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I. Introduccion

Los productos comerciales conocidos en el mercado como “vainilla” son
extractos alcohdlicos elaborados a partir de los compuestos naturales
presentes en las vainas de la orquidea V. planifolia cuyo sabor, olor y color
caracteristicos son el resultado del proceso de curado, también conocido

como beneficiado.

En el extracto alcohdlico de vainilla se encuentran alrededor de 200
compuestos responsables de sus caracteristicas organolépticas (Huesgen,
2011), entre éstos destaca la vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido).
Las formas comerciales mas comunes en las que se comercializa son:

|II

“extractos de vainilla natural”, “saborizante natural” y “saborizante
sintético” o “artificial”. Si bien es dificil determinar la diferencia entre
éstas, debido a que el aroma y el sabor son muy parecidos entre los
productos naturales y los sintéticos, situacion que es aprovechada en
muchas ocasiones por los productores de extractos de vainilla para

realizar practicas fraudulentas de adulteracidon engafiando al consumidor.

Por lo anteriormente expuesto, es primordial la identificacion vy
cuantificacion de los principales componentes del extracto natural de
vainilla, asi como la deteccién de adulterantes o practicas de etiquetado

fraudulentas en extractos de vainilla comerciales.

En este proyecto se propone un método analitico por cromatografia de
liguidos de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) con detector de
luz UV de arreglo de diodos (DAD, por sus siglas en inglés) para evaluar
los principales componentes del extracto natural de vainilla, asi como para
identificar y cuantificar los compuestos utilizados en la sintesis de la

vainillina y las sustancias frecuentemente adicionadas como adulterantes.



El analisis quimico por el método propuesto se aplicard a extractos
preparados en el laboratorio a partir de vainas de vainilla de la regién de

Papantla, Veracruz y a diferentes muestras comerciales.

La diferenciacién entre los extractos naturales y los artificiales se realiz6
a partir del perfil quimico y de las concentraciones de los componentes
gue corresponden a la vainilla natural, asi como mediante la deteccion de
subproductos de sintesis organica de la vainillina. Con ello se buscé
conocer si las muestras comerciales cumplen con lo reportado en su

etiquetado y no infringen la legislacion mexicana vigente.

Es cierto que no se puede negar el papel que desempefian los métodos
analiticos instrumentales para la identificacion quimica de compuestos
presentes en una muestra, pero, en muchos casos estos no miden todas

las caracteristicas de un alimento, sino solamente algunas de ellas.

El interés de este trabajo es también definir el perfil sensorial de las
muestras comerciales de extractos y saborizantes de vainilla, lo cual
permitira cuantificar las diferencias 0 semejanza que son
significativamente importantes en sus caracteristicas sensoriales de
aroma, sabor y color en la aceptacion, por ello, se hizo uso de la
evaluaciéon sensorial empleando la prueba descriptiva denominada Perfil
Flash modificado (Vakevainen et al., 2020) que permite medir, interpretar
y analizar aquellas caracteristicas de los alimentos que son percibidas por
los sentidos (vista, olfato, gusto, tacto y oido), y, por lo tanto, las
diferencias sensoriales entre extractos o saborizantes naturales vy

extractos o saborizantes artificiales.



I1. Objetivos

2.1 Objetivo general

Proponer un método analitico por cromatografia de liquidos de alta
eficiencia para evaluar los principales componentes del extracto
natural de vainilla (Vanilla planifolia) y determinar la posible
adulteracion en extractos comerciales que se encuentran en el

mercado mexicano.

2.2 Objetivos especificos

Determinar el perfil y las concentraciones de los componentes

presentes en la vainilla natural.

Identificar subproductos de la sintesis de la vainilla sintética en las

muestras comerciales.

Determinar si los productos comerciales cumplen con lo reportado

en su etiquetado y que no infringen la legislacion mexicana vigente.

Generar el perfil sensorial correspondiente a la vainilla de la especie
V. planifolia para conocer los atributos sensoriales que la

caracterizan.

Definir los atributos sensoriales caracteristicos para un extracto

natural y uno artificial de vainilla.

Definir la correlacion entre el andlisis sensorial de los extractos
naturales de la vainilla y los extractos sintéticos y el perfil quimico

determinado por HPLC.



III. Hipotesis

El perfil quimico y las concentraciones de los componentes que
corresponden a la vainilla natural determinado por HPLC y aquel de
las muestras comerciales que declaran ser “extractos o saborizantes
naturales de vainilla” deberan ser idénticos entre si y con ello evitar

infringir la legislacién mexicana vigente.

Debe ser posible determinar diferencias sensoriales entre un
extracto natural y uno artificial de vainilla y, por lo tanto,

correlacionarla con el perfil de componentes presentes en ellos.



Capitulo 1. La vainilla

1.1 Generalidades de la vainilla
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La vainilla cuyo nombre del nahuatl “tlilxochitl” que significa “flor negra
pertenece a la familia de las Orquidaceae, un grupo de plantas clasificadas
como monocotiledoneas (Gonzalez, 1999) originaria de México, con una
distribucidon a lo largo de las zonas tropicales de todos los continentes,
excepto Australia (Gigant, Bory, Grisoni & Besse, 2011). El nimero de
especies descritas son alrededor de 110, de las cuales sdlo tres tienen
importancia comercial debido a las caracteristicas de sus frutos (V.
planifolia, V. thahiensis y V. pompona), siendo la especie V. planifolia la
que cubre alrededor del 95% de la demanda (Bory, Grisoni, Duval &
Besse, 2008).

La vainilla es una planta perenne de tipo hemiepifita, es decir, que crece
sobre otro vegetal u objeto usandolo solamente como soporte (Soto-
Arenas, 2003) posee un tallo robusto y que inicia su crecimiento en el
suelo y luego se adhiere y trepa por medio de raices adventicias sobre el
tronco de arboles llamados hospederos, anfitriones o mas comunmente,
tutores (Havkin Frenkel et al., 2004; FAO, 2009) (Figura 1).

Figura 1. Flor, hoja y fruto representativo de la Vanilla planifolia.



Investigaciones recientes consideran que en México se encuentra la
mayor diversidad genética del género Vainilla. Es ésta la razén por la cual
se estima que las primeras plantaciones fueron establecidas en los
municipios de Papantla y Misantla aproximadamente hace 250 afios
(Lubinsky et al., 2008; Herrera-Cabrera et al., 2012). En la actualidad su
cultivo se realiza en la region de Totonacapan localizada entre los estados
de Puebla y Veracruz (Figura 2), ambos estados son considerados los mas
importantes en México debido al aprovechamiento del cultivo, seleccion y
produccién de vainilla. Esta regidn incluye los municipios de Papantla,
Tecolutla, Gutiérrez Zamora, Coxquihui en el estado de Veracruz. San
José Acateno, Tanampulco y Ayotoxco en el estado de Puebla (Soto-
Arenas 2003; Chenatu et al., 2010).

Figura 2. Ubicacion de la region de crecimiento de la Vanilla planifolia en

la region de Totonacapan ubicada con color rojo en el mapa.

Fuente: Antonio Narro, 2001. “Establecimiento, produccién, beneficio y

comercializacién de la vainilla (Vanilla spp.) en México”.



El proceso de crecimiento de las vainas de vainilla dura hasta nueve
meses. El fruto es una vaina aplanada y alargada que comunmente recibe
el nombre de silicuas o capsula por parte de los botanicos y mide entre
15 a 20 cm de largo, del cual se obtienen los extractos (Bonfil, 1988). Al
momento de la cosecha, las vainas son firmes, gruesas, de color verde
amarillento y sin olor (Figura 3 a); pero sélo cuando las vainas se vuelven
de color marréon (Figura 3 b), después de secarse y curarse, etapa
también conocida como “beneficiado”, en el que ocurren los cambios
enzimaticos donde se desarrollan sus caracteristicas particulares debido
a la accion de las B-glucosidasas (Ecott, 2004), tales como la formacién
de la vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido), y otros compuestos
aromaticos y saborizantes. De esta manera puede ser comercializada y

utilizada por las diferentes industrias de alimentos.

Figura 3. Frutos de vainilla no beneficiados (a) y frutos beneficiados de

vainilla (b).
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De acuerdo con Dignum et al. (2001) y Odoux (2011), el “beneficiado”
incluye las etapas de marchitamiento que involucra un tratamiento
térmico que interrumpe la maduracién, pero mantiene la actividad
enzimatica del proceso fermentativo; el sudado, que consiste en ciclos de
exposicion de silicuas (fruto capsular) al sol con el uso de contenedores
de madera para resguardar la temperatura y la humedad de las vainas
de vainilla; el secado o tendido de silicua al sol o0 en hornos para prevenir
crecimiento de microorganismos y el acondicionamiento de silicuas en

cajas durante tres a cuatro meses para obtener el aroma caracteristico.

La composicion y la calidad de los frutos curados es variable,
principalmente debido a la cantidad de factores que influyen durante su
procesamiento, asi como también por las condiciones de crecimiento, la
composicion del suelo, la madurez del fruto, entre muchas otras mas. De
forma general, se tiene que los frutos curados, comiunmente llamados
vainas de vainilla, contienen alrededor de 200 componentes volatiles y
semi-volatiles responsables de sus caracteristicas organolépticas. La
vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido), el acido vainillinico (acido-4-
hidroxi-3-metoxibenzoico), el acido 4-hidroxibenzoico y el 4-
hidroxibenzaldehido son los compuestos principales encontrados y su
cuantificacion es un criterio importante para verificar su calidad (Pérez-
Silvia et al., 2006) (Figura 4).

