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RESUMEN

La Vanilla planifolia, nativa de México, como legado agricola mesoamericano
es el unico producto de importancia econémica de la gran familia de las orquideas;
su autenticidad aromatica proviene de la extraccidn de vainas curadas y la
produccion se destina sobre todo a la industria de alimentos, perfumeria y

farmacéutica, entre otras.

En el presente trabajo, se establecid una configuracién de analisis por
inyeccion en flujo (FIA) que acopla la dilucion y deteccién en linea, para la
cuantificacion rapida y economica de la vainillina proveniente de extractos de
vainas de vainilla comercial; a partir de los procedimientos éptimos de la aplicacion
de microondas focalizadas y ultrasonidos. Los resultados de extraccion se
compararon con los datos obtenidos por los métodos convencionales: Soxhlet y
maceracion de la Norma Mexicana (NMX-FF-074-1996-SCFl).

El desarrollo metodolégico incluyo la elaboracion de la curva de calibracion de
vainilina a 347 nm, empleando disoluciones estandar en un intervalo de
concentracion de 200 a 2000 mg/L. El limite de deteccién fue de 66.5 mg/L, el de
cuantificacion de 221.5 mg/L y el coeficiente de regresion de 0.9995 para la
ecuacion A = (0.00108 + 0.000038) ¢ + (0.1072 £ 0.04695); donde A es la
absorbancia medida y c la concentracion de vainillina. Los ensayos sobre
repetibilidad (s;) y reproducibilidad (swr) de la configuracion FIA mediante el
analisis de varianza (ANOVA) permitieron establecer que la precision dentro del
laboratorio fue de 3.79 y 3.03%, respectivamente, para un estandar de 1200 mg/L;

en tanto que para un estandar de 300 mg/L fue de 9.06 y 9.14%, respectivamente.

La evaluacién correspondiente de los extractos de vainas de vainilla obtenidos
mediante diferentes métodos de extraccién, permitid concluir que la concentracién
mas alta de vainillina se registré aplicando microondas focalizadas (30.75 £ 1.57

mg/g); mientras que con ultrasonidos (25.92 + 0.78 mg/g) se obtuvo una diferencia



de 16% en el mismo periodo de extraccion (80 minutos). Cuando se empleo
Soxhlet, el tiempo de extraccién es 83% mas largo y la concentracién de vainillina
disminuy6 (hasta 32%) considerando que el extractante es 100% etanol. Por otro
lado, la concentracién de vainillina en los extractos al 70% de etanol, usando
microondas focalizadas y ultrasonidos, son dos veces mayores ademas de que se

redujo el tiempo (98%) respecto al método oficial mexicano (NMX).



INTRODUCCION

En todo el mundo es bien apreciado el proceso de produccion de la vainilla,
puesto que después del mantenimiento especializado y la polinizacion sofisticada,
la obtencién de un fruto con propiedades organolépticas incomparables representa
una recompensa. En distintas fuentes, este producto tan importante, ha recibido
extensas discusiones de orden econdmico (origen, clasificacion, cultivo, calidad y
uso); ademas de la atencién de algunos investigadores, en el afan de descubrir
desde los procesos de la biologia floral y elucidacion de la composicidén quimica

hasta la variacion genética en distintas plantaciones.

Dado que el factor determinante es la utilidad que ha adquirido en diferentes
ramos industriales, ha existido la preocupacion por establecer indices de calidad
que enmarcan aspectos de textura final y el contenido del componente quimico
mayoritario: la vainillina. Para determinar la cantidad relativa de vainillina sobre
otras especies fendlicas, en el trabajo analitico las aportaciones metodologicas
involucran pasos previos de extraccion combinados con algun tipo de separacion y
deteccion; lo cual implica gran consumo de tiempo, aislamientos laboriosos e

instrumentacion costosa.

En la actualidad existe una tendencia hacia la propuesta de protocolos con
amplio soporte técnico; ademas del compromiso particular basado en la sencillez y
reduccidén de costos. No obstante, es imprescindible no perder de vista que estos
rasgos son aplicables, cuando se pretende emitir resultados sobre un analito de
interés para un gran numero de muestras. De ahi que el desarrollo de una
configuracion empleando el analisis por inyeccién en flujo (FIA) sea util para la

determinacion de vainillina en extractos de vainas de vainilla.

En México, el manejo de todo el proceso para la obtencion de extractos
naturales de vainilla es una tradicién que esta bien establecida por la Secretaria
de Comercio y Fomento Industrial (NMX-FF-074-1996-SCFI) y considerando que



la extraccion Soxhlet a lo largo del tiempo se ha sefialado como guia de referencia
en cuanto a matrices sdlidas; la implementacion de energias alternativas como
microondas focalizadas e irradiacién ultrasonica requieren la evaluacién

correspondiente.



. ANTECEDENTES

A. Sinopsis histérica sobre la vainilla

La vainilla es una especie rara que con frecuencia se le cita como una planta
dispersa en areas tropicales, aunque se desconoce cuando se empezo a cultivar.
Su origen esta intimamente ligado a los pueblos autdéctonos de Mesoameérica,
donde ademas de una valoracidn estética por adjudicarle propiedades rituales y
curativas; los aromas, saborizantes y perfumes eran tenidos en gran estima
(Bruman, 1948).

Torquemada en 1723, entre otros autores, afirman que la vainilla era parte del
tributo que los totonacos y otros pueblos indigenas ofrecian a los aztecas ya en
los reinados de lzcéatl (1427-1440), Moctezuma Ilhuicamina (1440-1469) y
Moctezuma Axacayatl (1469-1482); pero en realidad no existen registros bien

documentados de su uso hasta después de la conquista (Hagsater et al, 2005).

La tradicion terapéutica prehispanica se refleja en el manuscrito del médico
azteca Martin de la Cruz, que en 1552 creé la primera herbolaria azteca.
Posteriormente traducida al latin “Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis” por el
estudiante Juan Badiano, donde la vainilla fue ilustrada y registrada con su
nombre nahuatl: tlixochitl, en referencia al color del fruto. Este escrito — el cddice
de la Cruz-Badiano — menciona que las flores, 0 mas bien los frutos, se molian con
otros componentes aromaticos y se usaban como amuleto alrededor del cuello
(Mancilla, 1997).

En la Historia General de las Cosas de la Nueva Espana, el fraile Bernardino
de Sahagun menciona que la corte azteca consumia grandes cantidades de
chocolate y como era la unica bebida consumida por Moctezuma (Lawler, 1984;
Pérez-Silva et al, 2006), se uso la vainilla en la receta de preparacion de cacao

(Havkin y Dorn, 1997). Existen algunos indicios de haber sido cultivada en el jardin



botanico de Oaxtepec, adonde llegé procedente de Cuetlaxtlan — actualmente

Cotaxtla, Veracruz — (Hagsater et al, 2005).

El uso medicinal de la vainilla durante el periodo de la conquista también esta
documentado en las cronicas de la época y en el “Rerum Medicarum Novae
Hispaniae Thesaurus seu Plantarum, Animalium, Mineralium Mexicanorum
Historia” de Francisco Hernandez (1651) que describe: “...en el mercado de
Tenochtitlan, o tal vez en Tlaltelolco, habia un sitio especialmente designado a los
vendedores de chocolate y sus saborizantes, incluida la vainilla” (Mancilla, 1997;

Hagsater et al, 2005).

Durante el periodo colonial la demanda de vainilla se incrementd, porque el
consumo de chocolate se popularizé en Europa. Espafia monopolizé en un
principio el uso de la vainilla exportada y se sabe que en la segunda mitad del
siglo XVI algunas fabricas de la peninsula ibérica ya preparaban chocolate

aromatizado con vainilla y canela (Lawler, 1984).

Hacia el final del periodo virreinal, Humboldt (1811, 1812) prepar6 un informe
detallado del comercio de vainilla, en el que mencionaba que Misantla, seguida de
Teutila, Papantla, Acayucan y San Andres Tuxtla eran, en orden de importancia
las zonas productoras. La vainilla de Teutila, en Oaxaca, era muy apreciada y se
menciona ya en documentos mercantiles de 1738 (Bruman, 1948). Papantla, y en
general el Totonacapan, fueron posteriormente la zona productora de vainilla por
excelencia. De hecho su cultivo en plantaciones se menciona a partir de 1767,
aunque su comercio, tal vez con frutos colectados de plantas silvestres, esta
archivado desde 1743 (Hagsater et al, 2005).

Por mas de tres siglos, México fue el unico pais productor de vainilla en el
mundo. Muchos esfuerzos fueron hechos en otros paises tropicales pero fallaron
ya que los vainillales crecian y floreaban, pero los frutos no eran producidos

(Havkin y Dorn, 1997); debido a que la polinizacion en su estado natural es llevada



a cabo por una pequena abeja euglosina de la familia melipona, o una variedad de

colibri oriundo de la regién (Williams, 1982; Hagsater et al, 2005).

La migracion o expansion del cultivo de la vainilla por el mundo esta
relativamente bien documentada (Figura 1). En 1739, Phillip Millar, el “Hortulanum
Princeps” y su superintendente del jardin de los farmacéuticos de Chelsea,
escribio en The Second Volume of the Gardeners Dictionary que una planta de

vainilla recolectada en Campeche por Robert Millar le fue enviada y, aunque crecio

por un tiempo, murid posteriormente (Bruman, 1948; Hagsater et al, 2005).

Figura 1. Propagacion botanica de la vainilla por el mundo.

En 1800 fue introducida a Inglaterra por el marqués de Blandford una nueva
planta que florecié en 1807 en la coleccion de Charles Greville, espécimen de
donde botanicamente esta especie adquirio el nombre de Vanilla planifolia. De
esta planta se mandaron esquejes a los jardines botanicos de Paris, Amberes y

luego a las colonias holandesas y francesas en los trépicos (Hagsater et al, 2005).

Hacia 1830, el jardinero Neumann que trabajaba en los invernaderos del

Museo de Paris consigue desarrollar el procedimiento de polinizacién artificial;
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aunque en la Isla de Reunion segun cuenta la leyenda, en 1841, un esclavo de
doce anos llamado Edmond Albius encontré el secreto de la reproduccion asistida
(Havkin y Dorn, 1997). Debido a la estructura de la flor, sin la mano del hombre la
flor no puede ser fecundada, pues en la morfologia hay una pequefa lengueta
(rostelo) que impide la comunicacién entre los 6érganos masculino y femenino, por
ello el plantador debe manipular las flores una por una, con la ayuda bien de un
palito de bambu, vara de limonero o una aguja, levanta el rostelo liberando el
polen en el estigma y después se presiona la flor para que se efectue la
fecundacion (Williams, 1982). Este método de polinizacidn que es aun usado
comercialmente, permitid la fundacion de la industria de la vainilla e infringié el

monopolio de México.

Usando la técnica descrita, los franceses iniciaron el cultivo de la vainilla en
muchas de las islas del Océano indico. Las plantaciones de vainilla fueron
establecidas en Reunion, Mauricio, Madagascar, Comores, Thafila, Brasil,
Jamaica y oftras islas en el oeste de India (Havkin y Dorn, 1997). Sin embargo, la
vainilla parece haber tenido también una ruta migratoria de México a Filipinas,
durante el periodo en que ambos paises eran regidos por la Corona espafiola y
existia la Nao de Manila. Los datos histéricos sugieren que su progreso no fue
posible, pero algun esqueje se llevd a la isla de Tahiti y aun se cultiva (Hagsater et
al, 2005).

La agronomia de la vainilla presenta particularidades muy notables, pues exige
ciertos factores de adaptacion climatica, ademas de las caracteristicas propias del
cultivo que trascienden en la calidad del producto con el proceso de curado o
beneficiado (ANEXO A). Pero también estos sistemas agroforestales presentan
muchas ventajas ambientales; debido a que son cultivos perennes y longevos que
mantienen el paisaje forestal, la biodiversidad local y la capacidad de regeneracion
del bosque, ademas como requieren mucha mano de obra es una actividad que

se convierte en una vocacion productiva de enorme valor (Hagsater et al, 2005).
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B. Produccion agronémica de la vainilla

Aunque la vainilla inicié en México, se han presentado importantes variaciones
a lo largo del tiempo y la produccion no es significativa en el contexto mundial;
pero continua siendo un negocio lucrativo cuando se respetan las estrictas
necesidades de la planta. En la actualidad de 80 a 90% de la produccién se
encuentra en manos de campesinos cuyos vainillales son menores de 1 ha, con
alrededor de 50 mil personas involucradas en su cultivo y manejo (Havkin y Dorn,
1997; Mancilla, 1997; Hagsater et al, 2005).

La recopilacidon de los datos mas recientes en la Tabla 1 ilustra la evolucion de
las exportaciones mexicanas de vainilla de los ultimos afios por pais destino

(INEGI, 2001 — 2005); encontrando a E. U. A. como el comprador mas importante.

Tabla 1. Comercio exterior de vainilla de México definida por fraccién pais.

2000 2001 2002* 2003 2004
PAIS Miles Miles Miles Miles Miles
Kg Kg Kg Kg Kg
US$ USs$ US$ USs$ US$
Alemania 3,314 181 - - - - 3,007 442 2,305 907
Australia 13 1 12 2 - - 50 3 - -
Brasil 150 10 150 24 - - 100 30 - -
Canada 50 3 - - - - 1,072 162 - -
Cuba - - - - - - 2,330 8 15,207 35
Espana 78 4 95 15 - - 120 25 100 45
E.U. A 102,508 311 131,113 696 34,838 59 124,299 807 86,906 211
Francia 799 53 5,647 771 201 29 4,592 828 1,156 343
Paises no
30,265 60 15,491 52 3,200 19 4,737 21 19,539 65
declarados

TOTAL 137,177 623 152,508 1,660 38,239 107 140,307 2,326 125,213 1,606

* Enero — Marzo

La zona vainillera en el pais, esta localizada entre los municipios de Coatzintla,

Tecolutla, Papantla, Cosquihui, Gutiérrez Zamora, Nautla, Martinez de la Torre y

12



Misantla, en el Estado de Veracruz que es el centro de distribucion. El 70% de la
produccion de Veracruz es originaria de Papantla, ya que cuenta con 152
comunidades y 1500 productores de vainilla. Otros estados donde también se
cultiva la vainilla pero en menor proporcion son: Puebla, San Luis Potosi, Chiapas,
Tabasco y Oaxaca (Rosas, 1984; Hernandez, 1997; Mancilla, 1997).

En el océano indico las principales regiones de cultivo son Madagascar,
Comores y Reunion, las vainas de esta area son llamadas Borbdn. Indonesia es
otra region que cada vez incrementa la produccion y la calidad de vainilla. Las
vainas de vainilla de Tahiti, representan otra variedad y son cultivadas
principalmente en la isla francesa de Polinesia. En Tonga y muchos otros paises
con climas adecuados también esta siendo cultivada, pero aun son regiones de

produccion minoritarias (Havkin y Dorn, 1997; Rakotoarisoa y Shapouri, 2001).

