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I

CBJETIVOS

Desarrollar técnicas ansliticas que demuestren la

presencia o ausencia de cumarina, en productos con
sabor vainilla, & nivel de laboratorio de control

de calidad en alimentos.

Revisar la informacién reportada en la literatu-
ra, para verificar la conmfiabilidad analftica de
téonicas previas.

Analizar el papel que juegan posidles interferen-
cias, en las veterminaciones de cumarine en ali -

mentos.

Verificar, sf la gran aromaticidad de los extrac-

tos de vainilla mexicanos, es atribufble a el con

tenide de cumerina o a la incorporacién del extrag
to de hada tonka (Dipteryx odoreta o D, oppositi-

felia).



II HISTORIA

Adn cuande ne se tisnen dates preciges sebrs el o-
rigen de la vainilla, se asegura que es eriginaria ade
Méxics, Henduras Briténicas y Cesta Rica. Muche antes de
1a llegada de les espaiieles al centinente americane, les
indies utilizaban un frute que al madurar, fermeatar y
curarse en el abundante sel, se transfermabas on un pre-
ducte deliciosamente aremétice, era el "ejete de vaini-
1la", frute de una erquidea tresrical. Les mayas de Yuoca
tén, llamaban s la slanta "gizbic" y les Tetenacas la
cenecian ceme "tlilxéchitl"; que significa tiil= negre
y xéchitl= fler (26). Llegé a llamarse *vainilla® que
significa pequefias tijeras, debide sin duda a 1la apa -
riencie de la fruta cuande se abre después de haber ma-
durade en la planta (5).

Es prebable que les aztecas y sus anteceseres uti-
lizaren la vainilla durante muchee siglos. Les espafieles
encentiraren que les astecas empleaban ¢ jetes de vainille,
delgades y larggn. en wmuches alimentes, pere en particu~
lar para enriquecer su bebida faverita que era el chece-
late (Xece-latl). En algunes cuses se servian de ella pa
re pagar tribute a sus menarcas (7).

Teda la vainilla censumida en esta &peca, prevenis
de plantacs silvestires, per le que se supene que llegé un
tiempe, en que les indigenas vierem la necesidad de dar-

le ciertas atencienes, cen el ebjete de abastecer su cem
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sume, De 1la Isla Reunién y de Parfs fue llevads cierta
cantidad de planteas a Madagascar en dends presperaren
netablemente (6,7). Les Tetenacas prescurseres de las
plantacienes de vainilla, cuidaren de la slantz y tra—
taren de que ésta creciers en etra parte (14).

Pue plantada en la India y Java baje las mnisunaes
cendicienes que en Méxice, ebteniende en realidad um ba
je rendimiente (14).

Al avmentar la dewanda de vainilla, etres pafises
trepicales trataren de preducirla, pere aungue las plan
tas crecian bien, ne preducian frutes, Nis tarde se des
cubrié que la razién de la que estriba este, es que les
insectes pelinizaderes adecusdes séle se encuentran em
Méxices Ne fue has*a 1836, que un beténice francés per-
fecciené el métede e la polinizacién a mane de las flpe
res, métede que s emplea en la mctualidad (18).

A partir de este memente se establecieren muchas
Plantacienes de &sts erqufdea em Java, Brasil, las In-
dias Occidentales, las Seychelleg y MadagZascar; en este
41 time pais se obtiene en 1a acfualidad 1s oayer parte
de la coesecha mundial de vainilla (18).

Bl mé tode de pelinizacién artificial censiste en o-
bliger & las pelinias de la anters de una flor a adherirx
ge al estigeua de la miswa fler, situada inwmediatamente
debaje de la mntera (Figura Ne. 1).
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111 CENERALIDDLS

La olanta de la vainilla es una orgufdea trepadora
ex6tica, de flores de color amarillo palido y grandes ho
jas oblongas y carnosas. Sus delgados tallos trepan y se
enrollan alrededor de los Arboles. La vaina verde de la
vainilla mide unos 25 cm de largo ¥y contiene una gran
cantidad de diminutas semillas. Criginaria de América
Central y Mé&xico. Lnta orquidea se cultiva actualmente

en todas las regiocnes tropicales (18).
3.1 DESCRIPCICN

La vainilla se conoce de diferentes maneras que sont
Vainihla fina u oficinal, vafnas de vainilla, t1ilx&8chitl
(¥&xico), serimpineri (Perd)., Al. Vanille., Pr. Vanille,
Ing. Vanilla btean. Por. Vanilla baunilha. La vainilla se
presenta en forma de cédpsulas lineales, aplastadas de 12
a 35 cm de longitud y de S a 9 mm de anchura, con el ex-
tremo apical termirnzdo en unz c¢icatriz circular, adelga-
zdndose gradualmente hacia ambos extremos, con la base
muy semc jante al &dpice. Ocasicnalmente la vainilla apare
ce abierta en tres partes, préximo a la punta; al exte-
rior se presenta do color »ardo cbuscure o medianc, ssur-
cada lcngitudinalmente, con un brillo himedc caracteria«
tico; frecuentemernte cor marcas estrechas, elfoticss o

irregulares, 2lgo arrugadas y de colcr nardoc obscurc; . o-’

casionulmente con una-.eflsrescerncia de cristales acicu

lares o ovrismas mcncclinicom de!

reirillina; consistenc




coridcea blanda y flexible; unilocular, conteniende uns
pulpa negrsa parduzca con muchas semillas diminutas, de
color pardc negrusco, incrustadas en ellas, Bl olor es
aromdtico caracteristiceo y fragante y el sabor aromdéti-
co agredable (39).

3.2 CLASIPICACION BOTANICA
Reino: Vege tal Panerégamas
Clase: Angliospermas Monecotiledéneas
Familia: Orquidéceas
Tribu: Ofridias
Género: Vanilla

Las especies y variedades sen las siguientes:
a) Vanilla planifoelia Andrews.

Esta especie compremde aproximadamente el 95% de la
cosecha mundial. Produce el mfs deliciese arema y saber.
A esta especie corresponden las siguientes variedades:

Vainille meansa ¢ fina.~ representativa de esta ¢o -
pecie ¥y la més importante.

La Mestiza.- de hojas y frutes cds larges que les de
la mansa. .

Vainilla de Tarro.- que se distingue por au frute
miF dolgade y més largo que el de la manea (7).
b)Vainilla Tahitensis (Tahitf).

Es una especie de vainilla con un carécter diferes-
te debido a la presencia de anisil derivades le que la
hace menos apreciada come oxtrécto de vainilla.
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¢) Vainilla Pompora, Boba, Plitanc, Vainilla Pompona
Schesd.

Esta especie ne tiene el aroma suave y caracterfs-
tico de la Vainilla planifolia, teniendo més bien un o-
ler parecide al del helidtrepo, cen un sabor gue recuer-
da al de la ciruela pasa. Se usa principalmente para perxr
fumar tabacos (7).
d) Java Vanilla.

Es una especie de bajo grado de calidad.
®) Vanilla Silvestris Schedd.

A esta especis corresponden como més importantes las
siguientes variedades:

Vainilla Cimarrona, Coniana o Bastarda.- que se dis
tingue de la fina per tener un be juco més delgado.

Vainilla de Cochine.- de frute nds gruese y &spero
qﬁe el de la Cimariona.

Vainilla Meno.- de fruto més largo que el de la Ci-
marrons.

Estas dos veriedades no tiener ninguna estimacién,
De todas estas especies, selamente la Vanilla planifelia
¥y sus variedades son las que se cultivan, por su importan
cia comercial deriveda de su alto contenido de vainilli-

na (7)0
. 3e3 ARBA GBOCGCRAFICA DE PRODUCCION
La cuna del cultiveo de la industria vainillera es la

regién de Papantls, en el estado de Veracruz, que hasta
la fecha o8 la md: importante de las regiones producte -
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ras de Véxicb;(7).

Papantla se encuertra loczlizada a8l noroeste del es-
tado de Veracruz y al noreste del estado éde Puebla, com-
prendiendo come mAs imnortantes a los siguierites munici-
pios: Papantla, Tecolutla, Ccztzintla, Zozocolco y Nisan-
tla del estadce de Veracruz; San José Aceteno, Tenampulco,
Huehuetla, Ayoxcc de Guerrero y Clintla del estado de Pue
bla., Los principales municipios productores dispersos son:
Tecvan, Tuxtla Chico, Tuzantldn y Pijijiapan, en el esta-
do de Chiapas; Tanczhuitz en San Luis Potos{ y Chilchotla

en Oaxaca (7).