H 0 OH
Ox O, ~OH
\\
e ~ /EHE
0
OH OH 0OH OH
Vainillina 4-hidroxibenzaldehido acido 4-hidroxibenzoico acido vainillinico

Figura 4. Componentes naturales presente en la vainilla responsables de
sus caracteristicas organolépticas.
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Ademas de contener estos compuestos volatiles y semi-volatiles también,
en las vainas de vainilla se encuentran presentes otros grupos de
compuestos quimicos conformados por proteinas, azucares, resinas,
pigmentos, minerales, aceites esenciales y fibra (FAO,2009) y los cuales
han sido reportados por Rao y Ravishankar (2000) (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion quimica de los frutos de vainilla beneficiados (Rao

y Ravishankar, 2000).

Componente Concentracion
(g/kg en base seca)
Vainillina 20
Acido vainillinico 1
Acido 4-hidroxibenzoico 2
4-hidroxibenzaldehido 0.2
Azlcares 250
Lipidos 150
Fibra 150-250
Minerales 60
Agua 350

12



1.2 Importancia del uso de la vainilla a nivel mundial

La vainilla es sin duda una de las materias primas de mayor importancia
en el mercado mundial, y es la segunda especie mas cara después del
azafran. Debido principalmente a sus caracteristicas organolépticas, se
emplea en diversas industrias, que van desde la industria de los
alimentos, la cosmética como también en la farmacéutica, por lo cual, en
las Ultimas décadas el costo por tonelada (ton) producida es elevado,
oscilando entre los 5,262 US $/ton y los 6,528 US $/ton de vaina
beneficiada (Havkin-Frenkel & Belanger, 2007; FAOSTAT, 2016).

2003-2030

) ~ IMPORTACIONES MUNDIALES
12,200 MAS CONSUMO NACIONAL ESTIMADO

10,200 ¢ IMPORTACIONES MUNDIALES
MAS CONSUMO HISTORICO -

8,200 -

6,200

Toneladas

4,200

proouccion if 856.71

2,200 ESTIMADA Ton

PRODUCCION :
HISTORICA :

200

2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016 |
2017
2018
2019
2020
2021
2022
2023
2024
2025
2026
2027
2028
2029
2030

Grafica 1. Consumo internacional-produccion de vainilla.
Fuente: SAGARPA, Planeacion agricola nacional 2017-2030 de la Vainilla

Mexicana.
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El cultivo de la vainilla se ha extendido de tal modo que, entre 1990 y
2000 la produccién mundial ascendi6 a 4,466 toneladas cosechadas en un
total de 38,485 hectareas, los principales productores son: Madagascar,
Indonesia, China y La Union de Comoras, desplazando a México al décimo
primer lugar de produccién contribuyendo con menos del 5% anual, sin
embargo, pese al esfuerzo en el cultivo de la vainilla la demanda sostenida
duplica a la oferta actual de produccion (Grafica 1.) (Anilkumar, 2004;
SAGARPA, 2010; SHCP, 2014).

En la industria alimentaria, el principal uso de los extractos de origen
natural de vainilla es como saborizante en la elaboracién de diversos
productos como lo son los helados, bebidas carbonatadas, productos de
reposteria, chocolates, entre otros, siendo el sabor “vainilla” el mas
popular entre los consumidores (De Jager, Perfetti & Diachenko, 2007;
Sinha et al., 2008; Hernandez-Hernandez, 2011).

Las estimaciones de McCormick & Co., Inc. revelaron que el extracto de
vainilla fue utilizado en gran medida por el sector industrial (75% del
suministro total), seguido por el sector minorista (20%) y el sector de
servicios de alimentos (5%) (Gillette & Hoffman, 1992). Del total de la
aplicacién industrial, el 30% se utilizé en preparaciones de helados, el
17% en bebidas no alcohdlicas, el 11% en bebidas alcohdlicas, el 10% en
yogurt y el 7% restante en productos de panaderia, confiteria, cereales y

productos de tabaco.

Para minimizar los costos y satisfacer la demanda comercial en un 97%
del mercado que depende de la vainilla en las ultimas décadas se ha
optado por el uso de vainilla sintética o artificial obtenida por métodos
quimicos de sintesis o biotecnoldgicos, con precios entre los 11 US $/kg
y 15 US $/kg en contraste con los extractos de vainilla natural que han
alcanzado precios de hasta 1,500 US $/kg hasta 4,000 US $/kg (Ecott,
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2004; Soto-Arenas, 2003; Hernandez-Hernandez, 2011; Paniagua &
Azofeifa, 2014). Aunque la produccidon de vainilla por estos medios es
capaz de satisfacer la demanda anual mundial, tiene serios
inconvenientes. Por un lado, en la comercializacién de los extractos
naturales de vainilla se estan llevando a cabo practicas fraudulentas como
la adulteracidon con vainillina sintética, obtenida a partir de cumarina,
guayacol o eugenol, o con etilvainillina (Figura 5), que se produce también
de manera sintética a partir de safrol o lignina. En segundo lugar, aunque
la etilvainillina es aproximadamente tres o cuatro veces mas potente
como agente saborizante que la vainilla (Moreno-Ley et al., 2019) sus

caracteristicas sensoriales son de menor calidad.

0 OCHy
™ Z
0 0 HO HO
DM
Cumarina etilvainilla guayacol eugenol

Figura 5. Componentes sintéticos presente en vainilla artificial y

componentes usados para la sintesis de vainillina y etilvainillina.

Los extractos de vainilla provenientes de las vainas de vainilla natural
poseen un sabor picante delicado y puro que no puede ser duplicado
exactamente por los productos sintéticos. Por esta razén, y debido a la
oferta limitada, la vainilla natural puede obtener un precio superior, lo
que lleva a numerosos esfuerzos para su adulteracion (Sinha, Sharma &
Sharma, 2009).
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1.3 Normatividad sobre etiquetado y denominaciones de extractos

naturales de vainilla, derivados y sustitutos

La adulteracién consiste basicamente en sustituir o agregar una cierta
cantidad de materias primas y/o compuestos originales por otros
similares, pero mas baratos y de menor calidad (Cortez, 2011). Esta
practica se realiza con el propdsito de lograr mayores ganancias por parte
de los productores aun cuando en ocasiones se pone en riesgo la calidad

y la seguridad alimentaria de los consumidores (Rhodia, 2014).

Otro problema al que se enfrenta los extractos naturales de vainilla se
debe a la poca vigilancia en la regulacién sobre su etiquetado (NOM-030-
SCFI-2006) y el cumplimiento con las disposiciones oficiales mexicanas,
existen muchas marcas que enganan a los consumidores colocando en su
etiquetado la frase “extracto natural de vainilla” y que en lo absoluto lo
son ya que estan elaborados de manera sintética a partir de un material
vegetal completamente diferente, como lo es la lignina, el safrol, el

guayacol y/o el eugenol.

En México las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) son las regulaciones
técnicas de observancia obligatoria expedidas por las dependencias
gubernamentales competentes, como la Secretaria de Economia, la
Secretaria de Salud y la Secretaria de Energia, que establecen las reglas,
especificaciones, atributos, caracteristicas o prescripciones aplicables a
un producto, proceso, instalaciones y etiquetado de diferentes productos
y servicios. Por su parte las normas NOM-139-SCFI-2012, NOM-182-
SCFI-2011 y la NOM-030-SCFI-2006 (DOF, 2006; DOF, 2011; DOF, 2012)
son las encargadas de definir la informacién comercial, el etiquetado y la
denominacion de extracto natural de vainilla, derivados y sustitutos de la

siguiente manera:
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“Extracto natural de vainilla: Solucién alcohdlica de la vaina de
vainilla beneficiada, de color &mbar obtenida mediante diferentes
procesos, tales como la maceracion, la percolacién o filtracidén, entre
otros, puede o no estar concentrado, la concentracion de etanol en
el extracto no debe de ser menor del 35%(v/v) y debe contener,
por lo menos, una UCV (unidad de concentracion de vainilla) que

equivale a un minimo de 0.11 g de vainillina en 100 mL de extracto.

Oleorresinas de vainilla: Son los productos que se obtienen de la
vainilla beneficiada mediante una extraccion con disolventes
elimindndolos total o parcialmente, perdiendo en el proceso,

constituyentes aromaticos.

Saboreador, saborizante o aromatizante natural: Se le conoce asi a
la preparacibn de sustancias o sus mezclas obtenidas
exclusivamente por procesos fisicos, a partir de vegetales o de
materias primas de origen animal en su estado natural o procesadas
por fermentacion de materias lacteas y que son aptas para el

consumo humano.

Saboreador, saborizante o aromatizante sintético-artificial: Se les
conoce asi a las sustancias que no han sido aun identificadas en los
productos naturales procesados o no y que son aptas para consumo

humano.