Se estima una produccion mundial de vainas de vainilla en el intervalo de 900 a
2000 toneladas anuales (Hartman et al, 1992; Havkin y Dorn, 1997; Podstolski et
al, 2002), de las cuales aproximadamente el 75% se constituye por vainilla Borbdn
(Hartman et al, 1992). En 1997 Estados Unidos importé el 50% de la produccion
mundial de vainilla; mientras Francia y Alemania importaron 10 y 7%,
respectivamente (Rakotoarisoa y Shapouri, 2001). La produccion de vainilla
genera a los paises exportadores divisas alrededor de 80 millones de ddlares
anuales, pues el precio en el mercado de las vainas de vainilla ha variado en el
intervalo de US$ 70 a 90 por kilogramo (Ramachandra y Ravishankar, 2000) que

tal vez ha incrementado en los ultimos afnos.

Unicamente un tercio de la cosecha anual se vende al por menor, el resto sirve
para obtener extractos naturales de vainilla y otros derivados (Mancilla, 1997). En
el mercado cada vez se recurre mas a la vainilla como el saborizante mas popular
del mundo (Havkin y Dorn, 1997). Ademas de las aplicaciones tecnoldgicas en
cosméticos, perfumes y farmacéuticos (Anklam et al, 1997; Rong et al, 1998;
Luque et al, 2000; Walton et al, 2003; Bettazzi et al, 2006).
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La produccién de vainilina natural y su contraparte sintética excede
grandemente cualquier otro condimento (Hartman et al, 1992). La fuente y costo
de la vainillina varia de extractos naturales caros de vainas de la orquidea a
vainillina sintética y relativamente barata (Boyce et al, 2003). El valor de la
vainillina extraida de vainas de vainilla se calcula entre US$ 1200 a 4000 por
kilogramo, tal costo se debe a que para producir 1 Kg de vainillina es necesario
cosechar 500 Kg de vainas de vainilla, lo cual implica la polinizacion de cerca de
40 000 flores (Ramachandra y Ravishankar, 2000); en contraste al precio del

sustituto sintético que es menor a US$ 15 por kilogramo (Walton et al, 2003).

Asi pues, como los requerimientos agro-climaticos, el cultivo intenso, el curioso
manejo de polinizacién, la recoleccién y el curado de las vainas limita la
produccion mundial y encarece los precios notablemente; la creacion de
imitaciones y productos adulterados han sido promovidos. Por lo tanto, es comun
que la composicion de los saborizantes sintéticos se simplifique a etil vainillina y
vainillina (Boyce et al, 2003; Bettazzi et al, 20006).

En el mundo el consumo anual promedio de vainillina es de 12000 toneladas,
pero menos del 1% proviene de vainilla natural. Por lo tanto, el resto de la
demanda de vainillina es sintetizada econdmicamente por métodos quimicos
usando materiales tales como coniferina, guayacol, eugenol y lignina, o mas
recientemente a partir de procesos biotecnoldgicos o bioquimicos con precursores
como acido felurico, isoeugenol, eugenol o fenil pronanoide (Havkin y Dorn, 1997;
Yoshida et al, 1997; Luque et al, 2000; Ramachandra y Ravishankar, 2000; Walton
et al, 2003; Bettazzi et al, 2006).
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C. Analisis quimico de la vainilla

El laborioso proceso de curado de las vainas verdes, donde la ruta de
biosintesis aun no es bien entendida (Dignum et al, 2004); pero cuya diversidad de
reacciones genera un perfil heterogéneo de compuestos, ha motivado el estudio

de la vainilla en todo el mundo.

En este contexto, la importancia de la composicion quimica se ve reflejada en
el hecho de que las diferentes variedades de vainilla presenten una composicion
con diferencias significativas en relacion al origen (Mancilla, 1997). Estas
determinaciones son limitadas porque las variaciones geograficas, estacionales,
agricolas y de especie afectan la quimica resultante de las vainas de vainilla
(Hartman et al, 1996).

Generalmente, las vainas curadas contienen proteinas, azucares, celulosa,
acidos organicos, vainillina (ANEXO B) y otros fenoles monohidratados, aceites
fijos, ceras, resinas, gomas, pigmentos, minerales, aromaticos volatiles y aceites
esenciales. Los mayores constituyentes responsables del aroma y sabor de la
vainilla son volatiles como carbonilos, alcoholes aromaticos, acidos aromaticos,
esteres aromaticos, fenoles, alcoholes alifaticos, lactosas, hidrocarburos
aromaticos y alifaticos, terpenoides, heterociclos, etc. Los constituyentes no
volatiles que imparten el sabor caracteristico de la vainilla son taninos, polifenoles,
resinas y amino acidos libres. Todos estos constituyentes dan un delicado, rico y
dulce aroma con rasgos balsamicos. El contenido de acidos grasos de vainilla es
de 45 a 150 g/Kg, de donde el acido oleico y el acido palmitico son mayoritarios. El
contenido de azucar en vainas curadas esta en el rango de 70 a 200 g/Kg,
principalmente constituido por glucosa y fructuosa, con trazas de sucrosa

(Ramachandra y Ravishankar, 2000).

Rutinariamente las investigaciones analiticas, son llevadas a cabo sobre las

vainas de vainilla para identificar los componentes responsables de desarrollar su
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delicado aroma y sabor unico (Luque et al, 2000). De acuerdo a la revisidon
reciente, se reportan entre 100 hasta 250 compuestos en los extractos naturales
de vainilla segun el tipo de analisis quimico y la procedencia de las vainas. Sin
embargo, solamente 26 se presentan en concentraciones mayores a 1 mg/Kg y
muchos otros estan presentes en cantidades traza (Figura 2). Los cinco
constituyentes mas importantes son: vainillina (2 - 2.8%); p-hidroxibenzaldehido
(0.2%); acido vainillico (0.2%); acido p-hidroxibenzoico (0.02%) y acido acético
(0.02%) (Anklam et al, 1997).

Al respecto se cuenta con datos generados por muestras de vainas de vainilla
de varias fuentes geograficas: Madagascar, Reunion, Tonga, Comores y Tahiti. En
la Tabla 2 se resume el analisis evaluado para la definicion de criterios analiticos y

diferenciacion de calidad de produccién (Fayet et al, 1987).

Tabla 2. Porcentaje calculado sobre vainas de vainilla de varios lugares geogréficos.

Origen Vainillina p-hidroxibenzaldehido
Madagascar 1.85-2.25 0.125-0.163
Reunion 1.38 — 3.26 0.095 - 0.201
Tonga 1.58-2.75 0.072 -0.149
Comores 2.09 0.152
Tahiti 0.62-1.52 0.085-0.120

Varios factores tal como especie de la planta, condiciones de crecimiento,
nutrimentos del suelo, madurez de cosecha y método de curado tienen que ser
tomados en consideracion para determinar la concentracién relativa de los
constituyentes de la vainilla (Ramachandra y Ravishankar, 2000). La proporcion
de vainillina/p-hidroxibenzaldehido, que es frecuentemente usada como indicativo
para autentificar extractos naturales debe guardar una relacién entre 10.9 y 18.4

(Boyce et al, 2003; Longares y Canizares, 2006).
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Figura 2. Compuestos quimicos principales presentes en extractos naturales de vainilla.
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Cuantitativamente la vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) es el
componente mayoritario presente en las vainas, pero analisis detallados
envuelven la determinacion de las proporciones relativas de vainillina y especies
fendlicas adicionales tal como acido vainillico, p-hidroxibenzaldehido, acido p-
hidroxibenzoico u otros (Fraisse et al, 1984; Fayet et al, 1987; Carnero et al,
1990). Tipicamente, la vainillina esta presente en concentraciones relativas muy
altas a los otros componentes (de 10 a 100 veces); y debido a que es el material
saborizante mas importante y ampliamente usado en el mundo (Bettazzi et al,
2006) para propodsitos comerciales, es un indicador de calidad de la vaina de
vainilla. De acuerdo a estudios realizados por diferentes grupos de investigacion,
la vainillina representt el 50% en vainilla de Bourbon y 85% en vainilla de México,

del total de volatiles cuantificados (Pérez-Silva et al, 2006).

Los criterios analiticos se refieren a la caracterizacion y/o a la dosis de
constituyentes presentes en las vainas de vainilla, extractos naturales y todo tipo

de muestras alimenticias que contengan este aditivo.

Para andlisis de rutina de los extractos de vainilla la estrategia analitica
envuelve la separacion usando cromatografia de liquidos de alta resolucién con
deteccion ultravioleta (Herrmann y Stockli, 1982; Fraisse et al, 1984; Thompson y
Hoffmann, 1988; Osamu y Tetsuo, 1996; Anklam et al, 1997; Boyce et al, 2003).
Otros utilizan cromatografia de gases con deteccién por ionizacion de flama,
espectrometria de masas u olfatometria (Fraisse et al, 1984; Fayet et al, 1987;
Sostaric et al, 2000; Pérez-Silva et al, 2006). También existen protocolos de
analisis para las vainas de vainilla basados en la desorcion térmica (Hartman et al,
1992) y microextraccién en fase soélida (Sostaric et al, 2000) acoplando de manera
directa a cromatografia de gases — ionizacién de flama o espectrometria de
masas, para proporcionar informacion valiosa acerca del perfil aromatico de la

vainilla.
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La identificaciéon de estos compuestos se dirige hacia la deteccion de la
adulteracion en vainilla natural por substitutos sintéticos, pues se considera que el
mas dificil objetivo quimico es proteger la integridad y por lo tanto la calidad de

este producto porque existe una relacion directa sobre la salud del consumidor.

La evidencia mas definida para la adulteracién es obtenida en espectrometria
de masas por la proporcién del isétopo "*C / '2C o analisis de deuterio por RMN.
La técnica de analisis de is6topo estable estd basada en el hecho de que la
proporcion entre carbono 13 y carbono 12 es menor en vainillina sintética que en
vainillina natural. En estos términos el valor de carbén fosil denotado por Spps'°C
(delta Pee Dee Belemnite) para vainillina natural es de — 16 a — 21; mientras que
para vainillina sintética adquiere valores de — 27 a — 31 (Fayet et al, 1987; Sostaric
et al, 2000; Walton et al, 2003). Sin embargo, el problema de adulteracion es
principalmente confinado al analisis de extractos de vainilla y no a las vainas de
vainilla (Hartman et al, 1996).

En un intento de identificar los compuestos primarios de los extractos de
vainilla con respecto a imitaciones, se han emitido metodologias tal como
electroforesis capilar (Butehorn y Pyell, 1996; Pyell et al, 2002; Boyce et al, 2003)
como elemento confirmativo en menor tiempo, respecto a cromatografia de
liquidos. Ademas como la vainillina es un compuesto electroactivo, los
procedimientos basados en métodos electroanaliticos (amperometria, voltametria
de pulso diferencial o voltametria de onda cuadrada) para la deteccién de vainillina
en muestras alimenticias ha sido reportada en literatura a través del estudio de su
oxidacion (Rong et al, 1998; Luque et al, 2000; Hardcastle et al, 2001; Bettazzi et
al, 2006).

Un enfoque adicional sobre diferentes aditivos de alimentos, ha sido definido
por métodos quimiométricos ya que propone analizar simultdneamente varios
analitos con espectros UV traslapados. A partir de una serie de datos de la

absorcion de espectros de un grupo de muestras de calibracién con composicion
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conocida se procesa por modelos matematicos de arreglo ortogonal vy
subsecuentemente, estos modelos son usados para la prediccion de muestras

desconocidas bajo las mismas condiciones experimentales (Yongnian et al, 2005).

Asi se puede observar que todos estos estudios son dirigidos hacia la
identificacion de volatiles naturales, caracterizacion de compuestos principales y/o
especificamente cuantificar vainilina en muestras alimenticias de distinta
naturaleza. No obstante, estas metodologias implican previos pasos de extraccidon
combinados con algun tipo de separaciéon y deteccion, lo cual implica gran
consumo de tiempo, aislamientos laboriosos, instrumentacion costosa e incluso no

disponible en muchos laboratorios.

De este modo, los métodos oficiales de analisis en la industria de saborizantes
especifican el uso de un medidor de absorcion UV para determinar vainillina a 348
nm, basandose en la hidrdlisis de los extractos; aunque debe considerarse que el
p-hidroxibenzaldehido es un interferente comun pero a baja concentracion
respecto a la vainillina (AOAC, 1990; Luque et al, 2000; Longares y Cafiizares,
2006).

La ventaja de determinar vainillina en medio alcalino por espectrofotometria UV
se resume en que como método de rutina resulta ser rapido, eficaz, exacto,
preciso y practico; sin embargo como en la actualidad existe una tendencia hacia
la propuesta de protocolos automaticos con amplio soporte técnico, el desarrollo
de una configuracion empleando el analisis por inyeccién en flujo (FIA) donde se

conjuga la dilucion y deteccion en linea se coloca también como una alternativa.
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D. ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO

La necesidad de mejorar o ampliar los métodos analiticos adaptandolos a las
demandas crecientes, ha impulsado el crecimiento y la creacién de los métodos

automaticos de analisis.

El analisis por inyeccion en flujo constituye una importante innovacion
metodoldgica en Quimica Analitica que se caracteriza por un fundamento simple,
un manejo sencillo y una gran capacidad para lograr resultados que son

sorprendentes dadas sus caracteristicas: rapidez, exactitud y precision.

La denominacion de esta modalidad de métodos de analisis continuo como
Analisis por Inyeccion en Flujo fue propuesta en 1975 por Ruzicka y Hansen;
por lo que puede afirmarse que esta ya definitivamente aceptada por la comunidad

cientifica.

La inclusion del término inyeccidn en el nombre de la técnica responde mas a
un aspecto historico que actual, ya que en los primeros sistemas de analisis en
flujo se usaba una jeringa hipodérmica para inyectar la muestra en el flujo de
reactivo. El uso de valvulas rotatorias, que se ha impuesto actualmente, hace que

se trate mas de una insercion que de una inyeccion propiamente dicha.

La abreviatura con que se designa esta técnica en espanol, FIA, corresponde a
las siglas de la version anglosajona (Flow Injection Analysis), no usandose las
que realmente le corresponderian en nuestro idioma, AlF.

Los rasgos esenciales del Analisis por Inyeccion en Flujo son los siguientes:

1. Elflujo no esta segmentado por burbujas de aire, o que constituye la diferencia

fundamental con los métodos clasicos de analisis en flujo continuo.
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2. La muestra liquida es inyectada o insertada directamente en el flujo en lugar de
ser aspirada en el mismo.

3. Se realiza un transporte del “trozo” inyectado a través del sistema. Puede
también tener lugar un proceso fisicoquimico (reaccion quimica, dialisis,
extraccion liquido-liquido, etc.) adicional al transporte.

4. La dispersion o dilucion parcial del analito en este transporte puede ser
perfectamente manipulada mediante un control de las caracteristicas
geométricas e hidrodinamicas del sistema.