Veracruz es el principal productor de vainilla, que
aportéd el 95% de la produccidédn total del pzfis durznte el
quinguenio de 1973-1978., Siguiéndcle en importancia el es
tado de Puebla con un 5% de la produccién nacioral, Duran
te los $iltimos guinquenios, el Area ocupada vor el culti-
vo de la vainilla, ha ido decreciendo paulatinamente ¥y
con ello el cultivo ha ido perdiendo importancia en la e-

concmf{a nacionzl (8).

En el Cuadro No, 1, se observa que la produccidn en.
1982 fue de 34 375 kilogramos de vainilla beheficiada,
comparadas con las producidas durante el quinguenio de
1955«1959, er cue se cbtuvieron 255 048 kilogramos de vai
nilla, lo gue indice un decremento elevado de produccién,

en nuestiro vpafs.



Actuunlmernte, debido z dicho decremento en lz produg
cibn de vainilla,‘el costo de la misma se ha incrementa-
do, vor lo gue se emplezn algunos productos artificiales
para sustituir o adulterar el sabor de vainilla, tales
como vainillina sintftica, etil~vainillina, dehidrocuma-
rina, heliotropina, 6-metilcumarina, cumarina, ete, Di-
chas sustituciones se emplean principalmente en la ela-

borucidn de extractus o0 concertrados de vainilla,




Cuadro No.l1 PRODUCCION DE VAINILLA EENEBPICIADA

SUPERFPICIR VALOR DE 1A
QUIN,UENIO COSECHADA RENDIMIENTO PRODUCCION PRODUCCION
(ha) (Kg/ha) (Kg) ¥ |

1925-1929 4550 17.779 80 893 1,158,973
1930-1934 4487 15.025 67 418 794,578
1935-1939 4327 27.500 118 g9z 2,259, 349
1940-1944 5582 22,521 125 714 75,206,089
1945-1949 5993 26,456 158 551 10,472,870
1950-1954 5728 29.439 168 625 8,575, 704
1955-1959 8368 30.479 255 048 16,205,972
1960-1964 5366 33.236 178 343 16,300,650
1965-1969 2182 30.820 73 413 7,742,994
1970-1974 1325 35.496 47 032 7,864,254
1975-1979 811 43.403 35 200 12,601,000
1980 412 50,971 21 000 68,250,000
1981 217 45,622 99 000 31,950,000
1982 220 152,250 34 375 52,229,000
(8)
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Iv CULTIVO Dk LA VAINILILA

A pesar del uge incrementade de la vainilla per te

de el munde, l& vainilla es cul tivada mediante el use

de instrumentes primitives. Les priweres natives, lim -

miaban les besques de jande adle drbeles jévenes en los
cudles anclaban las plantas de vainilla, cavande des -~
pués una sroefunda zanja, junte a cada frbel (14).
Bl cultive de la vaiﬁilln se inicia cem la selec -
cién del drea de plantacién, y reguisre de cendicienss
especiales, media cvembra y tuteres cen las siguientes
caracterfsticas: terrenes de erigen calcédres, ligeres,
permeables, rices en tierra humffera, cen buen drenaje
ya sea natural ¢ artificiml, lluvias distribuidas en
les 12 messs do]l eflo, cen precispitacienes anuales entre
2000 y 4000 mm. Las temperaturas medias requeridas parm
un buen desarrelle vegetative sen de 21 a 27%c. Les ér-
beles seporte deben ser de fdcil wmultislicacidn, de buen
desarrelle vegetative, sistema radicular fuerte y que
l1s certeza de su talle ne se desprenda fécilmente (21).

Esta planta trepadera, cs cultivadae a menude sebre

sepertes vives plantades el afile anterier, sa repreduce

por medios de esquejes, que echan rafces en 10 a 12 gemng
nas. Tiene que ser podada frecuentements, pera que ne se
eleve demasisde y pueda ser pelinizada s mane (18).

Be sréctica cemfén en las regioenes preductoras de

- 11 -



vainilla, el heche de pelimizar artificialwente la plan-~
ta, esto es asf{ perque es muy reducide el nfmere de plan
t2: gue legran fecundarse en ferma natural y perque asi
g8 ebtiene una mayer cesscha. Sin embarge, el némere de
fleores a fecundar degende del viger de la planta, pusste
que una excssiva fecundacién preveca su destruccién y se
ebtiene mener cantidad y calidad de la vainilla (21). La
eperacién bésica de pelimizacién manuael censisie gimple-
mente en mever una membrana que separs las partes fememi
ma ¥y masculina de 1la fler (restele) y llevar la masa del
pelen a la parte femenimna de la fler (Pigura Ne. 2).

4.1 COSECHA

Eate periéde censiste en certar las veinas de la
planta. El certe de les racimes se hace nanuslmente dade
que el pedfincule unide al bejuce es muy quebradize. Las
vainas maduras se aseme jan a pequeiles pldtanes e grandes
sjetens, Si se permite que las frutges maduras peraanezcan
en la planta, estas enpiezan‘a reventar para llevar & ca
be la funciénm n;tural de diseminar las semillas & fin 4=
propagar la sspecie (21).

La primera cesecha se ebtiene a les tres afies, y la
Planta centinda sreduciende frutes durante 9 afies més.
Una vez recegidas las vafnas, pasan per un precese de for
mentacién, que censiste en humidificaciemes y secades ul-
ternades., Este precese requiere unes 5 - 6 meses; pacade
este tiempe, las vainas sen suaves al tacte y de un celer
parde ebscure (18).

- 12
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4,2 CURADO

Las vafnas maduras ne tiesnen sabor ni arema. Estes
deben desarrellarse per un precege artificial de curado.
En Méxice, el precedimiente antigue de secade &l seol pre
perciena el culer nccesarie para estimular la fermenta-
cién; pere en Madagwracar, les frutes se sumergen &n agua
caliente para estimilar las resccienes anzindiicaa, que
finalmente desarrelilam el arema caracteristice de la vai

nilla (26).

El color original amarille y verde del frute, ré&pi-
damente se cenvierte en un celeor parde ebscure & café ne
grusce intense. Bl juge de les frutes se recignifica en
les primereos dfas del curude, Las grasas exudan de las
semillas y sen absorbidas per las resinas, ayudande a pre
percienar la basid de les cempuestes futures peculiares de
la vainilla y que no se encuentran em etras fuentes de la
naturaleza. La vainilla se desarrella en una etapa muy
temprana y lleas & zer el principal cempenente del arema
Yy el sabor de la vainilla, medificade per muches etres
cempuestos ergdnices que contribuyen al saber tfpice de

una vainilla fina (5).

Cuande el peridde de sudade y exposicién al sel ter-
mina, 1lo gque generalmente requiere un lepso de 3 a2 12 se-
manas, ios ejotes sa celecan en un cuarte ventilade donde
se de jan madurar mds. Lo misme que cen etros preductes fer
mentades, la vainilia nueva ne tiene el aroma delicado y
dulce que sélo se¢ adquiere por oxidacién y afiejemiente (5).

- 14 =



v BEXTRACCION I, LA VAINILLA

Rl saber de la vainilla es extraide de las hsbas cen
alcehel, La destilacién destruye la fragancia dq les cem-
puestes aremftices (14). El celer del extracte de vaini~
11la es influenciada per la calidad de 1las habas e e jetes,
la fuerza del diselvente alcehélice, la duraciém de 1la
extraccién y la sresancis de glicerins, la cudl es adicie
nada para reterdar la velatilizacién del alcehel y para
retener el saber dol oxtrldto. Lesa ejetes seces dan un ce
ler més ebscure que les himedos (28).

Un diselvente tal come el alcehel etf{lice puede ser
usade para extraer el delicade extracte de vainilla. Un
antigue métede de extraccién es usado en ecasiones, nace
rande les ejotes on alcehel y recirculande el diselvente
continuamente hacta cewpletar la extraccién. Bl extracte
de vainilla es almacenade durante aproximadamente 25 dfas
en recipientes de vidrie e acere inexidable, a fin de me
Jerar el arswa (28).

Ds acuerdo a les regulacienes del gebierne federal
de les Estades Unides, el extracte de vainilla final de-
be centener ne menas del 35% oen velumen de alcehsl, cen-
tra un centenide ne mener del 46X de extracte alcehélice
repertade en el Cédige Latineamericane . Per supueste ne
hay nermas de identidad para les saberes imitacién de vai
nilla (4,5,14).

La calidad del sxtracte suede verse disminuida si es

- 15 =



e es almacenado en barrileg de madera, de los cudles la
vainille wbsorbe taninos y otras sustancias gue »roporcio

ran ~sabores indeseableg(l4).