Vainilla en polvo o polvo vainillado: Se le conoce asi a la mezcla de
frutos beneficiados de vainilla molida u oleorresina de vainilla o
ambas, mezcladas con uno o mas de los siguientes ingredientes:
azucar, dextrosa, lactosa, almidén comestible, sdlidos de jarabe de

maiz o goma de acacia.
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Al igual que en las vainas de vainilla, los extractos deben contener la
misma cantidad de compuestos quimicos responsables de sus
caracteristicas saborizantes en proporciones similares, siendo la vainillina
el de mayor concentracidon. Por ello, determinar el perfil quimico de
compuestos presentes en ellas por medio de una técnica analitica
permitird diferenciar entre los extractos de origen natural y los sintéticos

o artificiales.
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Capitulo 2. Cromatografia

La cromatografia se define como “un método fisico de separacion en el
cual los componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una que
es estacionaria (fase estacionaria), mientras que la otra (la fase movil) se

mueve en una direccion determinada” (IUPAC 1995).

2.1 Técnicas cromatograficas.

Las técnicas cromatograficas se clasifican cominmente indicando el
estado fisico de la fase mévil y la fase estacionaria utilizadas (Harris,
2013). De acuerdo con esta clasificacidn, existen tres grupos de técnicas

cromatograficas (Figura 6):

Cromatografia

i v l

Fluidos Liquidos
supercriticos

] +
| Gas-liquido | | Gas-sdlido |

Figura 6. Clasificacién de acuerdo con su fase movil y estacionaria.

Gases

19



e Cromatografia de gases.
1. Fase estacionaria liquida (GLC)

2. Fase estacionaria solida (GSC)

e Cromatografia de liquidos.

1. Fase estacionaria sélida (LSC)

e Cromatografia de fluidos supercriticos.

2.1.1 Cromatografia de gases (CG)

Es una técnica de separacién en la que se hace pasar el analito en forma
gaseosa a través de la columna, el cual es arrastrado por la fase mévil
constituida por un gas inerte (helio, hidrégeno o nitrégeno) y donde la
fase estacionaria es un sélido (cromatografia gas-sélido) o un liquido no
volatil “sostenido” por un sdlido inerte (cromatografia gas-liquido). Este
tipo de cromatografia siempre se lleva a cabo en una columna
empaquetada o tubular abierta (capilar). Las columnas tubulares abiertas
de silice fundida pueden ser de pared recubierta (GLC), de soporte
recubierto (GLC) y de capa porosa (GSC) (McNair & Miller, 1998).

La CG se encuentra limitada al analisis de muestras que son volatiles por
debajo de 300°C, por lo tanto, los componentes de la muestra (analitos)
son separados unos de otros con base en la diferencia de la volatilidad de
los solutos y en la distinta capacidad de interaccién de estos con la fase

estacionaria (Harris, 2013).

La CG es considerada mas eficiente que HPLC debido a que se requiere

una menor cantidad de muestra para poder ser analizada (inclusive en
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cantidades de trazas en ppb), y la elevada cantidad de platos (N) que se
tienen cuando se utilizan columnas tubulares abiertas (capilares), lo cual
se refleja en una mejor separacién (McNair & Miller, 1998; Snyder, 2010)

aun cuando se tiene una resolucion limitada.

2.1.2 Cromatografia de liquidos (CL)

La cromatografia de liquidos una técnica de separacidon en la que la fase
movil es un liquido que pasa a través de una fase estacionaria, sélida.
Esta forma de cromatografia puede realizarse con diferentes arreglos
experimentales, por ejemplo, utilizando columnas empaquetadas de

acero inoxidable (Harris, 2013).

Hoy dia, la cromatografia de liquidos se denomina cromatografia de
liguidos de alta eficacia (o alta presién), y con el acrénimo HPLC (por sus
siglas en inglés), en la cual se hace pasar mediante una bomba un
disolvente a alta presion a través de una columna tubular empaquetada
gue contiene particulas porosas muy pequenas de fase estacionaria de un
didmetro de 3 y 10 pm. Cuanto menor es el tamano de particula, mas
eficaz es la columna. Lo mas comun es utilizar particulas microporosas de
silice pura o entrelazada dependiendo del mecanismo de separacion.
Ademas, es la mas utilizada, debido a que se caracteriza por su sencillez,
alta sensibilidad, precision y selectividad (Rubinson & Rubinson, 2001;
Sinha et al, 2008; Harris, 2013), y por tener una amplia gama de

equipamiento en fases estacionarias (Snyder, 2010).

2.1.3. Cromatografia de fluidos supercriticos

La cromatografia de fluidos supercriticos (CFS) es una forma de

cromatografia de fase normal que se utiliza para el analisis y purificaciéon
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de moléculas de bajo a moderado peso molecular, se caracteriza por una
mayor resolucion y rapidez, en relacidon con la cromatografia de liquidos.
Los principios y la instrumentacién son similares a los de la técnica de
HPLC con columnas empaquetadas o con columnas tubulares abiertas,
semejantes a las que se utilizan en cromatografia de gases, sin embargo,
en la CFS tipicamente se utilizan fluidos supercriticos como fase movil
(Harris, 2013), generalmente CO> porque es compatible con el detector

de ionizacién de llama, ademas de no ser téxico.

2.2 Clasificacion segin el mecanismo de separacion

Como se ha mencionado, la cromatografia se divide en varias categorias
en funcion del mecanismo de interaccion del soluto con la fase
estacionaria: adsorciéon (fase normal e inversa), absorcion (fase
quimicamente unida normal e inversa), intercambio idnico, exclusion

molecular (filtracién en gel) y cromatografia de afinidad (Figura 7).

2.2.1 Cromatografia de adsorcion

La separacion se basa en la retencidn de los componentes en el fluido
sobre la superficie del material sélido, durante un tiempo corto, pero
suficiente para que se establezca el equilibrio dinamico entre la fase
adsorbida (moléculas adsorbidas) y el resto del fluido (moléculas no
adsorbidas) usando una fase estacionaria sdélida y una fase moévil liquida
0 gaseosa (Harris, 2013). Cuanto mas fuertemente se adsorbe un soluto,

mas lentamente atravesara la columna.
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2.2.2 Cromatografia de absorcion o reparto

Esta técnica utiliza una fase estacionaria liquida, en forma de una fina
pelicula de alto punto de ebullicion sobre la superficie de un soporte
solido. Durante la separacion el soluto se encuentra en equilibrio entre el

liquido estacionario y la fase mévil (McNair & Miller, 1998).

1. Cromatografia en fase normal (CFN)
Es un procedimiento utilizado en cromatografia de liquidos, que se
caracteriza por usar una fase estacionaria de caracter polar, tal
como la silice pura o alimina, y un disolvente no polar. Un

disolvente mas polar tiene una fuerza mayor.

En la actualidad esta técnica ha sido desplazada principalmente
debido a las caracteristicas y ventajas que ofrece la CFR para
realizar analisis quimico. Actualmente, la CFN es util principalmente
para a separacion de isdmeros, la purificacién de muestras para su
posterior analisis por CFR, y ocasionalmente el analisis de muestras
muy polares que estan pobremente retenidas y separadas por CFR
(Rubinson & Rubinson, 2001; Harris, 2013).

2. Cromatografia de fase inversa (CFR)
Es la técnica mas utilizada en cromatografia de liquidos, se
caracteriza porque la fase estacionaria es no polar o débilmente
polar, tal como la silice entrelazada con cadenas de ODS (C18) o
cualquier otro polimero no polar, como las particulas de fenilo, y un
disolvente mas polar. En contraste a la fase normal, un disolvente

menos polar tiene una fuerza mayor.

Las separaciones por CFR suelen ser muy convenientes y versatiles,
por lo que se emplea en la mayoria de las separaciones de
compuestos organicos. Las columnas también tienden a ser mas
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eficientes y reproducibles, y estan disponibles en una gama mas
amplia que incluyen dimensiones de columna, tamafo de particula
y tipo de fase estacionaria (C1-C30, fenilo, ciano.) Una ventaja
adicional de CFR es el equilibrio rapido de la columna después de
un cambio en la fase moévil, o entre corridas cuando se usa elucidn
de gradiente. (Snyder, 2010; Harris, 2013).

2.2.3 Cromatografia de intercambio i6nico

Se basa en la atraccion entre los iones del soluto y los centros cargados
gue se encuentran unidos covalentemente en la fase estacionaria. Los
intercambiadores anidnicos, grupos cargados positivamente en la fase
estacionaria atraen a los aniones del soluto. Los intercambiadores
cationicos contienen puntos cargados negativamente en la fase
estacionaria, que atraen a los cationes del soluto, es decir, las resinas de
intercambio anidnico soélo pueden fijar a los aniones y las resinas de
intercambio catidnico sélo a cationes (Harris, 2013). Los intercambiadores
idnicos fijan mas rapidamente a los iones de mayor carga, menor radio y

mayor polarizabilidad (Snyder, 2010).

2.2.4 Cromatografia de exclusion

También llamada cromatografia de filtracién por gel o permeacidn por gel,
esta técnica se basa fundamentalmente en efectos de exclusién, tales
como diferencias en el tamafio de las moléculas. Las moléculas se separan
segun su tamafo y peso molecular. Las moléculas de menor tamafo
penetran en los poros pequenos de la fase estacionaria pero no lo hacen
asi las moléculas grandes, debido a que las moléculas pequenas tienen
que recorrer un volumen mayor antes de abandonar la columna, las

moléculas grandes son las primeras que eluyen. La fase estacionaria es
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comunmente estireno con 8% de divinilbenceno (DVB) con diametros de
poro de 80, 100, 150, 300, 500 0 1000 A (Rubinson & Rubinson, 2001;
Harris, 2013). A diferencia de otras formas de cromatografia, no hay
interaccién atractiva entre la “fase estacionaria” y el soluto en el caso

ideal de una exclusion molecular.