5. Un sistema de deteccidon continua proporciona una sefal transitoria, que es
convenientemente registrada.

6. En el momento de la deteccién de la sefial no se ha alcanzado el equilibrio
fisico (que supondria la homogeneizacion de una porcién del flujo) ni el
equilibrio quimico (reaccién completa). Por ello las técnicas FIA pueden
considerarse dentro de los métodos cinéticos de analisis y en su modalidad de
medida a tiempo fijo.

7. El tiempo de operacién debe ser muy reproducible pues las medidas se
realizan en condiciones de no estabilidad y por tanto pequefas variaciones del

mismo pueden producir graves alteraciones de los resultados.

Ademas la metodologia FIA ocurre bajo cuatro aspectos clave: a) flujo no
segmentado, b) inyeccién directa, c) dispersion parcial controlada y d) tiempo de
operacion reproducible. En general, los elementos esenciales de un montaje,

consta de las siguientes partes:

a) Una unidad de propulsion, que establece un flujo de caudal lo mas constante
posible de una disolucion (o de varias) que lleva disuelto un reactivo o hace de
simple portador. Puede ser una bomba peristaltica, un sistema de presion
gaseosa, o bien la simple fuerza de la gravedad.

b) Un sistema de inyeccion, que permita insertar o introducir en el flujo un
volumen exactamente medido de la muestra con gran reproducibilidad de

operacion y sin interrumpir el mismo.
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¢) Una zona de tubo o reactor, donde tiene lugar el transporte con o sin proceso
adicional. Puede ser un tubo recto, en forma de serpentin, relleno o no de
bolitas inertes, o bien tener una camara de mezcla, un tubo relleno de material
inerte o activo quimicamente.

d) Una celda de flujo, incorporada a un instrumento de medida (colorimetro,
fotdmetro, fluorimetro, potencidémetro, etc.) que transduce la sefal continua a

un registrador y/o un microprocesador.

La respuesta de la unidad de deteccion de un sistema FIA es una sefal
transitoria, tipica de muchas técnicas analiticas. Estas sefales transitorias unicas
por sistema o muestra son el resultado de dos procesos consecutivos, uno de los

cuales esta afectado por el factor tiempo de manera significativa.

En la Figura 3 se muestra una representacion esquematica de los registros
obtenidos en FIA, denominados fiagramas. Se trata de una representacion de la
sefal analitica en funcion del tiempo. En el fiagrama las caracteristicas esenciales

son (Valcarcel y Luque de Castro, 1984):

a) La altura de pico, h, que se relaciona con la concentracion del componente de
la muestra inyectada que se determina.

b) El tiempo de residencia, T, que se define como el transcurrido desde la
inyeccion hasta que se alcanza la maxima sefial. No debe confundirse con el
tiempo de aparicion, t;, que coincide con el tiempo que pasa desde la inyeccidn
hasta que se inicia la <<salida>> de la linea de base de la sefial (aumento del
1-2%). La diferencia entre ambos es t’,

t=T-1t,

gue normalmente es muy pequefno, dadas las caracteristicas de las curvas FIA.

c) El tiempo de retorno, T, que es el tiempo comprendido entre el momento en
que se alcanza la maxima sefal y el instante en que la sefal vuelve a la linea

de base.
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d) El tiempo durante el cual aparece la sefal, At, que se define como el periodo
en el cual la senal sale y vuelve de nuevo a la linea de base, y que es una

manera de definir la dispersién o dilucién del analito.

De estas definiciones se deduce que se cumplen las siguientes expresiones:

T+T =ty + At
At=t+T

Para que un fiagrama quede definido, al menos de manera semicuantitativa, es
preciso conocer el tiempo de arranque, t,, las coordenadas del maximo de la curva
(T, h) y el tiempo en que pasa la muestra por el detector, At. De ellos se deduce

facilmente t'y T'.
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= }
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= h
<
) |
=
L)~ l
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Figura 3. Fiagrama: (A) Definicién de los pardmetros mas importantes,

(B) Registro ordinario de estandares de calibrado y muestra desconocida.

Se debe considerar que los diagramas no responden en absoluto a un modelo
gaussiano de curvas; y por lo tanto estos parametros no definen de manera
completa el trazado del mismo, en especial la segunda parte o “cola” que es
peculiar de estos registros y que los distingue de las sehales transitorias que se

originan en otras técnicas analiticas.
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A pesar de que en los primeros trabajos sobre el FIA se consideraba la
existencia de un flujo turbulento para explicar la ausencia de contaminacion mutua
de dos muestras sucesivamente insertadas en el flujo, se comprobd que el numero
de Reynolds, es casi siempre notablemente inferior a dos mil (Re << 2000), por lo
que se puede asegurar que existe un régimen laminar en el transporte de materia

de tubos.

La existencia de un régimen de flujo laminar proporciona importantes ventajas
al FIA, tales como: a) zona o “trozo” de muestra bien definido, b) pequefio
consumo de reactivo y c) caudales reducidos, lo que simplifica el montaje al no ser
necesaria una presion elevada ni burbujas separadoras de aire para evitar la

contaminacién mutua entre muestras sucesivamente inyectadas.

En la Figura 4 se representan los mecanismos que contribuyen a la dispersion

del “trozo” de muestra inyectado, en funcion a los términos:

a) Transporte por conveccion desarrollado en condiciones de flujo laminar.
Este origina un perfil parabdlico de velocidades: las moléculas en las paredes del
tubo tienen una velocidad lineal de cero, mientras que las moléculas que discurren
por el centro del tubo tienen una velocidad doble de la velocidad media.

b) Transporte por difusion debido a la existencia de gradientes de
concentracion en diferentes momentos del transporte anterior, que a su vez se

divide en dos posibilidades:

» Difusién axial debida a gradientes horizontales de concentracion tanto en la
“‘punta” del trozo de muestra inyectada, como en la “cola” del mismo; aunque su

contribucion a la dispersion global no es muy significativa.
= Difusién radial debido a las diferencias de concentracion entre dos puntos

situados perpendicularmente a la direccion del flujo. La contribucion de la difusion

radial es muy importante. Si se considera el flujo compuesto de gran numero de
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cilindros de fluido superpuestos que viajan a diferente velocidad por conveccion, la
difusion radial tiende a igualar las concentraciones entre ellos, para lo cual las
moléculas que estan en las paredes del tubo tienden a desplazarse hacia el centro
mientras que las del centro se desplazan en direccién contraria. Este mecanismo
es trascendental para explicar el mantenimiento de la identidad de cada muestra
inyectada, ya que mediante este movimiento se “retrasa” el transporte por
conveccion y por tanto la dilucion en el flujo del trozo, que seria cada vez mas
acusada.

TRANSPORTE CONVECCIONAL

FLUJO TURBULENTO FLUJO LAMINAR
2 %
r
—_—
TRANSPORTE DIFUSIONAL
AXIAL RADIAL

> »

Figura 4. Tipos generales de transporte en tubos cerrados.

La metodologia FIA tiene numerosas aplicaciones dedicadas a problemas de
contaminacién (Benson et al, 1990), analisis clinicos (Themelis et al, 2004),
farmacéuticos (Ruedas et al, 2004) y agricolas (van Staden y Tlowana, 2002);
ademas el numero de trabajos dedicados a determinaciones industriales (Forman
et al, 1991; Costin et al, 2003; Alves et al, 2006) y de alimentos (Ogbomo et al,
1991; Moreno e Yebra, 2002; Caballo-Lépez y Luque de Castro, 2003) ha

aumentado.

En la actualidad, la tendencia en la técnica de analisis por inyeccion en flujo
(FIA) se dirige hacia el acoplamiento del pre-tratamiento de la muestra, con el
objeto de incrementar la calidad de los resultados analiticos (Cafizares et al,
2001).
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Una modalidad muy util que resuelve este problema, esta dado por versiones
automaticas de dilucion en linea porque permite que una amplia variedad de

muestras liquidas sean directamente analizadas en sistemas de flujo continuo.

Solamente, un numero limitado de sistemas de dilucidon en linea han sido
reportados bajo la idea de crear un gradiente de concentracion en el sistema de
flujo. El desarrollo de una unidad de flujo para dilucion automatica de estandares o
muestras tiene como clave introducir un volumen adecuado de una solucién

estandar o muestra dentro de un volumen fijo de diluyente (Agudo et al, 1992).

En consecuencia, el uso de un sistema cerrado proporciona un volumen final
constante como medio de dilucion automatica; donde la dispersién de la muestra
insertada en el flujo en el momento de la deteccion, viene definida por la situacion

y forma de la banda del fiagrama (Cafiizares et al, 2001).

La aplicacion de adaptaciones de dilucion en linea resuelve el inconveniente de
comprometer la precisidon y exactitud en la medicion de concentraciones muy altas,
que requieren diluciones manuales como pre-tratamiento de la muestra, y al
mismo tiempo soluciona los estrechos rangos de calibracion lineal que muchos
métodos instrumentales en lote presentan en la determinaciéon de algun analito
(Themelis et al, 2004).
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E. Métodos de extraccion de vainilla

La extraccion de los analitos de interés a partir de una matriz sélida es uno de
los pasos analiticos mas criticos y los problemas aumentan de la posibilidad de
perdida o contaminacion durante la preparacién de la muestra, el largo tiempo
requerido, y el gran consumo de solventes (Luque-Garcia y Luque de Castro,
2004).

Los estudios reportados sobre determinacién de analitos de vainilla, también
dedican un espacio al estudio de la naturaleza de los solventes para verificar la
capacidad de extraccidon en un amplio rango de polaridades; de donde ha sido

posible elucidar la composicion quimica de las vainas.

Sin embargo, si el enfoque es el rendimiento de extraccion de vainillina y
debido a que posee propiedades volatiles, inestables e insolubles en agua (Rong
et al, 1998), se han reportado a los alcoholes como solventes de preferencia
(Tabla 3). En un intento de unificar criterios analiticos para el estudio de las vainas
de vainilla, se recomienda usar alcohol a 96° (Fayet et al, 1987) o alcohol anhidro

(Longares y Canizares, 2006).

Tabla 3. Porcentaje de vainillina y p-hidroxibenzaldehido de acuerdo a solvente de extraccion.

Solvente de extraccién Vainillina p-hidroxibenzaldehido

Hexano 1.91 0.128
Eter etilico 1.44 0.098
Benceno 1.34 0.092
Diclorometano 2.15 0.151
Eter / Pentano (7:3) 1.85 0.120
Propanol 2.62 0.179
Metanol 2.66 0.188
Etanol 70 2.44 0.167
Etanol 96 2.69 0.186
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Otros estudios muestran los efectos de mezclas de solventes sobre la
extraccidon de los compuestos principales de las vainas y establecen que el agua
favorece la extraccion de volatiles, siempre y cuando la cantidad de agua sea
controlada; ya que algunos compuestos tal como acidos y compuestos fendlicos,
son solubles en agua y permanecen en la fase acuosa, reduciendo su

concentracion en la fase organica (Pérez-Silva et al, 2006).

Existe también informacién para extraer vainillina a través de reacciones de
inclusion empleando B-ciclodextrina; ya que la cavidad hidrofébica del dimero (7.5
angstrom) actua selectivamente con el grupo aromatico benzaldehido. Pero como
los enlaces de hidrogeno entre el soluto y los grupos hidroxilo secundarios de la
ciclodextrina, interacciones de van der Waals y/o interacciones hidrofébicas son
importantes para la fuerza del enlace, la vainillina es incluida con dificultad y por lo

tanto su complejo es inestable (Rong et al, 1998).

En cuanto a sistemas en flujo, se ha planteado la extraccion de vainillina
proveniente de muestras alimenticias (azucar avainillada, chocolate vainillinado y
galletas cubiertas de chocolate vainillinado) empleando la técnica de membranas
de PTFE con soporte liquido de di-n-hexil éter. Esta membrana porosa se
sumerge por 15 minutos en el soporte liquido y entonces es colocada entre los
bloques de la camara de separacion. El montaje de la seccion superior de la
camara tiene un orificio para colocar una jeringa que contiene la muestra (1.0 g en
1 mL de 0.2 M de H,;SO,) y después de un periodo de 5 min de contacto, la
vainillina es extraida por la membrana; entonces, una bomba peristaltica se pone
en marcha a un flujo de 1.1 mL/min empleando NaOH-KCI a pH 13 como
disolucién receptora del analito, y en ultimo lugar se lleva a cabo la medicion

amperométrica por deteccion de la senal a 850 mV (Luque et al, 2000).

A pesar de las alternativas expuestas, se debe considerar que la denominacién
de extracto natural de vainilla corresponde a una disolucién en etanol acuosa de

los principales compuestos extractables de las vainas (Pyell et al, 2002). La
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vainillina natural es uno de los compuestos mas comunes que se encuentra en las
vainas de vainilla (en peso seco) a un nivel de 20 g/Kg y esta asociado con
muchos otros compuestos. Los auténticos extractos de vainilla provienen de un
minimo de aproximadamente 13.35 oz (378.5 g) de vainas por galén (3.8 L), con
ningun otro ingrediente a excepcion de un contenido de etanol no menor a 350 mL

por litro y/o glicerol, azucar y agua (Ramachandra y Ravishankar, 2000).

Los métodos clasicos de analisis para propésitos de control de calidad de los
extractos de vainilla incluyen la determinacion de cantidad de vainillina presente, el
numero de plomo y la cantidad de cenizas, entre otros parametros (AOAC, 1990).
En la Tabla 4, se muestran los valores analiticos de Winton, frecuentemente
usados como estandar para detectar adulteracion de extractos comerciales

(Ramachandra y Ravishankar, 2000).

Tabla 4. Composicion de extractos naturales de vainilla.

Parametro (g/L de extracto) Minimo Maximo Promedio
Vainillina 1.10 3.50 1.90
Cenizas 2.20 4.32 3.19
Cenizas solubles 1.79 3.57 2.65
Numero de plomo * 4.00 7.40 5.40

Alcalinidad de cenizas totales

(0.1 M acido mL/L de extracto)
Alcalinidad de cenizas solubles
(0.1 M acido mL/L de extracto)

Acidez total

300.00 540.00 -

220.00 400.00 300.00

300.00 520 420.00
(0.1 M alcalino mL/L de extracto)

Acidez diferente a vainillina
140.00 420.00 300.00
(0.1 M alcalino mL/L de extracto)

* Esta es una medida del contenido de &cidos orgénicos en el extracto,
determinado por precipitacion con acetato de plomo, donde las sales de plomo
insolubles son removidas y el exceso de plomo es determinado por titulacion con
Na,EDTA. A partir de esta titulacion quelométrica y titulacion de un blanco se

calcula el numero de plomo de Wichmann (AOAC 1990).
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Esta claro que la madurez en la cosecha de las vainas de vainilla y la manera
en que son curadas o beneficiadas, tienen efectos considerables sobre el
contenido de vainillina. Al respecto, una publicacion establece la preparacion en
laboratorio de extractos de vainilla de varios origenes con el objeto de obtener
informacion generada en condiciones iguales de tratamiento. Esta investigaciéon
emplea el método UV para emitir los siguientes resultados del contenido de
vainillina en muestras de: Indonesia, 1.31 g/L; Madagascar, 1.84 g/L; Tonga, 3.20
g/L; Tahiti, 1.20 g/L; México, 1.00 g/L; Costa Rica, 1.61 g/L y Jamaica, 2.65 g/L
(Ranadive, 1992).