Un contenido de alcohol del 42 - 45% acelera cambios
gufmicos y formacién de ésteres a partir de Acidos. Duran
te este periédc el contenido total de émster (acetato de e-
tilo) es constente. No obstante, la naturaleza de los éste
res canbtia constantemente, ya que liberan alcoholes por hi
drélisis; los 4cidos formados se unen a los alcoholes de
bajo neso molecular formando 4ateres voldtiles. Los alcow
holes de alto peso molecular se oxidan lenfamente para for

mar zldenfdoa (28).
Sel CALIDAD COMERCIAL

Lz vainilla se clasifica mundialmente, en los princi-
cales mercados, por orden de importancia decreciente en su
calidad, de la sigmiente formas

la. Vainilla México

2a. Vainiila Bourbénm

3a. Vainilla Seychelles

4a., Vainilla Tahit{

Sa. Vainilla otras procedencias

La calidad de la vainilla mexicana, sze ha visto deme-
ritadz, debido a losg corties prematurcs gque realigan. Este
hz sido el problema mAs importante de la produccidn vaini-
llere, 2 pesar de que desde mediados del siglo pasado, tan-

to l¢s gobierrnos locales de las entidades productoras, co-
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mo el gobierno federzl de México; han dictado leyes ten-—
dientes a controlar el corte de la vainilla verde, fijan
do fechas a partir de las cufles se autoriza el wmismo;
pero la falta de personal suficiente para cumplir estas
disposiciones, asf como la intervencién de interéses par
ticulares, han hecho nulos los efectos benéficos de estas

disposiciones (7).

Otro factor que demerita la calidad de la vainilla,
es el hecho de cargar cada racimo con un exceso de flores
fecundadas, no debiendo pasar de seis, si se desean obte-

ner vafnas de buen tamafio y calidad.

La vainilla se clasifica en dos grupos: "Entera®™ y
“"Picadura", dentro de las que existen varias clases, Los
exportadores acostumbran determinar diferentes calidades
de acuerdo con sus interdses, sin embargo, muede decirse
que en general la vainilla se clasifica en la siguiente
forma:

México BExtra
Mé&xico Superior
ENTERA WMéxico Buena
México Mediana
México Ordinaria

México Buena
PICADURA México Mediana
México Ordinaria

-17 -



Bata base da clasgificacién es la que se ha escepta-
de on la Direccii. de Ecenemfa Rural de la Secretaria
de Agricultura y Femente, en el preyecte de egpecifica-
cienes para la vainilla mexicana, cen base en caracte-
risticas fisice-quimicas, en virtud de que les cardcte-
Tes fimsices, sen susceptibles de mdulteraciém. Cen este
ebjete se efectuaren anflisis quimices de las mueatras
representativas de cada una de las calidades de la vai-
nilla, fijande percentajes limites para les principales

elementes censtitutives.

5«2 COMPOSICION DR LA VAINA DE VAINILLA
—_CONSTITUYENTES %
Humcdad 25.85 -~ 30,93
Preteina 2,56 - 4,87
Grasa 4,68 - 6.74
Ace ites

vslhitiles 0.00 - 0.64

Exiracte 1li
bre de nitr‘gon3°'5° - 32.90

Carbehidrates T.07T = 94122

Flidra 15.27 - 19.60
Cexizas 4.53 - 4.73
Veinillina 1.48 -~ 2.90
Lesinas 1.47 - 2.56

En investigacienes realizadas em sl extracte meu-
tre, se identificaren les siguientes cempuestes: dcide
vainillinice, p-nidrexi-bengil-metil-éter, guayscel,
p-cresel, dcide n-raprflice, écide n-céprice, trazes Ze
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rivadas de lacitenas ¥y p-hidrexi-bemgil-alcehel. Em la
fraccién elansa del extracte analizade so encomtraren
éateres del &cide bemzefice y del 4&cide cimaminice y
cempuestes del tipse sugemel, emtre etreas (28).

Coempuestes del tipe amisil alcehel, sanisil alde-
hide y dcide anfiice séle se smcusntramn presentes enm
las habas de Tahfiti, y ne em las de Méxice, Beurben,
¥ las de Aumérica del Sur (28).



5.3 CARACTBRISTY(OAS PISICCQUIMICAS

La vaina de vainilla centiene diversas sustancias sd
pidas, que se fermun per la accién enzimdtica llevada =
cabe durante el precene de curade, em el que se desarrellsa
el aroma y saber caracteristices de la vainilla, teniende
ceme principal cempencnte a la vainillima, la cudl pesee
las siguientes caracteristicas:

VAINILLINA
Ls vainillima se corece ceme:
4=-hidre:;i=3-me texi-benezaldehide
Aldehid»s metil-pretecatéquice
Aldehfds pretecatéquice-3-metil-éter -

Bstructura CHO Pérmula empirica:
B ocﬂ3 Cg Hg 03
Pese melecular 152.14 g/mel
Aparisncia Poelve oristaline, blance amarillente
Punte de fueién 81-83%
Punte de ebullicién 284-285'0 (cen descempesicién)
Gravedad espacifica 1.06 (L{quide)
Humedad relativa De5% méx (pérdida per pese %)

Selubilidad 1:3 en 70X de alcehel, 1:2 en 95% de alcehel,

seluble en £ter, clereferme, agua y glicerel.

Caracterfsticas erganclépticas: Tiene fuerza caracterfisti-
ca ceme arematizante y un saber muy dulce.

(11)
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5.4 USO0S

VAINILLA
El valor medicinal de la vainilla ha ido decreciendo

con el tiempo, sin embargo hubo una época en que se con -
aideréd estimulante digestivo (18). En América, la Vanilla
planifolia, ha sido empleada ademés de estimulante, como

arom&tica, antirreumdtica, emenagogo (activa la menstrua-
cién) y antipirético (baja la fiebre). Otras especies han
sido empleadas como antfdotos, adhesivos, purgativos y an
tiespasmédicos, ademds de los usos mencionados anterior -

mente (24).

La vainilla es un agente aromatizante que se emplea
mucho al preparar postres, tartas, pasteles, etc, Es un
ingrediente esencial del chocolate fabricado en la actua-
lidad, también se emplea en la preparacién de helados, be

bidas suaves, tabacos , licores y perfumes (18).

VAINILLINA
Se sabe gque se emplea en su mayorfa como agente de

sabor en alimentos, teniendo entre otras aplicaciones, la
fijacién de olor en perfumerf{a, desodorantes y como sabo-
rizante en preparaciones farmacetGticas y vitaminas. Después
de 1970, la vainillina se emple$ como un intermediario quf
mico en la produccién de productos farmacedticos. La vai
nillina es empleada en la sfntesis de papaverina (alcaloi
de del opnio), l-hidroxi-fenilamina y otros derivados poten
cialmente Gtiles. Prevee la formacién de espuma en los a-
ceites lubricantes; se usa como abrillantador en los bafios
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galvanepldstices de zinec; ceme auxiliar en la exidaciém
de linaza y cowe agente selubilizante &e ribeflavima (28).

Bn el Cuadre Ne. 2 se encuentram registrades les mi
veles de use de la vainilla, vainilliaa, extracte Yy elee
rresina de vainilla, en algunes preductes de repesteria

y confiteria (11).

La melécula de vainillina, que esti recidbiemde mu-
cha atemcién de les laberateries de investigaciém actual
mente, deberd alcansar uma pesicién impersante ceme imn-
termediarie squiparable a la gque tiene ceme cempuestes aa
senader. Bl L-depa, cempueste para cembatir la enferms-—
dad de Parkimsem, se prepara a partir de la vainillime,
1le misme que el carba-depa., La vainillina se utilisa ce-
me intermediarie para este preducte. El metil-depa se ven
de baje la marca de "Aldemet” y tiens ceme prepicsdades eo-
vitar la hipertensiém, asi ceme tramquilizante (5).
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Cuadro :No. 2 NIVELES

DB USO

VAINILLA (FEMA No. 3104)
PRODUCTO

Bebidas no alcohélicas
Helados

Dulces

Pasteles

Gelatinas y Budines
Jardbes

ng/Keg

420
600
490
530
630

10

BXTRACTO DE VAINILLA (PEMA No. 3105)

Bebidas no alcoh6liéas 200
Helados 3,000
Dulces 4,000
Pasteles 1,900
Jardbes 8.5= 54
OLEORRESINA DB VAINXLLA (FPEMA No. 3106)
Bebidas no alcohélicas 190
Helados 290
Dulces 210
Pasteles 300
Gelatinas y Budines 230
Condimentos 200
VAINILLINA (FEMA No. 3107)
Bebidas no alcohélicas 63
Helados 95
Dulces 200
Pasteles 220
Gelatinas y Budines 120
Gomas de mascar . 270
Jaréibes 20,000 a 330
Margarina 0.20
FEMA = Plavor and Extract Manufacturer’s Association
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vI ADULTERACIONES DEL SABOR VAINILLA

La vainilla se ha adul terado frecuentemente con sa-
rrapia o haba tonka (Dipteryx odorata o sarrapia holande
sa y de D. oppositifolia o sarrapia inglesa). La sarrapia
tiene un principio aromiAtico conocido con el nombre de .
cumarina, aceite fijo, almidén y aleurona. Su presencia
puede identificarse fécilmente, mediante un examen micros
cépico de sus granos de almidén, los cudles aparecen es-—
feroidales y desgastados, con un didmetro de 4 a 8‘-icras.
o bien mediante el examen de cristales obtenidos al su -
blimar una muestra de vainilla soapechog&. La cumarina

funde a 54-56°C, mientras que la vainillina funde a 81-

83% (39).