2.2.5 Cromatografia de afinidad

Esta técnica es considerada la de mayor selectividad, emplea
interacciones especificas, no covalentes, entre una clase de moléculas de
soluto y una segunda molécula que estd unida covalentemente
(inmovilizada) en la fase estacionaria (Harris, 2013), con lo que se
consigue aislar un Unico compuesto de una mezcla compleja. Una vez que
gueda retenido sélo el soluto de interés, éste se eluye cambiando las
condiciones, como el pH o la fuerza idnica. La cromatografia de afinidad
es especialmente aplicable en bioquimica, y se basa en interacciones
especificas entre enzimas y sustratos, anticuerpos y antigenos o entre

receptores y hormonas.
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Figura 7. Ilustracion grafica de los diferentes mecanismos de
separacion.
Fuente: Harris, 2013. Capitulo 23 “Introduccién a las separaciones

analiticas” p. 555.
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Capitulo 3. Teoria de cromatografia

3.1 Separacion

El proceso cromatografico esta dividido en cuatro etapas: inyeccion,
separacion, elucién y deteccion. En un sistema cromatografico los
componentes de una mezcla son separados, dentro de la columna, debido
a que estos migran a través de la fase estacionaria a velocidades
diferentes de acuerdo con el equilibrio de distribucion (constante de
distribucién, K), provocado principalmente por la solubilidad de los solutos
en la fase estacionaria y por sus fuerzas intermoleculares. La Figura 8
ilustra el proceso de una separacidn cromatografica (Rubinson &
Rubinson, 2001). La concentracion de cada componente eluido es
registrado por el detector y es proporcional al tamafio del pico o el area
registrada en el cromatograma.

Entrada de flujo Entrada de flujo Entrada de flujo Entrada de flujo Entrada de flujo

| } { | }

bbb b

Tiempo

Figura 8. Representacién esquematica de una separacién cromatografica

de una mezcla que contiene dos solutos de interés.
Fuente: Rubinson & Rubinson, 2001. Capitulo 13, p. 584.
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3.2 Equipo para cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC)

Los componentes esenciales de un sistema cromatografico de HPLC se
muestran en la Figura 9. La fase moévil se extrae de un depdsito
denominado reservorio y de ahi pasa a una bomba, que controla el caudal
y genera suficiente presion para conducir la fase movil a través de la
columna. Se usa un inyector o inyector automatico para colocar la
muestra en la columna sin detener el flujo de la bomba. La separacion
tiene lugar en la columna, que generalmente reside dentro de un horno
de columna. El detector responde a los cambios en la concentracién de
analito durante la ejecucién. Un sistema de datos monitorea la salida del
detector y proporciona procesamiento de datos para la salida de datos
tanto grafica como tabular. Un controlador del sistema (a menudo
combinado con el sistema de datos) dirige las funciones de los distintos
modulos. La mayoria de los métodos analiticos se basan en la deteccion
UV, pero muchos otros detectores estdn disponibles para aplicaciones

especializadas.

Bomba
Auto muestreador

Columna
Reservorio

Horno

Detector

Datos del sistema r

Figura 9. Diagrama de un sistema cromatografico de HPLC.

Fuente: Snyder 2010. Capitulo 3. “Equipo” p. 89.
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3.2.1 Reservorio

El reservorio de la fase mdvil es la parte mas simple pero esencial de un
sistema cromatografico de HPLC, es la encargada de contener la fase
movil que serd empleada para el analisis cromatografico. La gran mayoria
de los reservorios son elaborados a partir de vidrio, un material
considerado inerte para cualquier disolvente utilizado, sin embargo,
algunas aplicaciones de las técnicas cromatograficas, tales como la
determinacion de iones Na*t por cromatografia idnica se requiere de un

sistema libre de vidrio (Snyder, 2010).

3.2.2 Sistema de bombeo

Este sistema emplea el uso de una bomba la cual se encarga de impulsar
la fase movil desde el reservorio, haciéndolo pasar por el sistema de

inyeccion y a través de la columna.

Los tipos de bombas que se pueden encontrar son: Reciprocas de presién
constante y bombas de jeringa (consideradas de poca utilidad e

importancia) (Snyder, 2010).

Valvula de salida
- de muelle o——

| ‘ L..__A f J [y
| — O \ =1l
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entrada activa | Amortiguador
e |
L jl’."‘w i
| }J L 1
| ‘I - T— Agua de
= ‘ | refrigeracién
1 |68 J
Ol =
| -—
Filtro d ‘* - l‘\\?\
iitro de | J & :—&'
aspiracion | ) 1 \,‘*
‘ = - 3
\ : IQ Embolo de 50 uL
Depésito de  Embolo de 100 uL de volumen

disolvente de volumen

Figura 10. Representacion esquematica de una bomba reciproca.
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En la Figura 10 se muestra una bomba reciproca de presion constante que
trabaja a altas presiones (6000 psi), similar a la que posee el equipo de
HPLC utilizado para realizar el analisis. El disolvente se introduce a través
de una valvula electrénica, sincronizada con el movimiento de uno de los
pistones. La valvula de salida mantiene constante la presién de salida
evitando que se formen burbujas del disolvente, de manera resumida,
mientras el piston grande aspira la fase movil, el piston pequefio lo

introduce al inyector y a la columna (Harris, 2013).

3.2.3 Inyector

La introduccion de la muestra en la columna requiere que la cantidad de
muestra a introducir sea rapida y sin necesidad de interrumpir el flujo

constante de la fase mavil a través del sistema cromatografico.

La valvula de inyeccidn, que se observa en la Figura 11. Se utiliza una
jeringa, en la posicion de “carga”, para lavar y llenar el bucle con nueva
muestra a la presién atmosférica. El liquido que procede de la bomba a
alta presion pasa por el segmento de valvula situado en la parte inferior
izquierda. Cuando la valvula gira 60° en sentido contrario a las agujas del
reloj, el contenido del bucle de muestra es inyectado a alta presion en la

columna (Harris, 2013).

Hoy en dia muy rara vez se hace uso de la inyeccién manual, tan solo
estd orientada para algunas separaciones preparativas y para
capacitacion del operador del equipo. Pero para el analisis quimico que a
menudo involucra cientos de muestras por dia, la inyeccién de muestras
debe ser precisa, exacta y automatica. Para tales aplicaciones se hace
empleo de un auto muestreador (inyector automatizado) el cual recaba
todas las caracteristicas antes mencionadas (Snyder, 2010; Harris,
2013).
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Figura 11. Valvula de inyeccién usada en HPLC. Posicion de carga (a) y
posicion de inyeccién (b).

Fuente: Harris, 2013. Capitulo 25 “cromatografia de liquidos” p. 622.

3.2.4 Columna
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Figura 12. Columna de HPLC.
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A un menor tamafo de particula la eficiencia de la separaciéon aumenta al
tener mayor cantidad de numero de platos teoricos debido a que se
disminuye el ensanchamiento de las bandas, en la Grafica 2 se puede
observar de una mejor manera la relacién de la disminucién de la

eficiencia debido al tamano de particula contenida en la columna.
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Gréfica 2. Eficiencia de la columna como funcidon del tamafo de
particula. Muestra: Naftaleno. Condiciones: 50x4.6mm, columna Cis;
Fase moévil 60% acetonitrilo-agua; 23°C.

Fuente: Snyder 2010. Capitulo 5. “La columna” p. 207.

3.2.5 Fase estacionaria

El soporte mas comun utilizada como fase estacionaria en HPLC son
particulas micro porosas esféricas de silice muy pura. La superficie de la
silice tiene hasta 8 pmoles de grupos silanol (Si-OH) por metro cuadrado.
La Figura 13 muestra a representacion esquematica de la estructura de

gel de silice que conforma los soportes de la fase estacionaria.
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Figura 13. Esquema de la estructura de silice.

Fuente: Harris, 2013. Capitulo 25 “cromatografia de liquidos” p. 611.

La silice pura se puede utilizar como fase estacionaria en cromatografia
de adsorcion. En la cromatografia de reparto (de fase quimicamente
unida) se lleva a cabo con fase estacionaria enlazada covalentemente a
la silice, mediante reacciones tales como las que se muestran en la Figura
14.

2 CH, 2 CH,
k) | HCI rf. . l
AN Si—OH + CISi—R — A Si—0—Si—R
S | S|
c CH, e CH,
] )
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2 4 JHC o \
> b CLSIR, —== . ’SIR_,
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2 :
)
Superficie

de la silice
Figura 14. Sintesis para obtencidon de fases enlazadas covalentemente
con soporte de silice.
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3.2.6 Detector

Un detector ideal, de cualquier tipo que sea, debe ser sensible a pequefias
concentraciones de analito, dar una respuesta lineal y no ensanchar los
picos del cromatograma. No debe ser sensible a variaciones de
temperatura y de la composicion del disolvente. El detector mas comun
en HPLC es el detector de ultravioleta debido a que muchos solutos

absorben luz ultravioleta.

Red
holografica
coéncava

S

Célula de flujo
de muestra
7

/' Abertura de la
referencia

Cortador de haz

Filas de
fotodiodos

Lampara de e
deuterio

Figura 15. Detector de UV de arreglo de diodos para HPLC.
Fuente: Harris, 2013. Capitulo 25 “cromatografia de liquidos” p. 624.