Otra informacion relacionada a la vainillina naturalmente encontrada en vainilla,
puede visualizarse a través del estudio sobre la determinacion de los
componentes saborizantes en extractos comerciales de vainilla mediante
electroforesis capilar que muestra las siguientes concentraciones de vainillina para
muestras de: Indonesia A, 2.04 g/L; Indonesia B, 2.62 g/L; Madagascar, 3.62 g/L;
Tonga, 1.76 g/L; Tahiti, 1.16 g/L y México, 1.23 g/L (Boyce et al, 2003).

Tales valores indican que en el mercado internacional se pueden adquirir

extractos de vanilla cuyo contenido depende del método usado para su obtencion.

a. Método Oficial Mexicano

La Secretaria de Comercio y Fomento Industrial cuenta con la norma NMX-FF-
074-1996-SCFIl: PRODUCTOS ALIMENTICIOS NO INDUSTRIALIZADOS PARA
CONSUMO HUMANO - ESPECIAS Y CONDIMENTOS - ENTERA Y EN ESTADO
SECO - VAINILLA (Vanilla fragans Salisbury Ames o Vanilla planifolia Andrews) —
ESPECIFICACIONES; cuyo objetivo es establecer las especificaciones minimas
de calidad que debe cumplir la vainilla, para ser comercializada y consumida en el
territorio nacional, después de su beneficiado (deshidratacion, sudado y secado) y
envasado; pero cuyo campo de aplicacion la excluye para procesamiento

industrial.
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Conforme a la seccion 7.3.3.1.2.1 referente a la preparacién del extracto de

vainilla, plantea a la letra el procedimiento siguiente:

» Determinar la masa (peso) de 100 g de vainas de vainilla, colocar la muestra
dentro de un matraz Erlenmeyer, adicionar 200 mL de alcohol etilico absoluto y
diluir con 100 mL de agua, tapar el matraz y macerar dejando reposar a
temperatura ambiente durante 12 h.

» Posteriormente adicionar 200 mL de alcohol etilico absoluto, mezclar
perfectamente y continuar el proceso de maceracién durante tres dias.

= Filtrar la solucion obtenida con papel filtro de poro fino obteniendo el filtrado en
un matraz de 250 mL, compactar firmemente los sélidos y lavar lentamente con
alcohol (1+1) hasta obtener un volumen total de un litro (solucion original
diluida).

b. Extraccion Convencional Soxhlet

La extraccion convencional Soxhlet permanece como una de las técnicas de
extraccidn mas relevantes para remover especies quimicas de muestras sélidas.
Ademas, debido a que es un modelo bien establecido se considera una referencia
de comparacion para nuevas alternativas de extraccion (Garcia-Ayuso y Luque de
Castro, 1999).

En el montaje Soxhlet, la muestra es colocada en un cartucho de celulosa y
durante la operacion gradualmente se llena con solvente fresco y condensado
desde un matraz de destilacion. Cuando el liquido alcanza un nivel determinado,
un sifén aspira el contenido del cartucho de celulosa y regresa el solvente hacia el
matraz de destilacion, arrastrando los analitos extraidos en el liquido. Esta
operacion es repetida hasta que la extraccion es conseguida. Por lo tanto, es una
técnica continua — discontinua porque auque el solvente esta recirculando a través
de la muestra, el ensamble puede considerarse como un sistema en lote (Luque-

Garcia y Luque de Castro, 2004).
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Las ventajas mas sobresalientes del sistema Soxhlet son las siguientes:

» La muestra es repetidamente puesta en contacto con porciones frescas de
solvente, y por tal razon se logra el desplazamiento del analito de interés.

» La temperatura del sistema es mas alta que la ambiental ya que el calor
aplicado al matraz de destilacion alcanza la cavidad hasta cierto punto.

= Se obtiene un extracto que no requiere filtracion.

Aunque la extraccién convencional Soxhlet es confiable y barata, también tiene
inconvenientes significativos como: el uso de volumenes considerables de
solventes organicos y el largo tiempo requerido para asegurar extracciones

completas, en consecuencia se convierte en un proceso tedioso.

c. Extraccion Asistida con Microondas

En la ultima década, ha crecido la demanda de nuevas técnicas de extraccion
capaces de ser automatizadas, efectuadas en cortos periodos de tiempo y con la
particularidad de reducir el consumo de solventes organicos (Sterbova et al, 2004).
Los avances en la preparacion de muestras solidas han tenido como resultado la
implementacion de numerosas técnicas, tal como la extraccion asistida con
microondas focalizadas (Garcia-Ayuso y Luque de Castro, 1999; Luque-Garcia et
al, 2002; Stashenko et al, 2004; Luque-Garcia y Luque de Castro, 2003) que
aceleran el proceso con respecto a los métodos de calentamiento clasicos por

conduccion, radiacion o conveccion (Burguera y Burguera, 1998).

La extraccién asistida con microondas es un proceso donde se emplea energia
microondas generada por un magnetrén, para separar los analitos de una muestra
matriz por contacto directo del calentamiento de solventes. Una de las principales
ventajas de usar este proceso es la reduccion del tiempo de extraccién. En el
calentamiento convencional un periodo finito de tiempo es necesario para calentar

los contendores antes de que el calor sea transferido a la solucién, mientras que
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usando microondas la solucién es directamente calentada. Esto mantiene el
gradiente de temperatura a un minimo y acelera la velocidad de calentamiento
(Sparr y Bjorklund, 2000).

Los principales parametros en la operaciéon son: potencia del magnetron,
eleccion del solvente, volumen de solvente, temperatura, tiempo y caracteristicas
de la matriz, incluyendo el contenido de agua (Paré y Bélanger, 1994; Luque-

Garcia y Luque de Castro, 2003).

El principio de calentamiento usando energia microondas esta basado en el
efecto directo de las microondas sobre las moléculas por conduccién idnica y
rotacion bipolar. En muchas aplicaciones estos dos mecanismos toman lugar
simultaneamente: (a) la conduccién idnica es la migracion electroforética de los
iones cuando un campo electromagnético es aplicado, por lo que la resistencia de
la solucién a este flujo de iones produce friccion y asi el calentamiento de la
solucion; (b) la rotacion bipolar sucede por el alineamiento de los dipolos con la
aplicacién del campo, de donde la frecuencia de 2450 MHz usada en los sistemas
comerciales induce al alineamiento de dipolos y movimientos al azar de 4.9 x 10°
veces por segundo que ocasionan desplazamientos moleculares y en

consecuencia un calentamiento muy rapido (Sparr y Bjorklund, 2000).

De este modo, la habilidad de un solvente para absorber energia microondas y
transferirla en forma de calor a otras moléculas parcialmente dependera del factor

de disipacion (tan ), dado por la siguiente ecuacion:

tand = ‘9—

&
donde ¢” es la pérdida dieléctrica (una medida de la eficiencia de conversion de
energia microondas en calor) y ¢ es la constante dieléctrica (una medida de la
polarizabilidad de una molécula en un campo eléctrico). Las moléculas polares y
soluciones iénicas absorben energia microondas fuertemente porque tienen un

momento bipolar permanente que es afectado por las microondas. Sin embargo
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los solventes no polares no son calentados cuando se exponen a las microondas
(Sparr y Bjorklund, 2000).

Un estimado de la habilidad de las microondas a polarizar cualquier molécula
puede ser considerando los valores de la constante dieléctrica, ¢’ (Tabla 5). Por lo
tanto, no es sorprendente encontrar que los solventes polares, tales como: agua,
acetona y metanol, facilmente absorben la energia microondas y por eso son
calentados cuando son sometidos a esta irradiacion; mientras que los solventes no
polares, tal como: hexano y tolueno, no son calentados. Ademas, ya que el
proceso de extraccion toma lugar en recipientes cerrados, el solvente elegido
puede ser calentado por arriba de su punto de ebullicion normal; lo cual reduce el

tiempo requerido para el proceso de extraccion (Jassie et al, 1997).

Tabla 5. Propiedades de los solventes para extraccion asistida con microondas.

Temperatura °C
, Momento tand p.eb.
Solvente € dipol 4 oc a 1207 kPa
ipolar 10
P (x ) (sistema cerrado)

Hexano 1.89 68.7 No calentado
Diclorometano 39.8 140
Acetona 20.70 56.2 164
Etanol 24.30 1.96 2500 78.0 164
Metanol 32.63 2.87 6400 64.7 151
2-Propanol 19.90 1.66 6700 82.0 145
Agua 78.30 2.30 1570 100

Acetonitrilo 37.50 81.6 194
Acetona:Hexano (1:1 v/v) 52.0 156

En el comercio se dispone de dos tipos de sistemas de calentamiento por

microondas, distinguidos por las siguientes caracteristicas:

= Sistema abierto: El calentamiento de esta modalidad ocurre a presion

atmosférica y la irradiacién de microondas es focalizada, posee solo un recipiente
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de extraccion de borosilicato o cuarzo con capacidad maxima de 10 g de muestra,
opera con incrementos de potencia de 0 a 100% por etapas o intervalos de tiempo
hasta un maximo de 300 W, pero requiere la adaptacion de un refrigerante para

evitar la perdida de disolvente y de analitos volatiles (Figura 5).

Contenedor conectado a un
condensador de reflujo de agua

Funda de proteccidn \\

Muestra + Solvente
Irradiacién microondas -1

Figura 5. Diagrama esquematico de un sistema de microondas abierto.

= Sistema cerrado: La operacion ocurre bajo condiciones presurizadas (200 psi
maximo); donde se monitorea tanto la irradiacion con opcion de programarse en
incrementos de 1% hasta 950 W para el 100% de energia microondas, como la
temperatura seleccionada desde 20 hasta 200 °C. Ademas 12 recipientes de
extraccién con capacidad de 100 mL pueden ser irradiados simultaneamente,
posicionados en un carrusel con giros de 180° Estos aparatos tienen
caracteristicas de seguridad para detectar fugas de solventes y evitar accidentes

(Figura 6).

Panel de control

°C I DD

Ooood

Tubo de venteo

]

Recipiente
contenedor ]

Figura 6. Diagrama esquematico de un sistema de microondas cerrado.
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Las modalidades de este método se han colocado como una alternativa
atractiva a las técnicas convencionales, ya que extiende su campo de aplicacion
sobre matrices de caracter clinico, alimenticio y ambiental (Luque de Castro y da
Silva, 1997); donde los analitos de interés principal son especies tanto organicas
(Luque de Castro et al, 1999; Ericsson y Colmsjo, 2000; Luque-Garcia et al, 2002;
Xuejun et al, 2002; Caballo-Lépez y Luque de Castro, 2003) como inorganicas

(Carbonell et al, 1990; Bryce et al, 1996; Burguera y Burguera, 1998).

d. Extraccion Asistida con Irradiacion Ultrasénica

Las ondas de sonido son vibraciones mecanicas en un solido, liquido o gas. El
espectro de vibraciones acusticas de un cuerpo elastico esta constituido por una
gama de frecuencias que delimitan el intervalo audible al género humano (20 kHZ

— 15 Hz), respecto al infrasonido, ultrasonido y microsonido (Figura 7).

Microsonidos
Ultrasonidos
Sonido Audible
—{ 15 HZz
Infrasonidos

—{ 500 MHz
— 20 KHz

— 1 THz

Figura 7. Espectro de vibraciones acusticas

La principal diferencia entre las ondas de sonido y las ondas electromagnéticas
(ondas de radio, infrarrojo, visible, luz ultravioleta, rayos X, rayos gama) es que
mientras las ultimas pueden pasar a través del vacio, las ondas de sonido pueden
viajar a través de la materia, provocando ciclos de expansion-compresion (Luque-

Garcia y Luque de Castro, 2003).

El ultrasonido se define como un tren de ondas mecanicas, generalmente
longitudinales, originadas por la vibracion de un cuerpo elastico y la propagacion

por un medio material; cuya frecuencia supera la del sonido audible por el género
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humano: 20.000 ciclos/s (20 kHz). Estas ondas sonoras corresponden
basicamente a rarefaccion y compresion periédica del medio en el que se
desplazan (Kharisov y Ortiz, 1999).

La cavitacion acustica es la principal responsable del suceso sonoquimico,
provocado por la creacién, expansion y destruccion de burbujas pequefas
generadas por una onda sonora en un liquido que comprime y descomprime
continuamente. Los resultados son temperatura y presiones extremas generadas
en el liquido a un micronivel, asi como termdlisis, formacion de radicales hidroxilo

y peréxido de hidrogeno (Sanz et al, 2005).

El liquido circundante enfria rapidamente el medio, de forma que una “gruta”
del tamafio de unas micras desaparece en menos de 10° s; por lo que la
temperatura de cavitacion varia desde 1000 hasta 10000 °K, aunque es mas
frecuente el rango de 4500 a 5500 °K. La radiacion acustica es la energia

mecanica que se transforma en energia térmica (Kharisov y Ortiz, 1999).

Como consecuencia, cuando un solido esta presente en un medio acuoso, el
analito presente en el sélido debe ser parcialmente o totalmente extraido en el

medio liquido mas rapido que otros métodos clasicos (Sanz et al, 2005).

A nivel de laboratorio existen dos tipos de equipos (Sandoval-Salas, 2005):

a) Las sondas de ultrasonido son poco voluminosas y emiten una energia muy
concentrada dentro de una superficie del orden de un centimetro cuadrado
alrededor del sitio de la emisidon que puede deteriorar ciertas moléculas a extraer.
Como opciones para facilitar las operaciones de extraccion se ha propuesto el uso
de amplificadores y celdas de circulacion.

b) Los recipientes equipados de un fransductor ultrasénico incluyen las tinas de
limpieza utilizadas como sistemas de extraccion y las tinas equipadas, disefiadas y

dimensionadas con el unico de fin de utilizarse para la extraccion.
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En este contexto, la sonoquimica ha emergido como una potente herramienta
para acelerar varios pasos en procedimientos analiticos, como el pre-tratamiento
de muestras, debido a que facilita y acelera las operaciones de extraccion de
compuestos organicos e inorganicos de matrices vegetales o alimenticias (Lazaro
et al, 1991; Moreno e Yebra, 2002; Luque-Garcia y Luque de Castro, 2003;
Romdhane y Gourdon, 2002; Ruiz-Jiménez et al, 2003; Sanz et al, 2005).

Esta tecnologia también ha sido util para algunos procesos de emulsificacion y
desactivacion de enzimas (Chemat et al, 2004), extraccion de compuestos con
actividad biologica (Vinatoru et al, 1997; Vinatoru, 2001; Valachovic et al, 2001;
Hromadkova y Ebringerova, 2003; Zuo et al, 2004) o triglicéridos de semillas
oleaginosas (Luque-Garcia y Luque de Castro, 2004). Asi como para acelerar el
proceso de oxidacion de aceite de oliva virgen (Canizares et al, 2004) o para
extraer los compuestos aromaticos en vino blanco (Herranz-Vila et al, 1999) y

brandies anejos (Caldeira et al, 2004).