El haba tonka es conocida también como haba tonga,
haba tunka, haba de olor, cumarona, tonco, Al. Tonkabonen.
'Pr. Semina tonco. Ing. Tonka, tonka bean, Tonquin bean.
Por, Pava de tonca, cumard, cumbard, muirapayé, Arvore
dog feiticeiros. Dipteryx odorata es nativa de las Guaya

nas y D. oppositifolia lo es del Brasil (39).

Los frutos se colectan una vez qus se han cafdo de
los Arboles, se separan las semillas y se de jan secar al
s0l sobre rocas planas, después de lo cufl se empapan de
ron, se dejan fermentar y se secan. Durante este proceso
de curado se libera el principio aromético de cumarina,
una parte de la cudl se cristaliza en sl exterior ds 1a
cubierta de la semilla, en forma de una escarcha blanque-—
csira. La semilla de sarrapia contiene hasta 10% de cumsa-
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rina (lactona o éster interno del Acido o-cinédmico) que
se presenta en forma de cristules incoloros y muy aromi-
ticos, con sabor amargo; almidén, azlcar y 25% de aceite

fijo, goma, etc (39).

La sarrapia se usa junto con la vainilla en la pre-
paracién de un extracto de sabor y olor muy agradables;
en la industria de perfumerfa y como fuente natural de
cumarin?. El consumo principal de la sarrapia 10 hacen
los manufac tureros de tabaco, como agente aromatizante.
Parece ser que la cumarina se encuentra en la sarrapia y
en otras plantas en forma de glucésido, que se desdobla
durante el proceso de curado. Se encuentra ampliamente
distribuf{do en el reino vegetal, habiéndose encontrado
en el meliloto amarillo, en la aspérula dulce, en varias
orquideas y tréboles y en otras plantas variadas. Actual
mente la cumarina es preparada por via sintética (39).
Se obtiene por calentamiento continuo de salicilaldehido,
acetato de sodio y anhfidrido acético (25).

La vainilla natural es también sustituida por vaini
llina sintética, la cudl se obtiene por tres rutas dis-
tintas a partir de eugenol, guayacol y lignina respecti-
vamente (5) o bien por etil Veinillina. Esta Wltima se
emplea ya que la metil vainillina presente en el ejdfo‘de
vainilla, es menos aromitica que la etil wainillina, com
puesto sintético conocido comercialmente como Ethavan ¥y
Vanaldol (28). Dicha sustitucién esti reglamentada legal

mente, ya que tanto la vainillina como la etil vainilli-
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1la sen conaidermdas sustancias GRAS, es decir General-
mente Recenocidas come Inécuas, por la PDA (Feod and
Drug Administratisn) (11).

6.1 ASPECTOS TOXICOLOGICOS DE LA CUMARIRNA

Bn los afios 50°s la cumarins era censiderads come
aditive en algunos productos de reposteria y confiteria,
ya que ss pensaba que ne tenla efectos téxicos en huma-
nes, y séle a niveles de 4 g se presentabsan algunos pre
blemas (13). Sin smbargo, en 1958, se legislé la prehi-~
bioién del uso de cumarina ceme aditive enm alimentes en

México, Aebido a que comenséd a surgir la duda de su ine-
cuidad (19).

Bstudios realizades per Kaighen y Williams (1961),
demestraren que les conejos cenvierten el 12% de¢ la de-
sis administrada de cumarina, en 7-hidroxicumarine y a-
proximadamente un 2¢£ de £cido e-hidroxifenilacdtice
(o=HPAA); y'lua rasas aroducen menos dsl 1% de 7-hidre-
xicumarina y alrededor del 20% de e-HPAA (16).

Batos estudios se apeyan también en los trabajes de
Beeth y colaboradores (1), en que es prepusstes un esque
ma de transforascienss metabdlicas de la cwiu, el
cudl se presenta a continuacidng



OH

O H
(-COO0H
H
~ o=HPAA
Cumarina HO, @ ‘ s O
7-hidrexicumarims

Por etre lade, Peuer y colaberaderes (1966), demes-
traren gque una reduccién en la actividad de la ensima
glucosa-6-fesfatase en el higade, es indicativa de un da
fie al mismo, ya que en experimentes realisades in vitre
cen humanes, cenejos y ratas, se encentré inhidbicién de
dicha ensima, en les micresemas del higade, debida a la
presencia de e-HPAA, pere ne per cumarina, ni per T-hi-
drexicumarina (10).

Se encontré, qus dosis crénicas de 25, 50 y 100 mg
de cumarina/kKg de pese, en dietas para perres, asi ceme
niveles de 5000 y 2500 mg/Kg on dietas para ratas, preve
can una marcada dismimuciém en el crecimiente, atrefia
testicular, as{ como dafie extemsive sl higade, que cem—
prende: hipertrefia, metamerfesis lipida, preliferacién
de cenductes biliares y fibresis (3).



Shilling (13€S), mestré qus les preductes de bis -~
transfermaciém @2 lu cumarima difieren de especiec a es-
pecie, mestrande que en sl hembre es répida y casi cem-
plata, ya que en experimentes realizsdes cen veluntaries,
a les que se les adainistrarea 200 mg de cumarina, se en
centré que apreximadassnte el 80% de la desis es excreta
da per erina, ceme 7--hidrexicumarina y ne mfs del 6% ce-
me o-HPAA, le¢ que irdica que la cumarina eos répidamente
abserbida per el intestine, y que algumna circulacidéa en-
terehephtica de cumarina ¢ sus metabelites es casi impre

bable (29).

A pesar de que la ruta de bietramsfermacién resul-
tante en la excrecién del e-HPAA es mayer en ratas y ce-
ne jos, pexe mener on el hembre, existe la duda de peder
evaluar la texicidad de cumarina en humanes a partir de
resul tades ebtenides en pxperilento- cen ratas y cenejes

(29).

Pesteriermente, se demestré que la ruta de bietrans
fermaciém de la cumarina en mandriles, es la misma que om
humanes (12). Baséndese en ésta afirmaciém, Bvans y cela-
beralderes (1979), establecieren que miveles de 22,5 mg de
cumsrine/Kg de peze/dfa en maniriles, ne prevecan efectes
dafiines, per le que extrapelande estes resultades a una
porsena de apreximaduments 70 Kg, se puede decir que po-
siblemente pueda ingerir 1575 mg de cumarina per dfia, sin
que reciba dafie al higade (9).
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Sin ewmbarge, se censidera que la cumarina es un cem
puaste petencialmente téxice, ya que la FDA (Foed and
Drug Administratien), ne permite el use de sste cempuss-
te cewo mditive en alimentes y séle permite su use ea la
manufactura de tabace, perfumes, desederantes, etc, ceme

agente sromaiizante dmnicamente,

Actualmente son bien conocides les valeres de desis

latal media (DLso) de la cunarina, administrada per via
eral para ratas y cebayes, sieade 680 y 202 mg/Kg respec
tivamente, sin embarge, per via intraperitensal en ratas

os de 62.5 mg/Kg (2,38).

La cumarina actda tambiém ceme doprimente directe en
ol mdgoule lise del ftere e intestine del ceneje y en ol

cerazén de la rana (30).