En la Figura 15 se muestra el sistema de detector UV, el cual utiliza una
fila de fotodiodos para registrar todo el espectro de cualquier soluto que
pasa por el detector. Una fila de fotodiodos se usa para registrar el
espectro completo de UV de cada pico a medida que se eluye. De este
modo es posible determinar qué compuesto corresponde a cada pico. La
absorbancia de la muestra se determina midiendo la intensidad de la luz

que llega el fotodiodo sin la muestra (una referencia en blanco) y

34



comparandolo con la intensidad de la luz que llega al detector después de

pasar a través de la muestra.

3.3 Parametros cromatograficos

Un parametro es una cantidad que puede tener distintos valores y que
caracteriza un proceso, una operacion o un resultado. Se puede
parametrizar la forma, la posicién y la resolucion de las bandas de una
cromatografia. Estos parametros se pueden correlacionar con factores
quimicos o procesos moleculares que tienen lugar durante las
separaciones (Rubinson & Rubinson, 2001). Entre los principales
parametros que describen el proceso cromatografico son el tiempo
muerto (tm), el tiempo de retencién de cada analito (tr), ancho del pico
(W), el factor de capacidad (k’), la selectividad (a), la resolucién (R) y el
nimero de platos (N). De esta manera se puede entender como la
separacién es afectada por las diferentes condiciones experimentales: la

columna, disolvente, temperatura, el flujo, etc.

La Tabla 2 resume los efectos que se pueden generar con los principales
parametros cromatograficos (capacidad k’, selectividad a y numero de
platos N) cuando las condiciones experimentales se modifican. De esta
manera, se busca encontrar las condiciones para mejorar las separaciones

cromatogréaficas.

En la Tabla 2 se indica con ++ un efecto mayor; con +, un efecto menor;
con -, un efecto relativamente pequefio; con 0, sin efecto alguno; y los
simbolos en negritas indican las condiciones que se utilizan y recomiendan

para controlar k’, a o N, de manera respectiva.
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Tabla 2. Efectos en los parametros a, k' y N al modificar las diferentes

condiciones experimentales involucradas en la separacion.

Condicion k’ a N

%B ++ + -

B-disolvente (ACN, MetOH, etc.) + ++ -
Temperatura + + +

Tipo de columna (C18, fenilo, etc.) + ++ -
pH en fase movil? ++ ++ +
Concentracion del buffer? + + -
Longitud de la columna 0 0 ++
Tamano de particula 0 0 ++
Velocidad del flujo 0 0 +
Presion - - +

Un cromatograma es un grafico de la respuesta del detector, pudiendo
ser la concentracion del analito u otra cantidad usada como una medida
a lo largo de un cierto tiempo o volumen inyectado. Tan soélo de la
observacién del cromatograma (Figura 9) podemos deducir algunas de las
caracteristicas de una separacién cromatografica, en primer lugar, se
obtendra un analisis cualitativo del nimero de componentes que se
encuentran presentes en la muestra y que son de interés. En segundo
lugar, la presencia de una buena resolucion (R), esto se observa cuando
en el grafico las bandas alcanzan la linea base sin estar sobrepuestos, que
indica que cada componente pasa suficiente tiempo interaccionando con
la fase estacionaria (conocido como factor de capacidad k'), y por ende
una mejor selectividad (distancia entre dos bandas) obteniendo de esta
manera una mejor eficiencia en la separaciéon (Agilent, 2011; Harris,
2013).
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Figura 16. Cromatograma hipotético que indica los parametros utilizados
para la caracterizacién de un cromatograma.
Fuente: Rubinson & Rubinson, 2001. Capitulo 13, p. 589.

La Figura 16. da la informacidon de los parametros cromatografico como
lo es el tiempo de retencién, tiempo muerto y ancho del pico, a
continuacién, se dan algunas definiciones concretas sobre estos

parametros.

Tiempo muerto (tm): Es el tiempo que se tarda un soluto sin interactuar

con ella desde el punto de inyeccidn y hasta el detector.

Tiempo de retencién (tr): Es el tiempo en el que eluye cada soluto (analito

de interés).

Tiempo de retencién ajustado (tr’): Es el tiempo efectivo en el que un
soluto permanece en la fase estacionaria. Se calcula como la diferencia
entre el tiempo de retencién de un soluto de interés y el tiempo muerto
(tr'= tr — tm).
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Ancho del pico en la base (W;): medida entre los cortes de las tangentes

trazadas en los flancos de mayor pendiente de un pico eluido. (Rubinson
& Rubinson, 2001).

Estos parametros son suficientes para caracterizar la calidad de una
buena separacion experimental. No obstante, para caracterizar los picos
es mas comun el uso otras cantidades derivadas de los parametros

anterior mencionados.

3.3.1 Factor de capacidad

La medida de la retencion de un soluto en la columna es llamado factor
de capacidad (k’), mientras mas tiempo permanece un componente en la

columna, mayor es su factor de capacidad (Ecuacion 1) (Harris, 2013).

El valor éptimo del factor de capacidad esta entre un rango de 2 a 10, ya
que a valores de k’<2 existe poca retencion del analito, y valores de k’>10

significan mayores tiempos de elucion.

k =& M Ecuacién 1

3.3.2 Selectividad

La capacidad de separar dos componentes es la selectividad de una
columna, esta se encuentra dada por el cociente de sus tiempos de
retencion ajustados (tr’) (Ecuacidén 2). Cuando mayor es la selectividad,
mayor es la separacién entre los dos componentes. La selectividad es
independiente del caudal (Rubinson & Rubinson, 2001; Harris, 2013).
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= Ecuacion 2

3.3.3 Eficacia de separacion

Dos factores determinan el grado con el que se pueden separar los
compuestos por cromatografia. Uno es la diferencia de tiempos de elucién
de los respectivos picos; cuanto mas distantes sean, mejor sera la
separacion (Agilent, 2011; Harris, 2013). El otro factor es la anchura de

los picos; cuanto mas ancho sean, peor sera la separacion.

3.3.4 Numero de platos

Es el parametro que cuantifica la eficiencia de la columna y que es usada
para comparar el desempefo de diferentes columnas para obtener bandas
estrechas (Agilent, 2011). Esta propiedad puede obtenerse de las
caracteristicas de una banda individual, pero no todas las bandas
individuales poseen el mismo valor; por lo tanto, N es una medida del

ensanchamiento de banda por unidad de tiempo (Ecuacion 3).

V.. \2 2 \2
N = ( R') = (E) = 16(&) Ecuacién 3
o. . w.

!

3.3.5 Altura de plato

La altura de plato es la constante de proporcionalidad entre la varianza
(a?) de la banda y la distancia que ha recorrido (x). El nombre esta
tomado de la teoria de destilacidén, que la separacion se lleva a cabo en
pasos discretos llamados platos. La altura de plato también se llama altura

equivalente a un plato tedrico (HEPT). En cromatografia no existen
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“platos” fisicos, de manera que se debe considerar la altura de plato como
un término que relaciona la anchura de una banda con la distancia que ha
recorrido a través de la columna. Cuanto mas pequefia es la altura de
plato, mas estrecha es la banda por lo tanto una columna eficaz tiene
mayor numero de platos tedricos (Ecuacion 4). (Rubinson & Rubinson,
2001).

L LW
H = (—

— = ) Ecuacion 4
N 16\t

3.3.6. Resolucion

La resolucion describe la capacidad de una columna para separar dos
compuestos (picos cromatograficos de interés) y por lo cual es
considerada una medida cuantitativa. En analisis cuantitativos es muy
conveniente que la resolucion sea > 1.5. Cuando mayor es la resolucion,
mejor es la separacion entre dos picos, asi mismo se ve afectada por
parametros: numero de platos (N), la selectividad (a) y el factor de
capacidad (K’) (Agilent, 2011; Harris, 2013) (Ecuacion 5).

R\:i\/’ﬁ(alﬂ & ) Ecuacién 5

a+ 1/\1+k,
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Capitulo 4. Tratamiento de muestras.

4.1 Preparacion de muestras para su analisis

Es el conjunto de pasos necesarios para convertir una muestra
representativa (bruta), en una forma adecuada para poderla analizar. La

Figura 17. indica el diagrama de flujo para la preparacién de una muestra.

La preparacion de muestras involucra su transformaciéon en una forma
mas adecuada para su andlisis; puede comprender etapas como la
disolucion de muestra, la extraccidn de la sustancia que se desea analizar
(analito) de una matriz compleja, la concentracidon de un analito diluido,
la eliminacidon o enmascaramiento de una especie que interfiera en el
analisis o la transformacién quimica del analito para facilitar su deteccion

(derivatizacion) (Harris, 2013).
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h 4
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i{ Preparacion de
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A 4

Muestra homogenea
para el laboratorio

Alicuota Alicuota

Figura 17. Diagrama de flujo de analisis quimico donde se involucra la
preparacién de muestras.
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Para analisis cromatograficos generalmente las muestras se disuelven. Es
importante disolver todo el material de partida, con el fin de recuperar la
totalidad del analito y que la muestra sea homogénea. Las muestras
sensibles al calor o a la luz se deben guardar en un ambiente protegido,

por ejemplo, aquellos libres de humedad, presion o luz.

4.2 Extraccion por maceracion

En este tipo de extraccion la muestra se trata con un disolvente que
disuelva él o los analitos de interés, sin descomponerlos, aunque no se

disuelva necesariamente toda la muestra.