El aspecto mas importante para la aplicacion de irradiacién ultrasénica es
establecer valores adecuados a los parametros de extraccion; los cuales estan
relacionados con las propiedades (ruptura celular y efectos de capilaridad) del

material estudiado (Toma et al, 2001).

En conclusion, el uso del ultrasonido en el procesamiento de alimentos es una
alternativa potencial frente a los métodos convencionales, porque la transferencia
de este tipo de energia es inmediata, el tiempo total del proceso es reducido y el
consumo de energia es menor (Cafizares et al, 2004). Para mantener la eficiencia
de extraccion se debe evitar que haya pérdidas de la energia dentro del medio de
extraccidon o bien que la materia no obstaculice la extraccion, ya que puede

absorber la totalidad de la energia emitida (Sandoval-Salas, 2005).
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Il. DESARROLLO DEL TRABAJO

A. Equipos y aditamentos

Espectrofotometro UV — visible: Varian modelo Cary 3 (Sydney, Australia).

Celda de cuarzo: Hellman con volumen interno de 18 uL (California, USA).
Bomba peristaltica: Gilson Miniplus — 3 de 4 canales (Villiers-le Bel, Francia).
Valvulas de inyeccion: Rheodyne 5041 (Rohnert Park, USA).

Configuracion hidrodinamica: Tubos de PTFE con 1.5 mm de diametro interno.
Balanza Analitica: Explorer E12140 Ohaus con precision + 0.1mg (Suiza).
Parrilla de calentamiento: Thermolyne Cimarec 2 (lowa, USA).

Microondas Focalizado: Prolabo Microdigest 301 de 300 W (Francia).
Ultrasonido: Sonicador digital Branson 450 de 20 kHz y 400 W (Danbury, USA).

=  Punta cilindrica de aleacion de titanio con 13 mm de diametro externo.

B. Instrumental de laboratorio

Modulo de vidrio para Soxhlet.

Matraces volumétricos de 10, 25, 50, 100 y 1000 mL.

Pipetas volumétricas de 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 10 y 25 mL.

Vasos de precipitados de 25, 50, 100 y 500 mL

Botellas de vidrio color ambar con tapa de teflon de 10 a 500 mL.
Botella de plastico con tapa de teflon de 500 y 1000 mL.

Tubos interno y externo de borosilicato para microondas.
Refrigerante de vidrio.

Tuberia de hule latex.

C. Reactivos

Vainillina 99% de pureza (Sigma, México; Lote: 013K3682).
Hidroxido de sodio 100% pureza (J. T. Baker, México; Lote: 39798).

40



= Alcohol etilico absoluto anhidro (J. T. Baker, México; Lote: 9014-03).
» Verde de bromocresol (Técnica Quimica S. A., México; Lote: S/N).

= Borato de sodio decahidratado (J. T. Baker, México; Lote: E46729).
= Agua destilada.

D. Muestras de vainilla

Un total de 50 vainas beneficiadas de vainilla comercial (Vanilla fragans) con
15 cm de longitud y 1 cm de ancho de la regidon de Papantla, Veracruz, fueron
cortadas manualmente (< 3 mm) y una masa aproximada de 1.0 g se utilizé para
obtener los extractos de vainilla. Se eligié esta cantidad ya que es suficiente para
obtener una concentracién adecuada de vainillina para ser cuantificada con el

sistema de flujo propuesto.

E. Metodologia experimental

a. Disolucion de vainillina

Se pesd una masa aproximada de 0.5 g de vainillina (Sigma, México) en un
matraz volumétrico de 100 mL, se disolvid con 10 mL de etanol anhidro absoluto
(J. T. Baker, México) y después se llevo a aforo con agua destilada. La disolucion
madre se almacend a 4 °C y fue usada durante una semana para preparar las
disoluciones estandar a las concentraciones requeridas, tomando las alicuotas

adecuadas y aforando con agua destilada.

b. Disolucion de hidroxido de sodio

Se pesd una masa aproximada de 0.4 g de hidréxido de sodio (J. T. Baker,
México) en un matraz volumétrico de 1 L, ésta se disolvié y se afor6 con agua
destilada. La disolucién se almacend en un frasco de plastico a 4 °C, para su
posterior empleo en la configuraciéon FIA como disolucién acarreadora y medio de

hidroélisis.
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c. Disoluciéon de verde de bromocresol

Se pes6 una masa aproximada de 0.01 g de verde de bromocresol (Técnica
Quimica S. A., México) en matraz volumétrico de 1 L y se aforé con una disolucién
de bérax 0.01 M. Esta disolucion amortiguadora de bérax se preparo pesando una
masa aproximada de 3.8 g y disolviendo en 1 L de agua destilada. La disolucion
colorante de concentracion 10 mg/L se almacend a temperatura ambiente y se

utilizé en la determinacion del factor de dilucion — £y — del sistema propuesto.

d. Configuracién de analisis por inyeccién en flujo

La Figura 8 muestra la configuracién general del sistema de inyeccién en flujo
usado para la dilucién y deteccion de vainillina. El bucle de dilucion automatico es
la clave de esta configuracion, debido a que efectua un mezclado automatico, la
homogenizacion y la dilucién del estandar o extracto antes de la inyeccién en el
sistema FIA. El bucle de dilucién esta formado por un sistema abierto-cerrado
(Carizares et al, 2001) con las valvulas de inyeccion V1 y V,. De acuerdo a la
Figura 9A el diluyente (agua destilada) se aspira en el bucle de dilucién por medio
de la valvula V,. Cuando el bucle esta completamente lleno, la valvula V, se cierra
y la valvula V1 se cambia de posicion y entonces 117 uL de la disolucion estandar
o del extracto se introducen al bucle (Figura 9B). Después, la valvula Vi se
cambia de posicion y el sistema es cerrado para mezclar, homogenizar y diluir el
estandar o el extracto con el diluyente (Figura 9C). Después de un tiempo de
dilucién adecuado (4 min), la valvula V, se cambia de posicion (Figura 9D) y el
bucle de la valvula V3 se llena con estandar o extracto diluido. A continuacién, un
volumen de 100 uL de V3 se inyecta en un portador de NaOH 0.01 N, para llegar al
reactor donde la vainillina es hidrolizada. Finalmente, el producto de reaccion pasa
a través de la celda de flujo localizada en el espectrofotometro UV-visible, donde

el producto se mide a 347 nm.
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Figura 8. Configuracion general del sistema por inyeccion.

e
. 1) Sistema de dilucion :
| v. |
| Estandar |
I o extracto C’ B A I
1 gua 1
| U |
1 V2 |
| B |
| - 8 |
)
M 347 nm
—_—
NaOHO0.01N B Vs Reactor
DT
Desechos
2) Sistema de deteccion
B: Bomba peristaltica, V: Valvula de inyeccion, DT: Detector UV-visible
Figura 9. Diagrama esquematico del bucle de dilucién automatico.
(Ver texto para detalles)
Estandar Vi (A) .
Stirder v ®
= )
; €
Z — 3 Agua Agua
Desechos 2 & P
Desechos
B B
Desechos Desechos
(C) (D)
Estandar Vi Estandar Vi
o0 extracto 0 extracto

Agua

Desechos

(A) Introduccion del diluyente; (B) Aspiracion del estandar o extracto;

(C) Homogenizacién de estandar o extracto; (D) Inyeccién de la mezcla diluida.
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e. Obtencion de extractos naturales de vainilla

Se evaluaron cuatro procedimientos de extraccion sobre las vainas de vainilla:

(1) Método Oficial Mexicano (NMX): Este método se llevé a cabo de acuerdo
con la norma oficial mexicana (NMX-FF-074-1996-SCFIl). Las vainas de
vainilla fueron sumergidas en un contenedor de vidrio y se cubrieron con 2
mL de etanol y 1 mL de agua. Después de macerar por 12 h a temperatura
ambiente, se adiciond 2 mL de etanol y se mezcld bien todo el contenido
para continuar con la maceracion por 3 dias. La disolucion se filtrd y las
vainas se lavaron con etanol-agua (1:1 v/v) hasta obtener un volumen de 10

mL que finalmente se analiza.

(2) Extraccion Convencional Soxhlet (ECS): Las vainas de vainilla se colocaron
en un cartucho de papel filtro (10 x 10 cm). La vidrieria del Soxhlet se ajusto
a un matraz de destilacion conteniendo 100 mL de etanol y 2 6 3 piedras de
ebullicion. Después de 8 h de extraccion, se permiti6 que el extracto

alcanzara la temperatura ambiente para ser analizado.

(3) Extraccion Asistida con Microondas Focalizadas (EAMF): Este método se
llevé a cabo de acuerdo con lo reportado por Longares y Cafiizares (2006).
Las vainas de vainilla empacadas en un papel filtro (9 x 6 cm) se colocaron
dentro del tubo de ensayo sumergido en un bafo de agua. 50 mL de una
disolucion al 70% (v/v) etanol-agua fueron adicionados a la muestra. Un
refrigerante se adapto al tubo de ensayo para evitar la pérdida del extracto.
Veinte ciclos de 1 min de irradiacién microondas (150 W) con intervalos de
3 minutos de no irradiacidn entre cada ciclo se aplicaron a la muestra.
Después se dejo que el extracto alcanzara la temperatura ambiente para

ser analizado.
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(4) Extraccion Asistida con Ultrasonidos (EAUS): Las vainas de vainilla fueron
colocadas en un vaso de vidrio cubriéndolas con 50 mL de etanol. La punta
del sonicador fue situada dentro del vaso a 25 mm de la superficie del
solvente y a 15 mm del fondo para permitir una interaccion directa con la
muestra. Se aplicaron a la muestra cuarenta ciclos de 59.9 s de irradiacion
ultrasénica (200 W) con intervalos de 59.9 s de no irradiacion entre cada
ciclo. El extracto obtenido fue turbio por lo que requiri6 un periodo de
estabilizaciéon para obtener una disolucion ambar translucida para ser

analizada.

45



ll. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Determinacion del espectro de absorcidon de vainillina

El espectro experimental de absorcion UV-visible de la vainillina que se
muestra en la Figura 10 se obtuvo mediante el barrido desde 250 hasta 500 nm,
utilizando disoluciones estandar de vainillina hidrolizada (AOAC, 1990) y sin

hidrolizar a una concentracion de 10 mg/L.

ABS
3.0000

2.0000 347 nm

1.0000 277 nm

0.0000 : , : : |
250.00 350.00 450.00 nm

Figura 10. Espectro de absorcion de vainillina hidrolizada (347 nm) y no hidrolizada (277 nm).

La razén para estas variaciones de absorcion envuelve los grupos hidroxilo en
la estructura molecular del analito; pues la sefal de vainillina empieza a
incrementar con el aumento de pH. Cuando el pH es mayor a 6, la vainillina
alcanza un pico maximo situado a 347 nm y existe como sal de fenilo, porque el
OH es desprotonado; mientras que en el rango de pH 2 a 6, el OH es protonado

dando origen a la forma neutra de la molécula (Yongnian et al, 2005).

El mecanismo de reaccidén que presenta la vainillina es el siguiente:
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En resumen, este comportamiento se debe a que la molécula de interés
presenta una estructura quinoide mas estable en medio alcalino que en medio

neutro, debido a que la resonancia electrénica es mayor (Zepeda, 1980).

A esta longitud de onda el p-hidroxibenzaldehido se considera interferencia
positiva, ya que su espectro tiene un maximo de absorcion a 329 nm; aunque
ambos analitos son medidos la contribucién de éste es minima y también esta
incluido en el procedimiento de la AOAC (1990) y SECOFI (1996) para la
determinacién de vainillina. Esta interferencia ha sido efectivamente eliminada

aplicando el método de derivatizacién reportado por Longares (2006).
B. Optimizacién de la configuracién de analisis por inyeccién en flujo

Para la optimizacion de los parametros del sistema de flujo, en la

determinacién de vainillina, el estudio se realizé en dos partes:
a. Sistema de deteccion

La configuracion inicial consistié del sistema de deteccion de la figura 8 y a
partir de ésta se estudiaron las variables hidrodinamicas y quimicas en los
intervalos presentados en la Tabla 7 para la optimizacion de la medicion de
vainillina. Los valores 6ptimos de flujo continuo, se seleccionaron considerando

que la mejor senal en FIA debe ser un pico de altura maxima y trazo fino.
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Tabla 7. Optimizacién de las variables para el sistema de flujo continuo.

Variable

Intervalo estudiado Valor 6ptimo

Caudal (mL/min)

Volumen de inyeccion (uL)
Longitud del reactor (cm)
Concentracion de NaOH (N)

0.5-2.0 1.0
50 — 200 100
100 — 200 100
0.01-0.5 0.01

En la Figura 11 se muestra el fiagrama para el intervalo lineal de 1 a 30 mg/L

de vainillina que se consiguid bajo los parametros 6ptimos sefalados. De los datos
se obtuvo la ecuacién: A = (0.05881 + 0.00322) ¢ — (0.01612 + 0.03997), donde A

corresponde a la absorbancia medida y ¢ a la concentracion de vainillina; con el

coeficiente de correlacion de 0.99870, limite de deteccidn de 1.71 mg/L y limite de

cuantificacion de 5.69 mg/L.

El criterio sobre limite de deteccidn en la curva de calibraciéon se refiere a la

concentracion de analito que proporciona la sefial del blanco, mas tres veces la

desviacion estandar del blanco; en cambio las mediciones por encima de la sefal

del blanco mas diez veces la desviacion estandar del blanco para tener una

confiabilidad mayor al 95% corresponde al limite de cuantificacion, como ésta

especificado por el procedimiento matematico de Miller y Miller (1993).

ABS
2.0000 - %0 malt
1.0000 10 mgiL

8 mglL
6 mgiL
_ 4 mgiL 5 i ’
1 mgiL 2 mgll ;g &J f‘ !
0.0000 1~ A A J\ jL_)h\. L;\_ﬂ j\J u ; ‘\\__. \k‘__J \—
| I I | 1
0.000 20.000 40.000

Figura 11. Fiagrama de estandares de vainillina obtenido con la configuracion simple.
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Sin embargo, considerando que los extractos naturales de vainilla tienen
concentraciones de vainillina hasta de 3000 mg/L (Ramachandra y Ravishankar,
2000; Boyce et al, 2003) esta situacion representd una restriccion. En el
procedimiento AOAC (1990), la medicidén de vainillina exige una dilucién de la
muestra analizada (estandar o extracto) de aproximadamente 100 veces e incluso
otras publicaciones especifican diluciones a un volumen apropiado antes de la
determinacién por el método analitico reportado (Thompson y Hoffmann, 1988;
Pyell et al, 2002).