VIl JUSTIPICACLOHN

Doebide a quo .a legislacién mexicsena y otras legis—
lacienes en donde se censumen preductes con sabor vaini-
1lla, prehiben el use de la cumarins ceme aditive en ali-
mentes, el enfeque dade al presents trabaje, eos de carig
ter cualitative, es decir, sf este cempueste esti presen
te en algune de les preductes analizades, esto implicard
una adul teracién quc a su ves lleva a diche producte =
estar fuera de ner=as, le que en realidad debe censide-
rarse cemo un frauie, ya que la cumarina esté censidera-
da un cempusste petencialments peligrese para la salud

(31~34, 36).
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VIiX MATERTALES Y METODOS

Se enalizaren algunes productes cemerciales de ex-
tractes de vaimilla (musetras lf{quidas), as{ cems Adife-
rentea wroductes cen sabeor vainilla: pudines, gelatimas,
flanes, harioass ¥y helade (muestras sélidas). Se emplea~
ron cemo cerireles exyerimeniales a: Cumarims (sélide
cristaline blance, Qufmica Industrial Carme S.A.), Dehi-
drocumarina (1fquide viacese de¢ baje punte de¢ fusién,
25°C, DRINAN S.A. de C.V.) y Vainillina (pelve cristali-
no blance amarillente, Quimica JVC) sintétices.

Les métodos anali<ices empleades fusren: Rapscire~
fetonetria Visible, Cremategrafia en Capa Pina Uni y Bi~
dimensional, Espectrefetemetria Infrarreja y finalmente
Resonancia Magnética Nuclear. La preparacién y el-anfli-
sis de las auestras se siguié msediante ¢l diagrams pre-~
pueste en la Pigura Ne. 3, en dends inicialmente se apli
caron des técnicas a?liticu previas, pars la detecciém
de cumarina, Pesteriermente se tienen tres rétedes 4¢ cem .
firmacién de la presencia ¢ ausencia de este cempusste an
las muestras analisadas.

8.2 PREPARACION DBL EXITRACTO DB VAINILLA

Para la extraccién de la veinilla, se maceré 10 g de¢
vaing natural de vainilla, en 50 ml d¢ una mescla de
alcehel etilice~agua a1 65% (v/v), repesande durante 12
heras. A les s6lidos rse les separa por filtracién (What
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uan Ke. 1) ¥ se sueslen en un merters junte cen 20 grames
de azfcar, hasta ov cempleta hemegenizacién. Pinslmente
se reuinen cen el liquide de filtracién previa ¥y se filtra,
lavande el residue con la mezcla alcehélica, hasta su a—
fere de 100 ml (17).

8.2 BXTRACCION DEL PRINCIPIO SAPIDO DE PRODUCICS
COMERCIALES

La recuperaciéa de cempuenstes a partir de preductes
cemerciales, ya sean liquidos (7 marcas d4e extractes ce-
merciales de vainills) e sélides ( 3 pudinea, 2 gelatinas,
4 flanes, 2 harinas y unm helade), se realizaren mediante
una seleccién del xeier disolvente ds extracciém utili -
sandes

a) Bter etflice: Se digelvié 10 g de musstra en agus, a-
feréndose a2 50 ml, rcutraligando cen bicarbenato de sedic
(pH 7). Se extraje cen tres fraccienes 3¢ 25.0, 12,5 y
12,5 ml de Ster esflico respectivamente, junténdese pos
teriermente el étex, secéndelo cem sulfate de sedio anhi
dre, FPinalmente se svaperé hasta aproximadaments un nili
1litre (15).

b) Cleroforme: Se apiicé el mismo métode del incise (a),
pore el disolvente dc extraccién fua cleroformo.

6) Aguas: A 10 g de wuestra se le adicionaror %0 ml de
agua degilada , reposéndese durante una hors, agitan -
dese ocasionalaente. Se¢ calenté ls mezcla & ebvullicién
durante 10 minutos, ~iltréndose en caiiente. Pinalmente



se evaporéd hasta un mililitre.

1) Alccvhol etflico: A 10 g de musstra se le adicionaren
20 m1 de alcohol etf{lico abselute, repesindose durante
dos horas aproximadamente. Se calenté em parrilla direo-
tamente & edoullicién durante 5 mimutes, se filtré ¥y mse
evaporé hasta sequedad tetal. Finslments ol residue fue
regsuspendide en 1 ~ 2 ml de alcohel metflico (este mfte-
do resulte ser el mfs adecuade). :

Pesteriermente estos extractes fueron aplicados en
crezateplacas, verificéndese si la mancha al revelarse
era le suficientemente intensa, como para censiderar po-
sitiva la extraccién.

Una ves seleccienade ¢l disolvente de extraceién
{(Alcohel etflice), & las muestras cemerciales liquidas,
s¢ les midié 10 ml ¢ se pesaren 50 g si la musstra era
sélida, Se sgregaren 40 ml de alcobel etflico y se deja~
ren reposar durante dss heras, agitando ecasienalmenstsé.
Se procedié a celentar la mexcla & ebullicién, despuds
de le cufl se filtré en caliente , evaperéndese hasta
sequedsd tetal. Finalssnte el residue fus resuspendide
en 1 -~ 2 ml de alcohel metflice. Paras les centreles ex-
rerimentales de cusarina , dehidrecumarins , ¥y vainills
na se procedid de la misma manera.
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8.3 < DR R2CUSRPACION

Se precedisé a determimar ol % de recuperaciénm ds
ocumarina, sn un medele cemtrelade (para muestras séli-
das), cempueste pexr 1 g de harina a 1la que g6 le zdl =
ciené previamemte uma cencemirscién cenecida {(0.2011 g)
de cumarina. Se traté al sistema cem 5 ml de alcehel e-
tflice caliente, filtréndess y enfriande pesteriermcmte.
A ol extracte frie se 1le analizé mediante el métede o8-
pectrefetemétrice prepueste per el A.0.A.C. de 1955 (22),
leyende abserbamcir. & 490 nanémetres. El % de recupera=-
‘oién de cumarins en el sistema se determiné aplicande
1a técnica de adiciém méltiple (37).

8.4 BSPECTROFOTONETRIA VISIBLE

Les anflisis para las muestras liquidas, se siguis
ren segin ol métede recemendade por A.0.A.C. de 1955 (23,
que se fundamenta e¢n el emples ds una sal de diazenie
cempuesta per nitrite de sedieo y p-nitreanilina ea me-
"die &cide, la cufl reacciena cen sl anille de la cuma-
rina, fermande as{ un cempuemte aze de celeracién ama-
rille~re jise, ’uiible espactyefotend tricamente a 490 nm,
Inicialments la wuestra es tratada cen selucién de ace~
tate de pleme 7 cen exaicts ds prtasie (precipit. exce-
se deo plems), ebtemiende la selucién clarificadc gue se
neutralisa cen carbenate de =edie y se hace reaccienar
cen el reactive de diasenie, fermdéndese el cempueste cels
Tide. La lectura de abserbancis se determiné en un Espeg
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trefetémetre Pye Unicam Nedele SP30UV, leyende centra
une curva sesténds:’ que va de 0.0 hasta 5.0 mg/ml de cu
marina, la cufl se diselvié primers on alcehel etflice
(3 ml), para finalmemte aferar a 100 ml cen agua desti
lada. Bete sétede se aplicé también al centrel experi-
mental de dehidrecumarina.

8.5 CRONATOGRAFIA EN CAPA FINA UNI Y BIDIMENSIONAL

Les principies séfpides extrafdes previamente de las
auestras liquidas y sélidas, fusrea splicades en placas
de vidrie de 20 x 20 em, preparadas cen Silica gel orzs 4
en dende primeramente se selecciené ol me jer sistema de
disol‘vento- y rovol“or, para cumarina, dehidrecumarina
Yy vainillina, utilizéndese para sste tres tipes de sis-
temas de diselventes: a) Bsncene-NMetanel 97:3, b) Bemocs
ne=Acetena 9:1 y ¢; Hexame-~Acetate de Etile 512 (23, 35
Yy 40) y des tipes de selucienes reveladeras:s a) Acide
fesfevelibdice al 10% em alcehel etflise y b) Reactive
de diazenie (lnl!oz + p-nitreanilina en medie &£cide) (22

y 23).

Las placas fueren slufdas en una odmara saturads
del sistema de diselventes respective (el me jor fue el
sistema do Hexame-Acetate deo Etile 5:2), hasta uam mivel
apreximade de 1) cm. Una ves sluidas las placas, se ate
mizaren cen la seluciém reveladera cerrespendiente (la
me jor fue la de fcide fesgfewmelibdice al 10% en alcehel
‘e ti{lice), de jéndelas durante 15 minm a 50. C. Finalmen
te me calcularen les valeres de Rf ocerressendien
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tes de las muestras y controles experimentales,

Los principios gsdpidos extrafdos tanto de mues =
tras l{fquidas como sélidas sospechosas de estar adul
teradas fueron aplicadas individualumente, en el extre
mo izgquierdo inferior de la placa, eluyéndolas (Hexa-
no-Acetato de Etilo 5:2) primero en posicién noraal,
Posteriormente tras la evaporacién del disolvents, la
placa se gira 90 grados, para la elucién en segunda ai
mensién, revelando (Ac. fosfomolfbdico al 10% en alco-

‘hol etflico) ¥ calculando los valores de Rf respectivos

en ambas dimensiones.