La maceracién es un proceso de extraccién sdlido-liquido. La materia
prima posee una serie de compuestos solubles en el liquido utilizado para
la extraccién. La maceracion se fundamenta en la difusién libre del analito
sobre la matriz de la muestra debidamente subdividida o cortadas y que
contiene el analito, dicha difusidén se realiza a temperatura ambiente, lo
que genera dos productos que pueden ser empleados dependiendo de las
necesidades de uso, el sdlido ausente de esencias y el extracto. Es un
método convencional muy comuUn porque es simple y econdmico. La
naturaleza de los compuestos extraidos depende de la materia empleada,
asi como del disolvente de extraccion utilizado, este es el procedimiento
que generalmente se emplea en la industria. (Rubinson & Rubinson,
2001; Harris, 2013).
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Capitulo 5. La Evaluacion Sensorial

La evaluacion sensorial es la disciplina cientifica que permite evocar,
medir, analizar, interpretar las reacciones a aquellas caracteristicas de los
alimentos y materiales como son percibidas por los sentidos: vista, olfato,
gusto, tacto, temperatura, etc. (IFT, 1975). Uno de los principales
objetivos de la evaluacién sensorial es el entendimiento del papel que
juegan las caracteristicas sensoriales de un producto en la experiencia
sensorial de consumo y, por ende, en la aceptacién o rechazo de ese

producto (Severiano et al., 2016).

El disefio o interpretacion correcta de los resultados de la evaluacion
sensorial, requiere del conocimiento de los aspectos psicoldgicos vy
fisioldgicos de los jueces humanos, que se definen como un mecanismo
nervioso complejo, que empieza en un aparato receptor externo y termina
en la corteza cerebral (Manfugas 2007). Los jueces son considerados
como “el instrumento empleado en la evaluacidon sensorial”, los cuales
estan capacitados para evaluar mediante los sentidos caracteristicas
como el sabor, el olor, la textura, o el aspecto de un producto (Ibahez &
Barcina 2001).

5.1 Percepcion y propiedades sensoriales

Los analizadores reciben los estimulos del mundo exterior, los transmiten
a través de un nervio conductor y los transforman en sensaciones, las que
se interpretan e integran con otras sensaciones y experiencias anteriores
para conformar la percepcidon. Las caracteristicas organolépticas de los
alimentos constituyen el conjunto de estimulos que interactian con los
receptores de los érganos de los sentidos del juez evaluador. El receptor

transforma la energia que actia sobre él, en un proceso nervioso que se
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transmite a través de los nervios hasta los sectores corticales del cerebro,
donde se producen sensaciones como el color, la forma, el tamafo, el

aroma, la textura y el sabor (Manfugas 2007).

La percepcion es la respuesta ante las caracteristicas organolépticas, es
el reflejo de la realidad, que pudiera ser mas o menos objetiva, en funcion
de la aplicacién o no de técnicas correctas de evaluacion. Cada sentido
resulta ser el instrumento que proporciona una informacion valiosa y
especifica acerca de los mismos. Existen algunos términos universales
para la clasificacién de los atributos sensoriales de los alimentos y otros
particulares para areas especificas. Las propiedades sensoriales son los
atributos de los alimentos que se detectan por medio de los sentidos y
son, por tanto, la apariencia, el olor, el aroma, el gusto y las propiedades
quinestésicas o texturales. (Varela & Ares, 2012). Cada dérgano receptor
esta especializado en recibir una sola una clase de estimulo. Existen seis
clases de estos: mecanicos, térmicos, luminosos, acusticos, quimicos y
eléctricos. Cada uno de ellos dara lugar a una sensacion que vendra
caracterizada por su calidad, intensidad, duracién y por la sensacion de

agrado o rechazo (Hough & Fisman et al., 2005).

5.2. Métodos sensoriales.

Los métodos sensoriales, en forma general, pueden ser clasificados en
dos grupos: métodos afectivos y métodos analiticos (Stone & Sidel,
2004).

Los métodos afectivos evallan la respuesta que provoca el producto en
el consumidor (gusto o aceptacién), y tienen como objetivo poner en
evidencia las preferencias de los consumidores al producto objeto de
estudio (Carpenter & Lyon, 2002).
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Los métodos analiticos evallan las caracteristicas de los alimentos y
permiten medir la cantidad y calidad de los estimulos percibidos; para ello
se utilizan jueces que han sido seleccionados y entrenados previamente
(Manfugas, 2007; Garcia, 2012). Dentro de este tipo de métodos se

encuentran las pruebas discriminativas y descriptivas.

Las pruebas discriminativas permiten diferenciar entre dos muestras y
determinar si las muestras son perceptiblemente diferentes o si son
suficientemente similares para ser utilizadas indistintamente. Existen
diferentes pruebas discriminativas, entre las mas utilizadas se encuentran
la comparacion por Pares, la Prueba Triangular, la Prueba Duo-Trio, la
Prueba A o no A, la Prueba Diferente del Control, la Prueba Secuencial
(Severiano, et al., 2016).

Las descriptivas permiten cuantificar las caracteristicas de un producto.
Entre los métodos mas utilizados son el Método de Perfil de sabor, Perfil
de textura, Andlisis Cuantitativo Descriptivo QDA®, Método Spectrum™,

Métodos rapido como el Perfil Flash, entre otros (Carmona, 2003).

5.3 Perfil Flash (Flash Profile)

Dentro de las técnicas de caracterizacion sensorial que existen hoy en dia,
se encuentra el Perfil Flash (Dairou & Siefferman, 2002), que resulta de
la combinacién del Perfil de Libre Eleccion y de una Evaluacién Sensorial
Comparativa, basada en la presentacion simultanea de los productos
estudiados. La presentaciéon simultdnea de los productos permite una
mayor discriminacién entre estos, ya que las personas o jueces que
realizan la prueba describen los productos y escogen sus propios términos
para evaluarlos (Williams & Langron, 1984). Los datos obtenidos pueden

ser analizados por técnicas estadisticas univariadas, como el analisis de
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varianza (ANOVA), y por técnicas estadisticas multidimensionales, como
el Analisis de Componentes Principales (ACP), la Clasificacion Jerarquica
Ascendente (CJA) y el Analisis Generalizado Procrusteno o de Procrustes
(AGP) (Gower, 1975), siendo este ultimo el que elimina las diversas
fuentes de variacién entre los sujetos, asi como el uso de las diferentes

partes de la escala (Damasio, 1999).

La elaboracion del Perfil Flash modificada con jueces entrenados es un
método adecuado ya que puede producir perfiles sensoriales de una forma
mas rapida, pero con un consenso similar a un perfil convencional, como
el Andlisis descriptivo cuantitativo (QDA) (Moussaoui y Varela, 2010;
Albert et al., 2011; Hough & Fiszman, 2011; Varela & Ares, 2012;
Vakevainen et al., 2020).
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Capitulo 6. Desarrollo experimental

6.1 Metodologia

En la Figura 18 se muestra el esquema de bloques donde se resume la
estrategia experimental empleada para la identificacidon y cuantificacidén

analitica de los componentes de los extractos de vainilla mediante HPLC.

Vainas de
vainilla 8 estandares
Extraccion
solido-liquido Muestras ! Acetonitrilo
Etanol-agua k ‘ Disoluciones |«§------
os% > Muestr:l:.:;glvente comerciales 1210 ppm Grado HPLC
AzEEnE Homogeneizar Inyeccion por
membrana de 9 ytri Iicadg
nylon P
i
i
L___.p| Dilucion 1:10 |g__: Inyeccion por
Con etanol-agua triplicado
En equipo
HPLC
Inyeccion por
triplicado Cf.g"a C.k.e ...... 1
En equipo calibracién :
HPLC H
: ! :
i
' Identificacion y i A4
e » cuantificacionde | g 1 L
componentes Determinacion
delDyLC
e )
1] 1
: 1
H H
A 4 \ 4
Perfil de Perfil de
componentes en componentes en
vainas de vainilla muestras
comerciales

Determinacion de
extractos adulterados

lAceptacion y/o rechazo
de la hipétesis
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Figura 18. Esquema de bloques de la estrategia experimental.
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Figura 19. Esquema de bloques de la estrategia del analisis sensorial
aplicado a las muestras.

La Figura 19 muestra el esquema de bloques para la aplicacion del analisis
sensorial y su correlacidon con el analisis cromatografico de las muestras.

A continuacidén, se describe a detalle la metodologia empleada.

6.2 Muestras empleadas en el estudio

La muestra empleada en el estudio consistié en un total de 14 vainas de
vainilla beneficiadas de la especie V. planifolia de la regién de Papantla,
Veracruz, y en 13 muestras de distintas marcas comerciales de extractos
y saborizantes tanto naturales como artificiales de vainilla segun lo

declarado en su etiqueta. En la Figura 20 se indica la forma en la que se
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comercializan algunas vainas de \vainillas adquiridas para |la
experimentacion y en la Figura 21 se observa la presentacién de algunas
muestras comerciales. Las muestras comerciales se eligieron en funcién
al objetivo: tener extractos que declarasen de manera explicita en su

etiquetado ser ya sea artificiales o naturales.

g\ ’\?

Figura 20. Presentaciéon comercial de vainas de vainillas adquiridas

Figura 21. Muestras comerciales.