Ante tal experiencia, esta investigacion propone incorporar el sistema de
dilucién en linea a la deteccion por FIA (Figura 9), con el objetivo de eliminar el
tratamiento externo y asi cuantificar la vainillina proveniente de extractos de

vainilla.

b. Sistema de dilucion

Con el propésito de asegurar la precision de los resultados del acoplamiento de
dilucién automatica se realizé la optimizacion de los parametros: bucle de dilucion
(volumen y caudal), tiempo de aspiracion de la muestra (estandar o extracto),
tiempo de dilucion y factor de dilucion — f4 —.

= Bucle de dilucién y Tiempo de aspiraciéon de la muestra

En la configuracion hidrodinamica se evaluaron diferentes volumenes del bucle
de dilucion con el propdsito de obtener la mejor dilucion a un caudal 6ptimo de 1
mL/min. La eleccién de este caudal se debe a que caudales mas altos provocan
burbujas en el bucle de dilucion, puesto que las muestras a analizar se encuentran
en disolucién alcohdlica; mientras que caudales mas bajos alcanzan la

homogenizacion en tiempos mas largos.
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Experimentalmente, el volumen de la muestra tiene una relacion directa con el
tiempo de aspiracion; de manera que se estudioé un intervalo de 60 a 600 pL (3 a
36 s de aspiracion) de acuerdo con las concentraciones de vainillina en muestras

reales.

En estas condiciones, los valores optimos fueron: 7 s de tiempo de aspiracion
(117 uL) y 1.2 mL de bucle de dilucion. La aspiracién de volumenes mas pequeios
proporciono diluciones muy altas y volumenes de aspiracion mayores aportaban

diluciones muy bajas con sefiales fuera del intervalo lineal para ambos casos.

= Tiempo de diluciéon

Para determinar el tiempo de homogenizacion de la muestra, se aspiraron 117
uL de una disolucién de vainillina estandar en el bucle de dilucién y a diferentes
tiempos la muestra se dirigid hacia la tercera valvula donde 100 uL se inyectaron
en el modulo de reaccion. El tiempo minimo requerido para la homogenizacion
total fue de 4.0 minutos a una velocidad de flujo de 1 mL/min; debido a que la

medicion de la absorbancia fue constante a partir de este periodo.

= Factor de dilucién — fq —

Una vez seleccionados los valores optimos de estos parametros, se calculd el
factor de dilucion — f3 — usando una disolucién de verde de bromocresol que opera
como estandar o extracto y disolucién de bérax como diluyente y portador. En este
caso se considerd la relacion entre el valor de absorbancia (0.5942, n = 4) de la
disolucion de verde de bromocresol sin pasar por el bucle de dilucion (Figura 12),
pero inyectado en el médulo de reaccion (sistema de deteccién), y el valor de la
absorbancia (0.0075, n = 4) obtenido después de pasar por el sistema de dilucion

(Figura 13), fijando una longitud de onda de 616 nm para realizar la medicion.
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Al respecto se puede concluir que el célculo del £y igual a 79 describe el grado
de dilucion como el proceso fisico de la muestra antes y después de que haya
tenido lugar el transporte en el sistema FIA. Por lo tanto, la cuantificacion directa
de vainillina empleando la configuracidén propuesta permite una apropiada dilucion

del “trozo” de muestra insertado.

ABS
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Figura 12. Sefiales de verde de bromocresol inyectado sin pasar por el bucle de dilucion.
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Figura 13. Senales de verde de bromocresol inyectado en la configuracién de dilucion en linea.
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C. Elaboracion de la curva de calibracion de vainillina

A partir de una disolucion madre de vainillina cuya concentracion aproximada
fue de 5000 mg/L, se prepararon disoluciones estandar y se inyectaron en el
sistema de flujo continuo en series de cuatro, para llevar a cabo la dilucion
automatica y la medicion del analito a 347 nm. En la Figura 14 se presenta la
construccion de la curva de calibracion para el intervalo lineal de 200 a 2000 mg/L

de vainillina describiendo un coeficiente de regresién de 0.9995 y la ecuacion:
A =(0.00108 £ 0.000038) ¢ + (0.1072 + 0.04695)

donde A corresponde a la absorbancia medida y ¢ a la concentracion de vainillina.

En este contexto se obtuvo un limite de deteccién de 66.5 mg/L y un limite de
cuantificacion de 221.5 mg/L; a través del calculo matematico sefialado en la
pagina 49 (Miller y Miller, 1993).

2.50 ~
2.00 -
1.50 ~

1.00 ~

Absorbancia

0.50 +------- o

0-00 T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

Vainillina (mg/L)

Figura 14. Curva de calibracion de vainillina obtenida con el sistema de diluciéon/deteccion FIA.
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Figura 15. Fiagramas de vainillina obtenidos con la configuracién de dilucion y deteccién en linea.
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Los fiagramas de la Figura 15 obtenidos con el médulo de dilucién y deteccion
en linea, logré incrementar el intervalo lineal cubriendo la concentracion de
vainillina de extractos naturales de vainilla y a través de la medicion directa elimina
el tratamiento externo de las disoluciones de alta concentracion; en contraste a la

configuracion sencilla (Figura 11).

D. Evaluacién de la configuraciéon de analisis por inyeccion en flujo

Para evaluar la precision del método propuesto, se llevd a cabo un estudio
interno de laboratorio (Massart et al, 1997) sobre repetibilidad (s;) vy
reproducibilidad (swr) a dos concentraciones de vainillina estandar durante 7 dias,
por triplicado; debido a que no se cuenta con un estandar certificado para efectuar
esta prueba. En la Tabla 8 se muestran los datos que se obtuvieron de cada

réplica por estandar de vainillina.

Tabla 8. Resultados experimentales para la evaluacién de la precisién del método FIA propuesto.

Medicion de vainillina (300 mg/L) Medicion de vainillina (1200 mg/L)

Dia Réplica 1 Réplica 2 Réplica 1 Réplica 2
n=3 n=3 n=3 n=3
1 300.86 286.31 1211.66 1211.85
2 360.43 359.63 1154.73 1227.71
3 329.79 329.79 1123.76 1131.54
4 364.95 323.88 1241.21 1241.21
5 351.00 352.39 1225.42 1112.02
6 326.28 333.15 1194.99 1202.45
7 324.91 326.74 1223.76 1220.16

Considerando los valores del ensayo dentro del laboratorio, se efectud el
calculo estadistico de analisis de varianza (ANOVA); cuyos resultados
presentados en la Tabla 9 proporcionaron en términos de desviacion estandar
relativa (DER): s, = 9.06 y syr = 9.14%, para un estandar de vainillina a 300 mg/L

y de s, = 3.03 y swr = 3.79%, cuando el estandar de vainillina fue de 1200 mg/L.
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Tabla 9. Resultados de ANOVA para obtener repetibilidad y reproducibilidad.

Concentracién Fuente de variacién sc? GL® CM°
Entre dias 5668.30 6 944.72
300 mg/L Dentro de dias 6399.43 7 914.20
Total 12067.73 13 -
Entre dias 16790.11 6 2798.35
1200 mg/L Dentro de dias 9158.33 7 1308.33
Total 25948.44 13 -

 Suma de cuadrados, e Grados de libertad, ¢ Cuadrados medios

Estos resultados indicaron que la configuracion de FIA es adecuada para
determinar vainillina con excelente precision cuando las muestras contienen
concentraciones cercanas a los valores centrales de la curva de calibracion. La
afirmacion anterior proviene del hecho de que a valores bajos de concentracion los
limites de confianza son mayores, mientras que a concentraciones cercanas al
centro de gravedad de la recta de regresién la precision es mejor ya que los
limites de confianza son bastante mas pequenos. Por otro lado, el error en los
valores cercanos al primer punto de la curva (200 mg/L) es menor al 10%, por lo

que se considerd adecuado para este estudio.
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E. Control de datos analiticos de vainillina

Durante todo el estudio se monitoreo por dia de analisis, disoluciones estandar
de 300 mg/L y 1200 mg/L para asegurar el control de calidad de la cuantificacion

de vainillina en las extracciones por los diferentes procedimientos.

En la Figura 16 se presentan las mediciones de vainillina obtenidas usando el
sistema FIA de dilucion y deteccion en linea. Cada punto representa la
concentracion promedio de tres réplicas por dia de analisis, considerando una
disolucién de referencia aproximada de 300 mg/L. En este caso se presentd una

tendencia sobre el valor promedio, que no excede a + 30.
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Figura 16. Grafico de concentracion de vainillina estandar a 300 mg/L para el control de calidad.

Asi mismo para una disolucidén de referencia aproximada de 1200 mg/L, la
Figura 17 presenta las mediciones de vainillina obtenidas para la concentracion
promedio de tres réplicas por dia de analisis. Los datos obtenidos también son
cercanos a la concentracion promedio del estandar analizado con una variacion

menor a + 30, ademas de una dispersion marcadamente aleatoria.

56



1280

1260 - 35

-

5 1240 - 20

E

§ 1220 - ‘_’

§ X

£ 1200 -

[F -0

e

6 1180 -

(&) -20
1160 - 30
1 140 T T T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

# Analisis
Figura 17. Grafico de concentracién de vainillina estandar a 1200 mg/L para el control de calidad.

Por lo tanto, los resultados anteriores demuestran la confiabilidad del analisis
cuantitativo de vainillina bajo las condiciones establecidas en la configuracién de
dilucion y deteccion en linea.
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F. Optimizacion de los procesos de extracciéon

Los extractos de vainilla se obtuvieron usando diferentes métodos de
extraccion y los resultados fueron comparados entre ellos. La EAMF se llevo a
cabo de acuerdo a lo reportado por Longares (2006) en estudios previamente
establecidos y el NMX reportado por la Secretaria de Comercio y Fomento
Industrial (1996).

La ECS y la EAUS fueron estudiadas y optimizadas con el objeto de extraer la
maxima cantidad de vainillina. Una vez establecidas los parametros 6ptimos de
extraccién, de forma adicional se planteé usar dos disoluciones de etanol a

diferente concentracién como extractantes cuando se utiliz6 EAMFy EAUS.

a. Extraccion Convencional Soxhlet (ECS)

Este método se utilizé porque representa la referencia para llevar a cabo
extracciones de muestras sélidas. El parametro variable en el estudio fue el tiempo
de extraccion: 2, 4, 6 y 8 horas, cada uno medido por triplicado. En la Tabla 10 se

muestran los resultados obtenidos empleando la configuracion propuesta.

Tabla 10. Concentracion de vainillina obtenida a diferentes tiempos por ECS.

Tiempo de extraccion (h) Vainillina (mg/g)*

2 10.82 £ 0.12
4 14.01£ 0.13
6 18.51 +0.15
8 22.41 £ 0.21

* Tres mediciones FIA

En la literatura se describe que la vainillina es sujeta a extraccién Soxhlet con
etanol desde 2 h (Carnero et al, 1990), 6 h (Fayet et al, 1987) y hasta 16 h (Pérez-

Silva et al, 2006), para verificar la capacidad de otras técnicas o mezclas de
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solventes. Herrman y Stockli (1982) encontraron un contenido de vainillina de 14.5
a 19.2 mg/g de vainilla beneficiada, mientras Ramachandra y Ravishankar (2000)
reportan un nivel de 20 g/Kg como el contenido de vainillina en vainilla
beneficiada. En este estudio la eficiencia de extraccién aumenta en funcién al
tiempo; por lo que se considerd6 que tiempos mayores a 8 horas representan
periodos muy largos y como la concentracion de vainillina por gramo de vainilla
corresponde al contenido que se podria esperar de la extraccion de las vainas,

entonces este tiempo fue suficiente.

b. Extraccion Asistida con Ultrasonido (EAUS)

La altura de la punta de la sonda de ultrasonido se fijo a 15 mm del fondo del
vaso de extraccion debido a que de esta forma la irradiacién fue directa y se
evitaron tanto burbujas como turbulencia. Un volumen de 50 mL de etanol se
selecciond para obtener extractos en el intervalo de cuantificacion de vainillina

cuando se utiliza 1.0 g de vainas de vainilla.

Para optimizar el proceso de extraccion por irradiacion de ultrasonido, se
realizé un estudio factorial sobre el comportamiento de las principales variables
que afectan la extraccion por medio de la metodologia de disefio experimental,
utilizando el programa estadistico Statgraphics Plus para Windows version 2.1,
Rockville, MD, 1992.

Se selecciond un disefio de dos niveles y un punto central, para estudiar la
extraccion con un minimo de experimentos. En la Tabla 11 se establecen los
valores minimo y maximo de cada variable del disefo factorial en estudio: potencia
(80 y 200 W), tiempo de irradiacion (10 y 59.9 s), tiempo de no irradiacion (0.1 y

59.9 s) y numero de ciclos de irradiacion — no irradiacion (5 y 20).

El monitoreo de la concentracion de vainillina se llevd a cabo usando la

configuracion FIA antes descrita y el nivel de respuesta de la concentracion (mg/L)
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de vainillina en extractos naturales de vainilla se empleé como medio comparativo

de eficiencia de extraccion para cada condicion ensayada.

Tabla 11. Disefio factorial 2* para la optimizacion de EAUS.

Ciclos Irradiacion No irradiacion Potencia Respuesta

Ensayo

(#) (s) (s) (W) (mg/L)
A 20 59.9 59.9 80 258.76
B 5 59.9 0.1 80 151.11
C 20 10 59.9 200 332.79
D 5 10 0.1 200 76.09
E 20 10 0.1 80 66.24
F 5 59.9 0.1 200 67.56
G 12.5 34.95 30 140 110.26
H 20 10 0.1 200 241.38
I 5 10 0.1 80 34.16
J 20 10 59.9 80 94.49
K 5 10 59.9 200 68.52
L 20 59.9 59.9 200 208.63
M 20 59.9 0.1 200 159.64
N 10 59.9 80 23.04
O 59.9 59.9 200 103.24
P 59.9 59.9 80 65.99
Q 20 59.9 0.1 80 49.88

Con los resultados generados se realizé la prueba de ANOVA y sobre los
efectos estimados en la extraccion fue posible establecer el modelo de
significancia del disefo (Statgraphics Plus para Windows version 2.1, Rockville,
MD, 1992).

A partir de la Tabla 12 se concluyd que los factores mas importantes sobre la
eficiencia de extraccion fueron el numero de ciclos y la potencia, debido a que sus
valores p fueron menores a 0.05 para un ensayo al 95% de confianza; mientras

que el tiempo de irradiacion y no irradiacion no fueron factores estadisticamente
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significativos. Por otro lado, los efectos estimados sobre la extraccion en el modelo
muestran una relacion directa entre: (a) ciclos - tiempo de no irradiacion, (b) ciclos
- potencia, (c) tiempo de irradiacion - potencia; asi como una relacion inversa
entre: (a) ciclos - tiempo de irradiacion y (b) tiempo de no irradiacién - potencia.
Por consiguiente, los resultados mostraron que las mejores respuestas se
presentan cuando la potencia y el numero de ciclos son los maximos, a pesar de

que este ultimo incrementa el tiempo de analisis.