Se realizé una cromatoplaca en la cudl se inclu =
yeron los controles emperimentsles de cumaringe y vai- '
nillina, as{ como cada una de las fracciones aisladas
previamente de la vainillina, a las cudles se les lla-
né Vl (migracién lenta, Hf= 0.27) y Vz(ligrucién rédpi-
da, Rf= 0.38). Dichas fracciones fueron aplicadas en
le placa, sin adulterar y adulteradas previamente con
cumarina, es decir que se obtuvieron fracciones Vl. Vé,
V1+ Cumarina y Vz# Cumarina. Tambiém se incluyé el
control experimental de vainillina + Cumarina y final-
mente el extracto obtenido de la vafna natural de vai-
nilla, a fin de determinar si hay o no sobreposicién
de la mancha de Cumarina y la fraccién Va contenida en

el control experimental de la vainillina.



8.6 INTERACCION ENTRE DEHIDROCUMARINA Y CUNMARINA

Para determimar ei existe uma pesible imteracciém
emtre Cusarina y Dehidrecumarina en el mftede de¢ esmpec-
trefetemetria visible segin le recemienda el A.0.A.C.
(1955,22), se precedié a la adwlteracién de una musstra
1iquida cemercial (Delicia), que ha side previameate re
pertada ceme libre de cumarina em la litorjtur. por 'Sn-
1livan (31 = 34). Ademés para asegurar la ausemcia de eu
marina se realizé previaments el andlisis imfrarree,
pin encentrar bandas de lactemss (Pigura Ne. 10). Para
este se tema coeme base al extraste cemercial, al cufl se
le afiadieren diferentes veltmenmss (0, 0.5, 1.0, 1.5 §J 2.0
ml) de una selucién acuesa de cumarima (2 ag/ml), ebte-
niende la siguiente serie de adulteraciém del extracte
cemsrcial: O, 40, 80, 120, y 160 5g/100 ml. Una ves adul
terada la muestra, se siguié la técnica descrita per el
As0.,A.C. (28) para la detersinaciém de cumarima a 490 am.

De igual mamera se preparéd la serie de adul teraciéa
en el extracte cemercial cea Dehidrecumarina, ebtemidémde
80 las misuas cencemtrasienes anterieres. A ssta serie
también se le higé reasccienar cem p-anitreamilima y l.loz
ceme oRm el case d¢ sumarina y segin ¢l A.0.A.C. (22) le-
yéndese adbserbancia a 490 an (Espestrefetémstre Pye Umi-
cas Medele SP3I0UV). Debide a que tante la cusarina ce ~
B0 la Dehidrecumarima, ferman sl sempueste celeride de
diazenie & las abserbamcias respectivas ebtenidas, se le
cerrelacienard per regresiéa lineal simple.,
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8.7 BSPECTROFUTINETRIA IKPRARROJA Y RESONAKCIA
NMAGNETICA NUCLEAR

Botes métedes fueren cenfirmatives para les cases
em qus se presenté un misme Rf y celeracién sespechesa
de cumarina em las cremateplacas. Se »recedié a desarre
1llar de 4 a 5 cremateplacas per preducte sespeshese, 2~
plicéndese el extracte em baméa, através de um capilar
(upro;j.-adnonto 0.5 ml per cada placa). Las musstras
dudecss fueren elufdrs (Hexane-Acetate de Btile 5:12); xe
ouporluoio con clereferme ol cempueste sespechese, se-~
gm o1 Rf de la cumarima (cemtrel experimental) en 1la
orematepdlaca cerrespendiente. Se evaperé a sequedad y el
residue se aplicé en forma de pelficula para su anflisis
_ de Infrarre je. Les centreles experimentales se amalisa-
ion directaments cene pastilla (Rspectrefetémetre Infra-
rrejeo Perkim Elmer Fadele 559B, aire).

Para ol anflisis por Resenamcia Nagné tica Nuclear
se precedié de la ninms manera, extsrayémie el cempueste
sespechese de las placas y el sspecire cerrespendionte
de las musstras dudesss fus ebtemide oa un Espectrefeté-
setre BN - 390 90 NHs NNR,
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Ix RESULTADOS ¥ )ISCUSION

BXTRACCIOK DRL PRINCIPIO SAPIDO IR PRODUCTOS
COMERCIALES

Bl diselvente scleccienade para la extracciém del
Principie sépide, a partir de msuestras liguidas y séli-
das, fue el alcehel otflice, ya que les mrincipies ex-
traides ebtenides preseataren manchas intemsas al ldr =
Plicadas en placas, cen le que fue censiderada ceme pesi
tiva 1la extraccién:. 3in embarge, les demés diselventes
smpleades (6ter etilice, clereferme Yy agua) presentarsn
manchas muy temuee, ne definidas ¢ bien ne se detecté
ninguna mancha, per slle fueren descartades para este finm,
a pesar de qus tante la sumarina ceme la dehidrecumarina,
sen selubles on les diselventes prepusstes. -

«£ DE RECUPRRACION

Bl £ de recuparacién para el alcehel etilice fue a-
proximadanconte del 808, al ser cemparade cen’ra la cure-
 va esténdar de cumarina (centrel experimental) y las can
tidades aplicadas, le cufl indica que puede existir um
20% de eorrer al utilisar el métede de Espectrefetemetria
Visible, adenés de ne extrasr ¢l principie sépide tetal-
mente, BEstes resuitades pueden cerrecoorarse en lea dates
oitades a centinuaciéng



Cencemntracién Abserbancia de Abserbancia de

Cumsarina Curva esténdar esténdar «

(=g) (490 nm) blean (490 mm
o 0 o

1 0.096 0.237

2 0.191 0.3

3 0.288 0.433

4 0. 386 0.525

L D.ATY W]

Abs 490 ==

s 6 [ 4168



BSPECTRCPOTOMETRIA VISIBLE

En el Cusdre Ne. 3, se ebasrva que per ¢l métede de
Bepectrefetonmstria Visible, aplicade al andlisis de ex -
tractes cemoerciales de vainilla, ne es pesibdle distinguir
la prescencia de cumarina de la de dohidrecumarims, ea 41
ferentes extractes cemerciales, ni la del extracte matu~
ral, ya que s simple vista se aprecia que on tedes les
cases se ferma um cempueste eqlorido similar,

. Rs mecesarie recerdar que la dehidrecumarisa, sf es
%4 pormitida em alimentes, segim ¢l Plaver amd Extrast
Nanufacturer’s Asseciatiem "FENA Ne. 2381%, mientras que
la ocumarima me (11, 19), este es sim que imperte que sea
uma cencentracién minims.

También se encemiré que el extracte directe de la
vaina natural, da um false pesitive; diferemntes fusamtes
bibliegréficas (28, 39) imdieamn que este cempements ne
esti presente em la vafima matural de vaimilla. Prebable~
uente sste puedd explicarse per diversas interferencias
capaces de reacoienar cen el reactive de diaczenie, fere
szande cempuestes celerides ante la téonica prepuesta em
el A.0.A.C. de 1955 (22).

Ante estes resultades y siguiende las téomicam rece
uendadas, pedria cemcluirse erréneamente, que tedas las
muestras liquidas, incluyende el extracte matural, tienen
cumarina. |



Cuadro No. 3 Relacién de le concentracién encontirads
de Cumarina y Dehidrocumarirna, en los extractos comer-
ciales de vainillia analizados por Espectrofotometria
Visible a 490 nanémetros, segdin el métodco descrito en
el A.0.A.C. 1955 (22).

ESPECTROFOTOMBTRIA VISIBIE

- HUESTRA Cumarina Dehidrocusarina
mg/100 ml =Bg/100 ml
1 66.8 :0.8
2 62.8 47.6
3 21.2 12.4
4 22.4 13.2
5 68.0 52.0
6 18.0 9.6
7 ' 96.4 76.0
Bxtracto e~ 26.0 16.8




CRONATOGRAPI: BN CAPA PINA UNI Y BIDIMENSIONAL

Puede ebsezvarse em el Cuadre Ne. 4, que ¢l sistema
de diselventes seleccienade, pars la t‘cniee‘do cremate-
grafia en Capa Pima uni ¥y bidimensienal fue Hexame-Aseta
te de Btile 5:2, ya que les valerss de¢ Rf ebtenides ex-
porimentalomente, ceimciden cen les repertades en 1la li.
teratura (40), para les cemntreles experimentales empleg-
des,.