Para cada muestra comercial se registré el nombre completo de la marca
o nombre del producto, lote, denominaciéon y lugar de elaboracién del
producto o procedencia; se adquirieron cuatro muestras que declaran ser
“saborizante sintético”, cinco “saborizante natural” y cuatro muestras
“extracto natural de vainilla”, de acuerdo con lo que se declara en la parte
principal de su etiquetado. Dichas especificaciones se indican con mayor

detalle en la Tabla 3.
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Tabla 3. Especificaciones en el etiquetado de muestras comerciales.

Lugar de elaboracion o

Marca Lote Denominacion
procedencia
La Anita® 223911]2 Saborizante artificial Mérida, Yucatan, México.
Vainilla Molina® 059/19 Saborizante artificial Zapopan, Jalisco, México.
Vainilla Molina® 1770/18 Saborizante natural Zapopan, Jalisco, México.
SweetlLeaf® 190323 Saborizante natural 1203W, San Pedro St, EUA.
Zanilli® No especifica Saborizante natural Santa Catarina, NL, México.
Mamima® 19058 Saborizante natural Mérida, Yucatan, México.
Pasa® 11/190368 Extracto de vainilla natural No especifica
Pasa® 3/190368 Saborizante natural Naucalpan, Edo de Mex., México.
LOL-TUN® 60619 Saborizante artificial Santa Martha, CDMX, México.
Altea® 270619 Saborizante artificial Las cumbres, NL, México.

Pro-Gourmet®

Cosecha 2017-2018

Extracto de vainilla natural

Asturias, CDMX, México.

Bankey Cake®

No especifica

Extracto de vainilla natural

9300 Allen, Road West, EUA.

The mexican

vainilla®

VP091117VA100000-2

Extracto de vainilla natural

Tuxpan, Veracruz, México.
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6.3 Reactivos y disolventes

Acetonitrilo grado HPLC, marca J.T. Baker®, Estados Unidos.
Alcohol metilico grado HPLC, marca J.T. Baker®, Estados Unidos.
Acido trifluoroacético grado HPLC, marca J.T. Baker®, Estados
Unidos.

Agua destilada y desionizada para HPLC.

Alcohol etilico grado HPLC, marca J.T. Baker®, lote B592403,
Estados Unidos.

Estandar de vainillina, marca Sigma-Aldrich®, lote #MKCD2565.
Estandar de acido 4-hidroxibenzoico, marca Sigma-Aldrich®, lote
#BCBW4816.

Estandar de 4acido vainillinico, marca Sigma-Aldrich®, lote
#BCBX5623.

Estandar de 4-hidroxibenzaldehido, marca Sigma-Aldrich®, lote
#BCBT6626.

Estandar de cumarina, guayacol, marca Sigma-Aldrich®, lote
#SLB55147.

Estandar de eugenol, marca Sigma-Aldrich®, lote #STBG9481.
Estandar de etilvainillina, marca Sigma-Aldrich®, lote #LRAA9066.

Todos los estandares utilizados corresponden a la marca Sigma-Aldrich®,

Estados Unidos, con 99% de pureza.

6.4 Seleccion de compuestos a analizar

De los ocho estandares empleados, cuatro de ellos son compuestos

naturales propios de las vainas de vainilla, tal es el caso de la vainillina,

el acido 4-hidroxibenzoico, el 4-hidroxibenzaldehido y el acido vainillinico,

y los otros cuatro corresponden a los productos caracteristicos ya sea del

proceso de elaboracién de la vainillina sintética o de la composicién de
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extractos adulterados de vainilla. En especifico, el eugenol y el guayacol
son subproductos de la sintesis de la vainillina; la cumarina y la
etilvainillina, principales compuestos en la vainilla sintética, los cuales se

utilizan frecuentemente en la adulteracion de extractos naturales.

A partir de los ocho estandares se realiz6 la identificacion y cuantificacion
de los compuestos de interés en las muestras comerciales. El analisis
cuantitativo mediante HPLC se realizd por el método patron externo
(Pefia, Cervera & Labastida, 2017); las curvas de calibracidon que se

construyeron se incluyen en el Anexo A.

6.5 Tratamiento de las muestras

Se adquirieron un total de 14 vainas de vainilla beneficiadas de la especie
V. planifolia de la region de Papantla, Veracruz, las cuales se mantuvieron
almacenadas en su empaque entre 24 y 48 horas antes de su extraccion.
Cada vaina de vainilla, cuya longitud en promedio oscilaba entre 14 y
15cm, se sometid a un troceado y a un corte transversal con navaja. De
cada una se pesé un 1.0 g en balanza analitica, a fin de obtener una
mayor precision y exactitud en la cantidad de la muestra antes de realizar

la extraccion.

Por otro lado, las 13 muestras comerciales se agitaron para lograr la
adecuada homogeneizacién de sus componentes. Este procedimiento se
realizd por que algunas muestras presentaban sdlidos en suspension,
mientras que en otras se observaba la separacién de dos fases liquidas,
con ello se tuvo una alicuota mas representativa de la muestra para la
elaboracion de la dilucién, filtracion e inyeccibn en el equipo

cromatografico para el andlisis.
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6.6 Extraccion de las vainas de vainilla

Se realizd una extraccién por la técnica de maceracion a temperatura
ambiente (= 28°C aproximadamente) con 10.0 mL de una solucion
acuosa de etanol al 65% (Moreno-Ley et al., 2018) a 1.0 g de cada vaina
de vainilla, simulando el proceso que se sigue de forma comercial para lo
obtencidon de estos extractos. Cada una se dejo en extraccién por un
periodo de dos semanas a 28 °C temperatura ambiente en viales de vidrio
de tapon de rosca de 12.0 mL los cuales se cubrieron con papel aluminio
para evitar el paso de luz y, con ello, la descomposicion de los
componentes extraidos, debido a su sensibilidad. Posteriormente, se
realizo la filtracion de = 1.5 mL de los extractos en filtros de jeringa de
membrana de nylon de 0.45 pm para preparar las soluciones y diluciones
requeridas. La filtracidon se considera importante en cualquier analisis
quimico cromatografico debido a que con ésta se evita la presencia de
solidos que puedan llegar contaminar la columna con particulas, obstruir
los conductos y dafnar el sistema de bombeo y el inyector al momento de
la inyeccidén de la muestra en el equipo cromatografico. Para las muestras
comerciales se realizd el mismo proceso de filtracion después de su
homogeneizacion. En la Figura 22, se muestra el extracto de una vaina

de vainilla y el recubrimiento empleado para su proteccion.

Figura 22. Recubrimiento de los extractos con papel aluminio.
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6.7 Analisis de las muestras

Se realizaron diluciones 1:10 de los extractos provenientes de las vainas
de vainilla, asi como también de las muestras comerciales. Las diluciones
fueron necesarias debido a que los extractos iniciales presentaron una
concentracion muy elevada de los componentes a determinar, lo que
provocod la saturacidon del detector UV del equipo cromatografico. Las
diluciones se realizaron tomando de la misma solucion de maceracion
(mezcla acuosa de etanol al 65%) la alicuotas correspondientes con una
micropipeta y llevandolo al aforo en matraces volumétricos de 1.0 mL.
Finalmente, se inyectaron por triplicado en el cromatdgrafo de liquidos

con las condiciones establecidas.

6.8 Identificacion y cuantificacion

La identificacion se hizo por comparacion con los tiempos de retencion de
la inyeccion individual de los estdndares. Una vez que los picos se
integraron e identificaron se realizé la cuantificacion por el método de
patrén externo, para ello, se construyeron las curvas de calibracién con
los ocho estandares objeto del presente trabajo, se usé como factor de
respuesta el area del pico cromatografico en funcién de la concentracion

de las disoluciones inyectadas (1-10ppm).

A continuacion, se detalla el equipo cromatografico utilizado a lo largo del
estudio, la variable de respuesta, y en la Tabla 4 se describen las

condiciones cromatograficas que se establecieron.
Equipo:

e Cromatografo de liquidos modular marca Hewlett Packard, serie
1100 (Figura 23), con auto-muestreador, bomba y detector de luz
UV de arreglo de diodos (DAD).
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e Columna Phenomenex Kinetex® con fase estacionaria de
octadecilsilano (C18) enlazado quimicamente a microparticulas de
silice porosas (tamafio de poro 100 &), con una longitud y
didmetro interno de 4.6 x 150 mm, y funcionalidad a un intervalo
de pH 2.0-8.0.

Variable de respuesta: Concentracidon de los compuestos establecidos en

la curva de calibraciéon por interpolacion.

Cabina de disohwente T T C L] g
Lr ] ] Il =

Desgasificador de vacio = =] I . 5
) —— 1 I =

Bomba
TE—
—— |
Imyector automatico
T L — N
] | 1 =
[
Compartimento de columna
T I
[ — ] 1 = |
Detector
= =] I ]

Figura 23. Cromatografo de liquidos modular marca Hewlett Packard.
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En la Tabla 4 se muestran las condiciones cromatograficas para la

separacién de los ocho compuestos estudiados.

Tabla 4. Condiciones cromatograficas para el andlisis de extractos de

vainilla.

Columna

Phenomenex Kinetex® con fase
estacionaria de octadecilsilano
(C18) y longitud y didmetro

interno de 4.6x150 mm.