Tabla 12. Resultados de ANOVA para el disefio factorial 2* de EAUS.

Fuente de variaciéon SC? GL> CM° Relaciéon F valor p
Ciclos (A) 42240.5 1 42240.5 15.83 0.0073
Irradiacion (B) 1025.6 1 1025.6 0.38 0.5581
No irradiacién (C) 5983.02 1 5983.02 2.24 0.1849
Potencia (D) 16523.8 1 16523.8 6.19 0.0473
AB 3723.44 1 372344 1.40 0.2822
AC 12413.3 1 124133 4.65 0.0744
AD 11661.8 1 11661.8 4.37 0.0815
BC 721.728 1 721.728 0.27 0.6216
BD 14854.7 1 14854.7 5.57 0.0563
CD 47.679 1 47.679 0.02 0.8980
Error total 16011.2 6 2668.54

Correlacion total 125207.0 16

2 Suma de cuadrados, 0 Grados de libertad, ¢ Cuadrados medios

A partir de estos resultados se llevaron a cabo otros ensayos, seleccionando
los valores optimos de no irradiacion e irradiacién (59.9 s en ambos casos) porque
intervalos menores provocan perdidas del extracto y sobrecalentamiento de la
punta, el mismo caso se presentd si la potencia era mayor a 200 W. Una vez
establecido 59.9 s como tiempo de irradiacion y no irradiacion con 200 W de
potencia, se obtuvieron extractos de vainilla cambiando el numero de ciclos a 40 y
50; de donde los datos obtenidos mostraron que después de 40 ciclos la

concentracion de vainillina fue practicamente la misma pero con un incremento del
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20% en tiempo; por eso se selecciond 40 ciclos como un compromiso entre la

concentracion de vainillina y el tiempo de extraccion.

Las condiciones 6ptimas para la extraccion de vainillina de vainas de vainilla
usando EAUS, bajo un tiempo absoluto de 80 minutos fueron: 40 ciclos; 59.9 s de

irradiacion; 59.9 s de no irradiacion y 200 W de potencia.

c. Influencia de microondas y ultrasonidos sobre vainillina

A pesar de que la influencia de energia microondas ha sido previamente
estudiada (Longares, 2006) la concentracion de vainillina se determind usando la
configuracion FIA de dilucién y deteccion en linea, y los resultados fueron

comparados con los obtenidos por EAUS.

Para evaluar ambos procedimientos de extraccion, se prepararon dos
disoluciones alcohdlicas de aproximadamente 1200 mg/L de vainillina estandar.
Tres alicuotas por separado se sometieron a las condiciones de EAMF o EAUS, y

enseguida se analizaron por triplicado en la configuracion FIA propuesta.

Tabla 13. Concentracion de disoluciones de vainillina estandar sometida a EAMF y EAUS.

Vainillina (mg/L)

Procedimiento

Estandar A B C
EAMF 1203 1118.74 + 1414 119118 +4.30 1172.65 + 10.26
EAUS 1208 1202.46 £+ 13.33 1215.28 +5.40 1201.97 + 6.56

Los resultados muestran recuperaciones promedio de 96.5 + 3.23% para la
EAMF; mientras que para la EAUS el promedio fue de 99.9 £ 0.62%, respecto a
las disoluciones estandar. Por lo tanto, se comprueba que la concentracion de

vainillina no se afecta por la aplicacién de energias de microondas o ultrasonidos.
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d. Comparacidén entre procedimientos de extracciéon

Para la evaluacién comparativa de los diferentes métodos de extraccion, tres
réplicas bajo las condiciones de extraccion éptimas se llevaron a cabo, con su
respectiva cuantificacion por triplicado. En la Figura 18 se resumen los resultados
de los extractos obtenidos por cada procedimiento (anexos C — H) y se puede
observar que existe un incremento en el contenido de vainillina empleando EAMF

o EAUS con etanol al 100% como extractante.

35+

30 -f

25+
20 1 U

154

10

mg VAINILLINA / g VAINILLA

O,A— — — — — —
NMX ECS* EAMF EAMF* EAUS EAUS*

13.01+0.34 21.03+1.23 24.47 £1.37 30.75+1.57 22.47 £1.36 2592+ 0.78

NMX: Extraccion por maceracion (Norma Mexicana), ECS: Extraccion Convencional Soxhlet,

EAMF: Extraccion Asistida con Microondas Focalizadas, EAUS: Extraccion Asistida con Ultrasonidos. *Etanol al 100%.

Figura 18. Contenido de vainillina (mg/g de vainilla) segun el procedimiento de extraccion.
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Por otro lado, cuando la extracciéon se llevé a cabo usando 70% de etanol con
aplicaciéon de microondas o ultrasonido (EAMF o EAUS), la concentracién de
vainillina disminuyé. Entre ambos extractos hay solo una diferencia de 8.19%, el
contenido de vainillina es dos veces mayor y ademas existe una reduccion radical
en el tiempo de extraccion (98%) con respecto a los extractos de vainilla
empleando el método oficial mexicano (NMX). Estos resultados son interesantes
porque los extractos naturales son obtenidos con disoluciones a diferentes
relaciones de etanol-agua, ademas de que el método oficial para cuantificar
vainillina procede de los extractos naturales de vainilla en una proporcién de 70:30
(etanol-agua). En consecuencia, es posible asegurar las ventajas de la aplicaciéon
de energias tal como microondas y ultrasonido con respecto al proceso de

maceracion usada en la NMX.

Los datos muestran que la concentracién promedio (mg/g) de vainillina en el
extracto obtenido por EAMF* es superior a todos, enseguida se ubicé la EAUS*
con aproximadamente 15.7% de diferencia entre ambos. Cuando se usé el
método de ECS* el tiempo de extraccion es 83% mas largo y la concentracion de
vainillina disminuyé (32% menos cuando se emplea EAMF* y 19% menos con el

uso de EAUS¥*) considerando que el extractante es 100% etanol.

Longares y Canizares (2006) consiguieron un promedio de vainillina en vainilla
de 12.82 mg/g por el método clasico de extraccion marcado por la Secretaria de
Comercio y Fomento Industrial; en tanto Ruiz-Teran et al (2001) obtuvo 1.14 g de
vainillina en 100 g de vainas secas empleando 150 mL de una disolucién al 47.5%
de etanol por aplicacion del mecanismo Soxhlet durante 2 horas, lo cual

corresponde a los resultados obtenidos en este trabajo con protocolos similares.

En cuanto a los datos generados por microondas focalizadas o ultrasonido se
prueba que el contenido de vainillina en la vainilla nacional, estan por encima de
los valores (15.60 mg/g 6 19118 mg/Kg, respectivamente) antes reportados por

Thompson y Hoffmann (1988) o Pérez-Silva et al (2006); y a su vez se relacionan
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a los informes de Waliszewski et al (2006), donde es necesario un proceso de
hidratacion con etanol al 5% durante 48 h y pre-tratamiento enzimatico hasta por
12 h para producir extractos con un contenido de vainillina en vainilla de 20.9 mg/g
(Zymafilt L-300), 22.6 mg/g (Novozym 342) y 25.6 mg/g (Crystalzyme PML-MX).

Por lo antes expuesto se debe considerar que las vainas mexicanas ademas
del caracter organoléptico conservan el adjetivo de “calidad extra” en el contexto
internacional (SECOFI, 1996), teniendo como referencia que la industria considera
en la extraccién de vainilla un contenido maximo de vainillina de 30 mg/g en peso

seco (Waliszewski et al, 2006).

e. Ensayos de recobro de vainillina

Para asegurar que no existen interferencias por efecto matriz, se obtuvieron
por triplicado extractos naturales de vainilla aplicando los métodos de EAMF y
EAUS, en los cuales se cuantificé la concentracion de vainillina empleando la
configuracion FIA propuesta. Posteriormente, se prepararon disoluciones con
alicuotas conocidas del extracto natural (60 — 184 mg/L) y estandar de vainillina

(600 y 1600 mg/L) para determinar el contenido de vainillina por referencia.

Tabla 14. Recobros de extractos de vainilla por EAMF fortificados con vainillina.

.. .. Concentracion de referencia Concentraciéon encontrada Recobro
Fortificacion

mg/L mg/L (%)
774.29 867.60 £ 11.42 112.05
600 mg/L 784.35 854.43 + 15.68 108.93
785.31 789.54 + 21.08 100.54
1787.71 1768.91 £ 11.18 99.56
1600 mg/L 1786.75 1736.20 £ 11.33 97.17
1774.69 1712.90 £ 14.06 95.82
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En el caso de EAMF, los resultados de la Tabla 14 muestran recobros
promedio de 107.2 + 5.95% para los extractos con fortificacion de 600 mg/L y de
97.5 + 1.89% para los extractos con fortificacion de 1600 mg/L. Asimismo, en la
Tabla 15 los recobros promedio empleando EAUS fueron de 100.4 + 3.11% y 99.6
* 2.17% para los extractos de vainilla fortificados con 600 mg/L y 1600 mg/L,

respectivamente.

Tabla 15. Recobros de extractos de vainilla por EAUS fortificados con vainillina.

Concentracion de referencia Concentracion encontrada Recobro

Fortificacion

mg/L mg/L (%)
665.818 648.34 £ 13.24 97.37
600 mg/L 663.759 687.53 + 4.28 103.58
667.014 669.68 + 9.01 100.40
1738.26 177213+ 7.75 101.95
1600 mg/L 1731.75 1720.83 £ 6.52 99.37
1735.87 1694.89 £ 6.16 97.64

Por lo tanto, la aplicacion de microondas o ultrasonido para la obtencién de

extractos de vainilla aunado al procedimiento espectrofotométrico UV-visible por

FIA con dilucion y deteccion en linea aseguraron la medicion de vainillina a lo

largo del estudio debido a su buena fiabilidad, simplicidad y reproducibilidad.
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f. Ensayos de significancia entre procedimientos de extraccion

En la Tabla 16 se presentan los valores del ensayo F sobre comparacién de
desviaciones estandar entre procedimientos de extraccion y también los
resultados obtenidos del ensayo t, como mejor método comparativo de los datos

del contenido promedio (mg/g) de vainillina.

Tabla 16. Valores de los ensayos F y t sobre significancia entre procedimientos de extraccion.

Comparacion Ensayo F Ensayot

EAMF*— EAUS* 4.06 4.79
EAMF*— ECS* 1.63 8.47
ECS*—- EAUS* 2.49 5.83
EAMF — EAUS 1.01 1.79

EAMF — NMX 16.09 14.03
EAUS — NMX 15.87 11.65

* Etanol al 100%

2
rq: . S

Estadisticamente se obtuvo F a partir del calculo: —.-, donde s, y s, son las

2

desviaciones estandar de los resultados obtenidos para cada par de métodos

estudiados (Miller y Miller, 2002).

En todos los casos aplica dos grados de libertad y por lo tanto el valor critico
F2 2 = 39, obtenido de tablas para un estudio de dos colas al 95% de confianza y
valor p = 0.05; permiti6 establecer que las desviaciones estandar no son

significativamente diferentes entre los métodos de extraccion.

A partir de lo anterior, se establecié como hipoétesis nula que las medias de los
resultados obtenidos para cada par de métodos en estudio son iguales; por lo que,
la comparacion de medias experimentales se calcul6 usando la siguiente

ecuacion:
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/t] =

)

(n, -1)s? +(n, -1)s?
(n,+n,-2)

donde s esta calculada a partir de:

s§*=

y toda| t| con ny + ny — 2 grados de libertad, x; y x, como las medias de los

métodos evaluados.

Los resultados de la extraccion aplicando microondas y ultrasonidos aceptan la
hipotesis nula solo para el caso comparativo entre EAMF — EAUS; ya que con
cuatro grados de libertad el valor critico t4 = 2.78 (p = 0.05). Sin embargo, como el
valor de t es mayor al valor critico en los otros planteamientos; entonces existe
una diferencia significativa entre los métodos y esto obliga a rechazar la hipotesis
nula. Por lo tanto, la concentracién de vainillina es significativamente diferente
segun el procedimiento aplicado y a su vez las eficiencias de extraccion estan
dadas en el siguiente orden: EAMF* > EAUS* > EAMF = EAUS > ECS* > NMX.
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G. Importancia y aplicaciones tecnolégicas

En México la realidad de la vainilla se refleja econdmica y socialmente, puesto
que en la produccion se presentan variaciones y en particular porque el manejo de
la polinizacién de la orquidea, unido al curado de las vainas es una tradicién en la
zona del Totonacapan. No obstante el principal problema es que no se cuentan
con datos sobre la calidad de las vainas y por tal motivo destacan otras regiones

del mundo, estableciendo el precio en el mercado.

El protocolo de los nuevos métodos de extraccion con mejorias de tiempo y
concentracion de vainillina sobre los procedimientos que comunmente se
practican, amplian el estudio sobre la vainilla mexicana y abre la oportunidad de
obtener extractos naturales preferidos por el consumidor final a diferencia de su
contraparte sintética. De ahi que el factor de aplicacion se extiende hacia
productos alimenticios, bebidas, cosméticos o farmacéuticos ya que es posible
obtener mayor cantidad de vainillina en extractos naturales lo que en términos de

costos representa una prioridad.

Como se menciond antes la norma oficial NMX-FF- 074- 1996- SCFI establece
la determinaciéon de vainillina en la modalidad de lotes, por lo que contar con una
técnica en flujo que reune el mismo fundamento pero con la ventaja de eliminacion
del tratamiento del extracto, reduccion de tiempo de analisis y bajo costo es
atractivo al control de calidad de la vainilla. Considerando ademas los alcances
analiticos reflejados en esta investigacion, la metodologia integral se coloca como
una alternativa en contraste a otros procedimientos (Tabla 17) con la viabilidad de

automatizar (extracciéon/cuantificacion) el monitoreo continuo de vainillina.
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Tabla 17. Contraste de procedimientos empleados en la cuantificacion de vainillina proveniente de extractos de vainilla.

TECNICA HPLC ' EC*® CG*® FIA ¢
Columna C8 Fuente de alto voltaje Cogg?caz)lll?nl?;]\;vax VZ?/TIZS g:?::,zlg;%n
ADITAMENTOS S S s Celdado cusrzo Hliman
Helio Tubos de PTFE (0.5 mm DI)
Metanol grado HPLC Dodecil sulfato de sodio Pentano Hidroxido de sodio
‘Agua grado HPLC Tetraborato de sodio Eter Etanol absoluto
REACTIVOS Acido acético glacial Acido borico n-hexanol :
) . Agua destilada
Etanol absoluto Urea Sulfato de sodio anhidro P
L o S Vainillina
Vainillina Vainillina Vainillina
4 Maceracion Maceracion Extraccion liquido-liquido Microondas focalizadas *
1 k%
EXTRACCION 48 horas 3 dias 2 minutos Ultrasonidos

80 minutos

TRATAMIENTO

Dilucién 1:10 con etanol 40%
Filtracion por membrana de 0.45 pm, nylon 66

Dilucién 1:10 con agua

Filtracion por membrana de 0.2 ym

Concentracién a 1 mL
Almacenamiento a — 18 °C

Dilucioén en linea
4 minutos

Ultravioleta: 254 nm

Ultravioleta: 230 nm

lonizacién de flama 250 °C

Ultravioleta: 347 nm

DETECCION 25 minutos 12 minutos Espectrometria de masas 4 minutos
Estandar de referencia: 1200 mg/L Rango lineal: 5 — 20 mg/L 90 minutos Rango lineal: 200 — 2000 mg/L
a 30.75 + 1.57 mg/g *
VAINILLINA 9.0 mg/g 12.10 mg/g 19.11 mg/g 25.92 + 0.78 mglg **
REFERENCIA Ranadive, 1992 Pyell et al, 2002 Pérez-Silva etal, 2006 = -

1) Cromatografia de liquidos de alta resolucion; 2) Electroforesis capilar; 3) Cromatografia de gases; 4) Analisis por inyeccién en flujo; a) Concentracion en vainilla mexicana.