Bl revelader 'is placas sslsccienade fue el feide fes
fomelibdice al 10% en aleshel etilice, dedbide a que se
preduce una reacciém que va de amarillemte a café, siende
féoilmente detectables las manchas.

B ¢l andlisis per cremategraffa em capa fima umidi
menasienal, se emcertré que de las -uentrau'itqutdnﬁ ce -
merciales, séle itre~- de ellas (1, 5 ¥y 7). 6itar£-n adul-
teradas cen cumarinu. le que cemcusrds odnuiigunoo estu~
dies (31, 33 ¥y 34), censideramds que de las tres muestras
l1fquidas cemerciales smcentradas eeme nlnlto}nlu. en ol
presenteo tradaje, Zor marcas supnestamente centinmdan u-
cande cumaTins decis 1981 em gue se realirarem ostes es~
tudies (Cuadre Ne. 5).

Comparande lezs nuflisis de aspecirefeotemetria visi-
ble y cromategraffia em capa fima unidimencienal se ebseX
va una_falta de censistencia de éates, ya que per la »ri
mera téenica, tedar las muestras tiemen cumarima, y per
capa fina, néle trcs de ellas pressntam cumarima om fer-
aa dudesa, cem base =1 ol RL apreximade de 0,38 y o) co=-
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Cuadre Ne., 4 Sistemas de Diselventes Yy Revelsderes usades
on Cremategrafia em Capa Pina Uni y Bidimenmsienal,

-9 -
Valeres experimentales

SISTENA RBVELADOR Re COLOR NANCHA
[ DHC v C DHC v
Bancens-Metonel Ac. fosfeme i
9733 1fbdice i0% 0.5 C.TC 0.50 Awm Ce Ccz2
en e tanel
Bencene-Netanel Reactive de
97:3 diszenie Na Na Na Na Né Né
Bencene-Acetena Ac. fesfems ’
9:1 1iddice 10% 0,65 0.79 0.44 Am Ce Ce
en otanel

Hoxane-Acetate Ac. fesfeme
de BEtile 532 1{bdice 10% 0.38 0.49 0.28 Am Ce Ce
en etanel

Litery
tura

Hexane-Ace tate
de Btile 5:2 0.38 050 0.27

C= Cumarina, DHC= Dehidrecumarima, V= Vainillina, Nd= Ne dotectable,
Am= Amarille, Ce= Café escure y Cc= Café elare.



Cuadre Ne. 5 Resul tades ebtenides en el anflisie
de muestras liquidas, per el métede de Cremategra
ff{a en Caps Pina Upidimensienal.

RL Literatura (a)

WOESTRAS o uarime Dehidrecusarims Vainillina  6g/100 ml

1 ? 0,39 Na Nd 30,0

2 Na N& 0.28 3.0

3 Na T N4 0.27 . 0.0

4 Na N 0.25 -

5 ? 0.38 N 0,26 80.0

6 Na Na 0.26 -

7 ? 0.35 Na 0.28 -
Extracte
natural na N2 0.27 -
CONTROLES
EXPERIMENTALES .
Cumarina 0.38 - - -
Dehidrecumarina - 0.49 - -
Vainilliaa - - 0628 -

(a) Sullivan (34) mide la ooncontraci‘n de cumasrins per
Espectroedensitowe tria.

Né= Ne detectable ?= Valer dudese per celeraciéa y Rf se-
me jante al centrel expericsental (cue
marina).



Cuadro No, 6 Resultados obtenidos en el anéli-
sis de muestras sélidas, por el método de Croma
tografia en Capa Pina Unidimensional.(Rf)

CONTROLES CUMARINA __ DEHIDROCUMARINA  VAINILLINA
EXPERIVMENTALES + 0,38 + 0,49 40,28
MUESTRAS ‘
A - - - - + 0.25
g B -~ - - - - -
c - - - - + 0.27
(4 D - - - - - -
f 7 0.35 == = -
& G ? 0.37 - - - -
il H - - - - -
® g I - - - - - -
o J - - - - - -
= 7 0e37 - - - =
Es L - - - - + 0.27
-8 N - - - - + 0.29
- B
REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS + 0.38 + 0.50 + 0.27
(40)

+ = Presente

= = Ausente
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ler amarille de la mancha.

En cuanto a las muestras sflidas analizadas por
cromatografia en capa fina unidimensional, en el Cua-
dro No.6 se observa, que tres muestras son sospecho -
aag de estar adulteradas, ya que las manchas en las
cromatoplacas, msresentan valores cercanos al Rf de la

cumarine; sin embargo las manchas son tenuss.

Debido a 1la inconsistencia de datos en capa fina
y espectrofotometrfa visible, es necesario proseguir
el estudio, aplicando técnicas mis sensibles, como Cro
matograf{a en capa fina bidimensional, Espectrofotome-
tria Infrarroja y Resonancia Magnética Nuclear (Cuadros

3, 5y 6).

Se encontrd tambiéh que la vainillina sintética
utilizada como econtrol experimental, muestra dos man-
chas en cromatoplacas; una que corresponde al Rf repor
tado en la literatura para easte compuesto (Rf= 0.27) ¥
otra mancha que corresponde aproximadamente al Rf de
la cumarina (Rf= 0.38) (Cuadro No. 7), pudiendo ocasio
nar esto confusidén al estimarse que un producto, su -
puestamente contenga cumarina, mientras que en realidad
wresente algin isémero de la vainillina eintética, co-
mo interferencia o bien que el control experimental es-
tuviere contaminado con cumarina, por lo que es necess-
rio caracterizar ambas fracciones por Espectrofotometris

"Infrarroja y Resonancia Magné tica Nuclear.
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En cuanto a ¢l andlisis de muesiras séspechosas
por Cromatografia en Capa Pina Bidimensional, se en-
contré que solamente la muestra liguida 1 y las mues
tras sélidas B, G y K, siguen manteniendolla duda de

estar adul teradas con cumarina (Cuadro No. 7).

En la Pigura No, 5 se observa claramente la so-
breposicién que ex:.ste entre la mancha del control ex
perimental de cumarina Yy la segunda mancha( fraccién
de migracién rédmpida) de la vainillina , empleada tam-

bién como control en este trabajo.
INTERACCION ENTRE DEHIDROCUMARINA Y CUMARINA

Adicionalment: a 1la interaccién entre dehidrocu-
marina y cumarina, por el método de espectrofotometria
visible (490 um), e observa en la figura No.#4, que hay
una relacién praciicamente lineal, ya que el coefi -
ciente de regresién es cercano a uno (0.997), es decir
que si se estuviese buscando cumarina en una muestra @
limenticia que contuviera dehidrocumarina, la srueba
serfs positiva para cumarira, por la interferencis que
existe , o bien que se puede leer la concentracidén de
dehidrocumarina, ‘cr una' curva estdndar de cumarina y

viceversa, lo cual es absurdo.

BSPECTROFPOTOMETRIA INFRARROJA Y RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR

En el andlisis Infrarrojo de lus muestras sospe -
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Abs 490 ma

3‘2- 0.997

Oe ¥y = 0.9814 (x) + 0.015%

a a 4up Cumarina
0.2 0.4 0.6 ADbs 490 nm

Figura Ne. 4 Interssciém emsre DAC (Pehidrecumarina) y
Cumarina en ¢l méteds> deo Bepectirefetens tria Visible a
una lemgitud de enda de 490 namémetres. Las adbserbancias
cerresponien a cantidades equivalentes on pese d¢ Dehi-
drecumarina ¢ Cumarima.

Concentrasién
de Cumarina ¢ ABSORBANCIA
BHC (mg/100 ml)jCumarima DHC
(+] ¢} 0
40 0.171 0,201
80 0.277 0.299
120 0.373 0.376
160 0.514 0.512
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Figura No 5 Cromatoplaca que demuestra la sobre -
posicién de la Cumarina y V, (fraccién de migraciéo

réipida correspondiente a la Vainillins).
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Cuadre Ne. 7 Valervas de Rf ebtsnides emn ol anflisis de
misstras sespechesnse, per Cremategrafia on Capa Fina Bi

disensienal.

CONTROLES EXPERINENTALES HRURESZTRAS

COMMIM VAIRILIM Ifguidge.  S6lides
- RL Rf i_o5 1
Primers ; ., 0.36 0027 0016 0019 0wl 0039 0«37 0037
‘1-..‘1‘.102 k 3 0038 0039 0028 0032
Segunda , ., (.33 0e25 0.09 0.23 0,11 0,34 0.3T 0.37
dimensién, , x 0036 0.31 0,35 0.34

+ = Nancha que asarece ceme centamimants en ol centrel ox-
porimental de Vainiliina.
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ES

chesas, se encentré una gran diversidad de bandas emtre
Cumarina, Dehisrecusarings, Vainillina y las suestras. Bs
el egpectre de Cumarima (centrel experisental) se encuen
tran sarcadas cen asterisce (x), las bandas caracteris-
ticas ie las =mlfa-pirenas, siende: 1740-1720, 1650-1620
¥ 1570-1540 em 1 (Pigura Fe. 6, 20). °

Comparande les espectires Infrarrejes de Cumariaa
(Pigura Ne. 6) ¥y Vainillima (Pigura Ne. 7) utilisades ce_
me centreles experimentales, se encentré que ambes cem-
puestes presentan 6 bandas en cemtin, siemde 1670, 1400,
1260, 1150, 1120 y 1020 em™1(Zabla Ke. 1), lus cudiles se
presentan en les especires com-pondicntoi a tedas las
suestras sespoechesas ligerasente desfasadas, le que nes
de ja grandes dudas pars censiderarle ceme cumarina, ade-
més resalta el heche de que ningfn especire preblema pre
senta las bandas caracteristicas de las alfa-pirenas.

Analigande cada une de les espsctres cerrespendien-
tes a lus muestras (Piguras 9, 10, 11, 12 y 13), se en=
centré que tedas pressntan em cewiin las bandas de 2850,
1600, 1520, 1300 y 600 em™>, resalténdese que nimguma de
estas bandas cerrespenden mni a les especires &¢ eumarinas
¥y vainillina (centreles experimentales), ni a las dbandss
caracteristicas de las alfa-pirenss.

La uancha dudesa de vainilliaa sintética emcentrada

en cremategrafia sn capa fins , fue recupsrais y sislada
para su anflisis Infrarreje, le cufl indica que ambes ep’
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Tabla Ne. 1 Relacién de bandas que sparecen en les es
pectres de les contreles experimentales y muestras
sespechesas, en el andlisis per EBspectrefetemetria

Infrarreja (em~1),
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ALRS f ] [/} B 3 T R A 3
CUNMARINA VAINILLIRNA i 3 B a K
3400 3200 3400 3400 3400 3400 3400
3050 2850 2980 3000 2980 3000 3000
1990 2000 2950 2850 2950 2950 2950
1960 1700 2850 2750 2850 2850 2850
1930 167 2700 1680 1740 2750 2750
. 1820 1530 1740 21600 1700 1740 1700
1790 1520 1700 1520 1660 169 1600
» 1730 1460 1660 1480 1600 1600 1520
170 1430 1600 1440 1520 1520 1500
1670 1400 1520 1420 1450 1450 1460
» 1620 1360 1450 1380 1400 1410 1420
1600 1300 1400 1300 1300 1300 1300
x 1560 12506 1380 1280 11270 1270 1280
1480 1200 1300 1220 1160 1160 1220
1450 1170 1260 1160 1200 1120 1170
1400 1155 1160 1130 1040 11040 1140
1280 1120 1120 1040 880 880 1050
1260 1020 1040 970 800 810 880
1230 860 870 940 T40 750 840
1180 800 820 880 700 640 820
1150 730 800 870 630 600 760
1120 700 740 820 600 530 740
1110 630 630 790 500 640
1020 582 600 740 600
990 530 640 530
950 600
930 540
890 460
820
50
720 x = Bandas caracterfsticas do las
600 alfa-pirenas (Cumarina),
520
490
460



poctres (des fraccienes de vainillina) presentan las mis
mas bandas, le que indica que se trata pesiblemente ds

algin igémere de la vainillima, ya que les espectres sen
aimilares, pudiende decir que ne se trata de una adul e~

racién cen cumarinsas,

Pinalmente el anflisis per Resenancia NMagnética Nu-
clear, demuestra que una de las fraccienss (de migraciém
wis loenta) de la vaimillina, presenté un Rf de 0.27 en
capa fina, s{ es realmente vainillims, ¥ la segunda frag
cién (de migracién sés rdpida) es us isémere de vaimilli
Ba ¢ pesiblemente etil vainillina; ya que les espectres
de cada une sen seme jantes a excepciéa dol. grupe etexile
(Piguras 14, 15, 16 ¥y 17). Ademés este cencusrda cem la
‘Pigura Ne. 5, em que so pregeata la sebrepesiociéa de la

fraccién Vt ¥y la Cumarins.

Es interesants ebservar que les sspectires de las
iu-stras sespechesas (Piguras 16 y 17), se cemperiam de
manera muy similar, presentande la bdanda dol grupe etexi
le, per le que puede cencluirse que hay una fuerte in ~
torferencia cen el isémere de vaimillima aint‘fica. Ja
que de antemane se sabe que cempusstes ceme la ¢til vat-
alilline sen utilizades individual ¢ cemjumtamente cen la
vainillina, para aumeatar el peder sadberizsante de ésta

dltima.
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FIGURA No.. 15 ESPECTRO DE RMN DE CUMARINA TE REFERENGIA (27)
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FIGURA No, 16 ESPRCTRO DE FMN CORRESPONDIENTE A LA MUESTRA

a) Aldehfdo b) Aramftico

o) y d) Etaxilo

REALIZADC EN EL DEPTO. DE QUIMICA ORGANICA, DEPg, FAC., QUIMICA, U.NeAM
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FIGURA No. 17 BSPECTRO JE RMN CORRESPONDIENTE 4 LA MUESTRA K
b) Aramftico o) ¥ a) Btoxilo

a) Aldehfdo
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ANRBXO

NMuestras Liquidas Muestras Sélidas

1 La Anita A TFlan Jell-e

2 La Bandera B Plan Eremel

3 Delicia C 7Plan Gloria

4 La Pler de Vainilla D Plan Prente

5 Molina E Pudin Royal

6 Pro- agre P Pudin Prente

7 Pasa G Pudin Kremel
H Gelatina Gleria .
I Gelatina Répida
J Gelatina G-lux
K Maizena
L Pastel Tres Estrellas
N Helado Royal
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CONCLUSIONES

1)

2)

Be les uéiedes mualitices emsliesdes en el presen
te trabaje, se puede decir que, la técnica de eg
pectrefeteme tria visible, debe ser desacartada pa
ra alcanzar les ebjetives mrepuestes, ya que se
pregentun interferencias que reaccienan cen el
reactive de iiazenis, fermindese el cempueste ce
leride cen el que teéricamente se mediria la cen
centracién de cumarina en les extractes cemercia

les de vainillae.

La técnica de cremategrafia en capa fina unidi -
mensienal, n¢ es le suficientemente cenfiable cs
me métede analftice, baje las cendicienes esta-
blecidas, y« que se pregentan seme janzas de vale
res de Rf y celer de la mancha, gque nes llieva-
rian a resultades inciertes,

3) Bs necesarie aplicar técnicus uwéds gsensidbles para

peder ceonfirmar la presencia e ausencia de cumae

‘rina en preductes comerciales cen saber vainillas,

ya& que si se baséras en resul tades ebtenides sor

Espectrefetenetria Visible y Cremategrafis en ca
»a fina, se cerreria el riesge de ebtener resul-
tades falses, Per elle se sugiere confirmar me -
diante Bswactrefetemetria Infrarreja y de msrefe-

rencia por Resenancia Magnética Nuclear.
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4)

Adjicienalmente puede cencluirse que la tetalidad
de las muestiras liquidas cemerciales, presentan
adulteracién baje el métede de EBspectrefetemetria
Vigible, de las cuflles tres de ellas dam prusbg
Ppegitiva en Cremategrafia en Casa Pina Unidimen~
sienal. Respecte a las tres muestras sélidas ana
lizadas ser Cremategrefi{a Unidiwmensiemal, tres
diferentes marcas »resentan adulteracién cen cu-
marinse.

5) Es prebable que on la actuslidad, algunes fabri-

6)

cantes de extractes cemercisles de vainilla, ha-
yan utilizade cumarins, e gque oetiras marcas ne a-—
nalizadas en el presents trabaje, la estén utili
zade en sus preductes.

Per Qltime, se puede decir gque ninguma musstra
de las analizadas en el presente trabaje, estin
adul terudas cen cumarina,
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