V. CONCLUSIONES

La configuracion de analisis por inyeccion en flujo permitié determinar vainillina
proveniente de los extractos de vainilla con alta precision y debido a que
incluye la dilucion de la muestra en linea antes de la deteccion, se eliminan

errores de tratamiento.

A partir de esta técnica, fue posible cuantificar vainillina para evaluar la
eficiencia de extraccion de los diferentes procedimientos ensayados sobre las
vainas de vainilla; de donde los resultados muestran que la aplicacion de
energia microondas y ultrasonido, no solo incrementan la eficiencia de
extraccidn sino que disminuyen el tiempo de extraccion en comparacién con

los procedimientos por maceracion (Norma Mexicana) o Soxhlet.

El empleo de microondas y ultrasonido demostré que son una excelente
alternativa para obtener extractos naturales de vainilla, el punto clave para la
eleccion de alguna de estas energias implica circunstancias de orden
econdmico, puesto que las eficiencias de extraccibn son similares y los

procedimientos tienen igual duracion.

El acoplamiento de dilucibn en el analisis por inyeccion en flujo crea la
posibilidad de automatizar desde la extraccion hasta la deteccion de vainillina,
como un procedimiento de control y monitoreo en funcion al tiempo del

contenido del componente principal en los extractos de vainilla.
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ANEXO A

= Caracteristicas del cultivo de la vainilla

- Especies

La vainilla es una orquidea epifita, trepadora y tropical, perteneciente a una
especie muy rara; ya que es uno de los miembros de las fanerégamas mas
abundantes y antiguas del mundo, constituida por 35 mil variedades y la Unica

cuyo fruto es comestible (Mancilla, 1997).

De una familia con mas de 110 especies que han sido descritas, solamente
tres son de valor comercial: Vanilla planifolia Salisb Ames o Vanilla fragans
Andrews, Vanilla tahitiensis Moore, y Vanilla pompona Schiede. ElI material
saborizante es obtenido del fruto curado y seco llamado “vaina”; y solo son
permitidas en el uso de alimentos: Vanilla planifolia y Vanilla tahitiensis
(Hernandez, 1997).

El nombre genérico de Vainilla, es derivado del espafol “vanillia”, un
diminutivo de vaina; en tanto que su nombre de especie, planifolia, se refiere a la

ancha y delgada hoja de la planta (Havkin y Dorn, 1997).

- Clima

La vainilla crece mejor bajo al abrigo de los vientos, intensidades de luz solar
normales de 40 — 50%, necesita un clima tropical, calido y humedo con frecuente,
pero no excesiva lluvia. El exceso provoca que los brotes tiendan a perder
humedad, la planta sea atacada por hongos o enfermedades de la raiz. En
condiciones de sequia, la planta de la vainilla también puede sufrir considerables
dafos; lo cual propiciara un numero pequefio de flores, bajo rendimiento y

esfuerzos de cultivo vanos. Un area sombria, precipitacion pluvial anual entre
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1000 — 3000 mm y una temperatura promedio de 23 a 29 °C son las condiciones
preferidas (Rosas, 1984; Mancilla, 1997; Hagsater et al, 2005).

- Suelo y Nutrientes

A diferencia de otras orquideas, la vainilla es un bejuco o enredadera que
germina en el suelo de la selva y busca un arbol sobre el que crece y se fija
mediante pequefias raices adventicias o aéreas. Se eligen arboles que crecen
rapido con pequefas ramas, que no compiten por el agua o nutrientes y que
proporcionan sombra tal como: aguacate, café, naranja, pino casuarina, etc.
(Havkin y Dorn, 1997).

Los terrenos con suave declive, suelo limoso fértil, estructura granular o
poliédrica angular, textura media y gran capacidad para retener el agua, con un pH
de 6 a 7 y una capa profunda de musgo, proporciona los nutrientes alrededor de
las raices, ayuda a mantener la humedad y a esparcir las raices (Mancilla, 1997).
Como otras plantas de la selva, la vainilla establece intrincadas relaciones con
hongos micorrizicos y por ello requiere suelos ricos en materia organica con
drenado apropiado y alta capacidad para mantener la humedad (Hagsater et al,
2005).

Aunque el nivel de calcio, nitrégeno, potasio, fosforo y micronutrientes son
esenciales para el crecimiento y produccion de vainilla, se presta mayor atencion
al tipo de musgo y a los parametros del suelo, tal como textura y pH, porque

parecen ser mas importantes que los nutrientes (Havkin y Dorn, 1997).
- Propagacién
Una vez que los arboles soporte tienen suficiente follaje para el sombreado, la

vainilla es comunmente propagada de cortes o esquejes vigorosos usualmente

con 8 a 12 nodos (Mancilla, 1997). La forma mas simple para plantar el corte es
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dejarlo sobre la tierra y cubrirlo con capas gruesas de musgo (Havkin y Dorn,
1997).

Cuando se inicia una nueva plantacion, se consideran las expectativas de vida
de los vainillales; puesto que ademas de las condiciones climaticas y de suelo, es
importante notar que el periodo productivo de la planta sucede después de 3 a 4
afos hasta por 6 afios consecutivos, con una disminucion en la productividad de

vainas después de 8 a 10 afios (Havkin y Dorn, 1997).

Una hectarea de tierra puede soportar cerca de 4000 matas productivas con un
rendimiento promedio de 1.5 a 2.0 kilos de vainas verdes por enredadera. La
cosecha de cinco kilos de frutos verdes y de buena calidad, con un peso
aproximado entre 15 a 30 gramos cada uno, tendran como resultado un kilo de

frutos curados (Havkin y Dorn, 1997; Hagsater et al, 2005).

- Floracién, Fruto, Crecimiento y Maduracion

Debido a que los bejucos de vainilla necesitan acumular los factores de
crecimiento o nutrientes necesarios para alcanzar una cierta madurez antes de
empezar a florear, los factores determinantes son: la sequia, la temperatura, la

poda y el tamafio de los cortes originales (Havkin y Dorn, 1997).

Las plantas crecen varios metros y después de 4 a 5 afos del cultivo del
esqueje, cuando su follaje esta expuesto a la luz del sol, producen numerosas
flores en cuya base existe una pequefia bractea persistente de color verde y de
forma triangular. La florescencia esta agrupada en 10 racimos cortos por planta,
compuestos cada uno de 10 a 15 flores color blanco-amarillentas con un
desarrollo escalonado a partir de la base (Rosas, 1984; Mancilla, 1997). Las flores
dispuestas en espiga son hermafroditas, con érganos sexuales separados por una
membrana llamada rostelo, sélo se desarrolla un estambre fértil y el polen forma

pequefias masas llamadas polineas (Rosas, 1984).
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Durante la temporada de floracion, en marzo y abril, cada dia abre s6lo una flor
por un periodo muy corto (6 a 8 horas); por lo que la polinizacion debe tomar lugar
tan pronto como la flor abre. Una caracteristica del sistema de polinizacién natural
es que la produccién de frutos es muy pequefa, tal vez del orden de un fruto en
muchos cientos o incluso miles de flores; aunque existe la posibilidad de la

autopolinizacion, que varia de 1 a 6% (Hagsater et al, 2005).

La polinizacion es deseable para obtener entre 5 a 10 vainas, ya que una sobre
polinizacién producira pequefas vainas y una corta vida de produccion (Havkin y
Dorn, 1997; Mancilla, 1997). Por lo tanto, se practica la polinizacién manual donde
muchas flores de vainilla son fecundadas y de las cuales se retiran varios frutos
jévenes después de un mes. La obtencion de tres a cinco frutos por inflorescencia
permite que la produccion se incremente hasta cinco veces para convertirse en un

cultivo prospero y aceptable (Hernandez, 1997).

Tras la polinizacion, el preciado fruto alcanza su talla definitiva a través del
desarrollo de la vaina que sucede con el alargamiento del ovario durante 1.5 a 2
meses (Hagsater et al, 2005). El fruto es capsular colgante de 10 a 25 cm de
longitud, con un diametro variable entre 10 y 15 mm, de color verde brillante,
estrecha de tres angulos, que contiene millares de semillas globosas muy

pequefias (Rosas, 1984).

La maduracion de la vaina en la planta ocurre después de 8 a 9 meses y
concluye con la cosecha escalonada en un lapso de 20 a 25 dias, cuando se
aprecia el cambio de color de verde brillante a verde amarillento opaco y se evita

que el fruto se abra o exponga sus semillas (Mancilla, 1997).
Las semillas en el interior del fruto son extremadamente numerosas y se

pueden contar por millares en una sola vaina; a simple vista aparecen de color

negro, pero al microscopio son color café oscuro y café amarillento, de forma
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esférica que alcanzan a medir 0.30 mm por 0.24 mm y provistas de un embridon

indiferenciado muy rudimentario (Rosas, 1984).

- Curado o Beneficiado

Si la vaina continua en el bejuco, los frutos necesitarian casi un afio para que
por si solos alcanzaran la maduracion y despidieran su aroma. Sin embargo, en la
practica comercial, el sabor inconfundible y aroma caracteristico desarrollados en
el fruto es debido a los cambios que toman lugar durante el proceso de curado o

beneficiado, que tarda de 3 a 6 meses adicionales (Hagsater et al, 2005).

En el beneficiado de la vainilla sucede un proceso de fermentacion mediante el
cual el fruto verde sin aroma cambia a un color marrén brillante y adquiere un olor

suave y delicado para ser comercializado (Mancilla, 1997).

El proceso inicia con la “muerte de la vaina” o marchitamiento que tiene como
objetivo impedir la actividad de las paredes celulares, pero reteniendo calor.
Puesto que es necesario romper las membranas celulares y mezclar previamente
los sustratos y enzimas. Los métodos donde la actividad enzimatica juega un
papel importante para el curado de las vainas, emplean agua caliente, sol, horno o

congelacién (Havkin y Dorn, 1997).

Una opcidn es colocar las vainas en una canasta y sumergirlas en agua a 65
°C por unos minutos. Otras formas de muerte por calor pueden ser hechas en un
horno a 60 — 65 °C durante 24 a 48 horas o por exposicion de las vainas al sol por
periodos alternados de almacenamiento en un recinto cerrado y seco (Mancilla,
1997; Hagsater et al, 2005).

Después, mediante el endulzado se permite liberar el exceso de humedad

reduciendo las bacterias y hongos; pero dejando suficiente humedad para la

actividad enzimatica. Este es el paso mas importante porque se efectua la
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fermentacion de los glucésidos, como la glucovainillina para originar la vainillina.
Este es el paso en el cual las caracteristicas tipicas del sabor, aroma y color de las
vainas de vainilla son desarrolladas. La duracién del proceso de endulzado lleva
de 7 a 10 dias (Havkin y Dorn, 1997).

A medida que avanza el beneficiado, dentro del fruto se van formando aceites,
los componentes que le dan flexibilidad, brillantez y aroma (Mancilla, 1997). Por lo
que es necesario el secado de las vainas para reducir el contenido de humedad de
60 — 70% a 20 — 30%. EIl contenido de humedad reducida es tipico para una
buena calidad de vainas curadas y ayuda a eliminar cualquier actividad microbiana
y asegura una larga vida de anaquel. En este paso es necesario no elevar mucho
la temperatura, porque algunos de los saborizantes y componentes aromaticos
pueden evaporarse o fraccionarse; de tal forma que originara una vaina de calidad
inferior. El secado en el sol durante 2 a 3 horas por dia o en hornos con 45 a 50
°C, toma de 7 a 10 dias (Havkin y Dorn, 1997).

Finalmente el acondicionamiento o afejamiento, que puede durar un mes o
varios meses, logra durante este periodo que las vainas de vainilla obtengan el
tipico “sabor completo” (Havkin y Dorn, 1997). Las reacciones quimicas, tal como
oxidacion e hidrdlisis son los eventos principales y como consecuencia a este
largo seguimiento artesanal, la vainilla beneficiada correctamente esta lista para

su comercializacion e industrializacion (Mancilla, 1997).
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ANEXO B

HO

4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido; CgHgO3; peso molecular 152.15 g/mol. C

= Vainillina

63.15%, H 5.30%, O 31.55%. Esta presente naturalmente en una amplia variedad
de alimentos y plantas como las orquideas, la mayor fuente comercial de vainillina
natural proviene del extracto de vainas de vainilla. Sintéticamente es producida en

grandes cantidades a partir de lignina o guayacol.

Polvo cristalino blanco o incoloro, no higroscopico. Olor aromatico agradable y
sabor a vainilla. Se afecta con la luz. Densidad 1.056 g/mL. Punto de fusion 81 —
83 °C. Punto de ebullicién 154 °C a 10 mmHg. Solubilidad en agua >2%; relacién
1:2 de vainillina en etanol. Completamente soluble en cloroformo, éter, soluciones
de hidroxidos alcalinos; soluble en glicerina y agua caliente. LDsy oral en ratas,

puercos de Guinea: 1580, 1400 mg/Kg.

Usos: Agente saborizante en formulas farmaceéuticas, confiteria, bebidas y

alimentos. Fragancia en cosméticos. Reactivo para sintesis quimica.

The Merck Index. An enciclopedia of chemicals, drugs and biologicals. 13 ed.
2001. Merck & Co., Inc. N. J. pp. 1768 — 1769.
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ANEXO C
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Fiagrama de vainillina de los extractos de vainilla obtenidos por maceracion (NMX-FF-074-1996-SCFl).
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ANEXO D
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Fiagrama de vainillina de los extractos de vainilla obtenidos por Soxhlet.
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ANEXO E
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Fiagrama de vainillina de los extractos de vainilla obtenidos por microondas focalizadas al 70% de etanol.
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Fiagrama de vainillina de los extractos de vainilla obtenidos por microondas focalizadas al 100% de etanol.
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ANEXO G
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Fiagrama de vainillina de los extractos de vainilla obtenidos por ultrasonidos al 70% de etanol.
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ANEXO H
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Fiagrama de vainillina de los extractos de vainilla obtenidos por ultrasonidos al 100% de etanol.
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