(A) acido trifluoro acético 0.1% en
agua
(B) acido trifluoro acético 0.1% en
acetonitrilo

Gradiente de elucidon

Tiempo % A % B
Fase movil y gradiente (min)
0 95 5
12 35 65
14 10 90
16 10 90
17 95 5
Flujo 0.8 mL/min
Temperatura de la columna 35 °C
Volumen inyeccion 5 ML

Detector

UV de arreglo diodos (DAD);
Amax 260 y 280 nm
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La fase movil se acidificé con acido trifluoro acético para favorecer la
separacién y la selectividad en la elucidon de los componentes (Tanaka et
al., 1978) ya que en medio neutro algunos compuestos presentaban
tiempos de retencibn muy cercanos, como es el caso del acido 4-
hidroxibenzoico y el acido vainillinico (esta técnica es conocida como

formacién por pares de iones).

El procedimiento cromatografico consisti6 en la preparacion de
disoluciones en acetonitrilo de cada estandar individual y de la mezcla de
los ocho estandares a analizar, en ambos casos en un intervalo de
concentraciones de 1 a 10 ppm (mg/L), y en particular para la
construccion de 10 puntos experimentales de una curva de calibracién

absoluta aplicando el método de patréon externo (Anexo A).

Las disoluciones estandar en acetonitrilo se inyectaron por triplicado

empleando las condiciones sefialadas en la Tabla 4.

En primera instancia, se identificaron los tiempos de retenciéon (tr) de
cada estdndar inyectado por separado para poder identificar los

compuestos presentes en las muestras.

Con los valores del area de cada pico y los datos de regresién de las
curvas de calibracion (método del patrén externo), se calculd la
concentracion promedio (mg/L) de los compuestos presentes en cada una
de las muestras. Para lograr un preciso analisis estadistico, las
concentraciones se reportaron en porcentaje relativo (%), como se
muestra en la Tabla 5 en la seccion de resultados, aunque los resultados
se determinaron en mg/L. La longitud de onda maxima (Am:ix) de cada
compuesto a la que se le realizd la cuantificacion, los tr y los parametros
de regresion lineal de las curvas de calibracidn, se indican igualmente en

la seccion de Resultados.
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6.9 Determinacion del limite de deteccion (LD) y cuantificacion
(LC)

Se realizé la determinacién de los limites de deteccidn y cuantificacién de
los ocho estandares. Estas determinaciones se hicieron acorde a la prueba
“ring test, and standardisation” reportada por Vogelgesan y Hadrich

(1997) y al método de Miller que se discute en el Anexo B.

Para la estimacion de los limites de deteccion y de cuantificacién, se
aplicaron las aproximaciones estadisticas; el calculo del error y Ia
desviaciéon estandar de la ordenada y la pendiente las curvas de
calibracion de los ocho estandares. Los valores de estas estimaciones se

muestran representadas en los graficos en el Anexo B.

6.10 Analisis sensorial

La caracterizacién de los extractos de vainilla comerciales se realizd por
el método de Perfil Flash modificado, el cual permitid determinar las
diferencias y semejanzas existentes entre las muestras de los extractos
de vainilla natural y los artificiales, y comparandolos con los datos

obtenidos por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC).

6.10.1 Generacion de atributos descriptivos y seleccion de atributos

representativos

Se realizaron pruebas triangulares para determinar qué muestras eran
sensorialmente diferentes. Con base en estos resultados, se seleccionaron
12 muestras representativas de las 27 muestras que corresponden tanto
a muestras comerciales como a los extractos de las vainas de vainilla

elaborados experimentalmente en el laboratorio.
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En el Perfil Flash modificado participaron 24 jueces entrenados en cabinas
individuales (12 evaluaron 6 muestras, y el resto las otras 6) en
metodologia descriptiva pertenecientes al Laboratorio de Evaluacion

sensorial de la Facultad de Quimica.

El primer paso de la aplicacidon del Perfil Flash modificado fue la generacién
de atributos, para ello se eligieron seis muestras de las 12 muestras
(todas muestras comerciales) seleccionadas en la prueba triangular. Para
evaluar las muestras, estas se diluyeron 1:3 utilizando como diluyente

agua purificada, preparando un total de 140.0 mL.

A cada juez se le entregé 30.0 mL de la solucion preparada en vasos
codificados con numero de tres digitos. Cada evaluador realizé una
descripcién de su apariencia, olor, textura y sabor de acuerdo con su
propia percepciéon pidiéndoles que utilizaran sus propias palabras y que

evitaran términos hedonicos.

Una vez que se obtuvieron los descriptores, se realizd un consenso con
los evaluadores (para una reduccién de atributos), con el fin de

determinar los atributos que se evaluarian para cada muestra.

6.10.2 Evaluacion de las muestras

Se llevo a cabo la evaluacién de 12 muestras comerciales (a una muestra
comercial no se le aplico la evaluacién debido a que no se contaba con
muestra suficiente) diluidas 1:3 de las marcas seleccionadas. Se le
entregd a cada juez 30.0 mL de la solucidn a evaluar, una galleta neutra
tipo habanera, y agua para el enjuague bucal entre las muestras, se les
pidié que evaluaran cada una de las muestras indicando si se encontraban
presente o0 no, y en que intensidad cada uno de los atributos que

resultaron del consenso anterior.
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La evaluacion se realizé en un cuestionario elaborado en el software FIZZ
acquisition, por lo que los jueces capturaron sus resultados en los

cuestionarios electrénicos.

Para medir la intensidad sensorial de los atributos en las muestras, se
hicieron pruebas de intervalo con escala estructurada de nueve puntos,
de 1 a 9, donde el 1 indicé la ausencia del atributo y el 9 la maxima

intensidad del atributo correspondiente.

La elaboracién del Perfil Flash con jueces entrenados puede producir
perfiles sensoriales mas rapido, pero con un consenso similar a un perfil
convencional, como el Analisis descriptivo cuantitativo (QDA) (Moussaoui
& Varela, 2010; Varela & Ares, 2012; Albert, Varela, Salvador, Hough &
Fiszman, 2011; Vakevainen et al., 2020). Los panelistas diferenciaron el
total de las muestras comerciales de los extractos de vainilla y generaron

un vocabulario para describirlos.

6.11 Analisis estadistico
6.11.1 Analisis estadistico del método analitico cromatografico

En cuanto al analisis estadistico de los datos, se aplico en primera
instancia la prueba estadistica de Analisis de Varianza (ANOVA) a los
extractos obtenidos de las vainas de vainilla para la comprobacién de la

siguiente hipodtesis:

e Ho= El perfil de los componentes presentes en los extractos
obtenidos de las vainas de vainilla es el mismo para todas las vainas

de la misma especie.

Se tiene un valor F citico de 1.821 que debe cumplirse para aceptar la

hipotesis nula.
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En segundo Ilugar, a partir del perfil de componentes y sus
concentraciones presentes en la vainilla natural se realizé el calculo de los
siguientes parametros estadisticos: la media, y; la desviacidn estandar
muestral, s; y los intervalos de confianza, I.C. (Rubinson & Rubinson,
2001; Montgomery, 2004; Gutiérrez & Roman, 2008).

Se realizé la prueba estadistica denominada “Comparacién para la Media”

para comprobar el siguiente planteamiento de la segunda hipotesis:

e ElI perfil y las concentraciones de los componentes que
corresponden a la vainilla natural y aquel de las muestras

comerciales deberan ser idénticos entre si.

El célculo de los intervalos de confianza “I.C.”, de la media permite tener
una mayor precision sobre el intervalo x en el que puede estar el
parametro estudiado y tener una mayor certidumbre en el criterio de
aceptacion o rechazo de la hipdtesis; En este método se rechaza la
hipdtesis nula (Ho) si el valor del parametro declarado en la hipotesis nula
(Ho) se encuentra fuera del intervalo de confianza para el mismo
parametro, con un nivel de confianza al 95% (Rubinson & Rubinson,
2001; Montgomery, 2004; Gutiérrez & Roman, 2008).

6.11.2 Analisis estadistico aplicado a la evaluacién sensorial

El disefio de las sesiones para la evaluaciéon sensorial se realizé utilizando
el software FIZZ version 2.3, modulo Acquisition y judge, by
BIOSYSTEMES, 2007, Courtenon, France. Se aplicé el Analisis Procrustes
Generalizado (APG) a los datos obtenidos utilizando el software
estadistico XLSTAT 2014, Addinsoft, version 2.06 b.
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Capitulo 7. Resultados y discusion del estudio analitico

7.1 Analisis de los parametros de elucion optima de los analitos

La Figura 24 muestra el cromatograma correspondiente de los ocho
estandares estudiados, como se puede observar, en este cromatograma
se aprecia una buena resolucion en la separacién de los compuestos de
interés, lo cual es importante para que la cuantificacién sea correcta, de
la misma manera el cromatograma indica el hombre de los componentes
presentes en la disolucién estandar. Las concentraciones analizadas
fueron de 1-10 ppm, el primer compuesto en eluir es el acido 4-
hidroxibenzoico seguido por el acido vainillinico, el 4-hidroxibenzaldehido,
la vainillina, el guayacol, la etilvainillina, la cumarina y, por ultimo, el
eugenol. Después de los 15 minutos de elucidén, se observan numerosos
picos con una débil sefial UV a una longitud de onda a 260 nm, los cuales
son asociados a compuestos que corresponden a impurezas que se
encuentra tanto en la fase mévil como de los estandares y que no son de
interés en este estudio. La elucion de algunos picos provenientes de estas
impurezas muy cercano al pico del eugenol afectd la reproducibilidad de
la integracién de éste, por lo que la correlacion de los puntos
experimentales en la curva de calibracion fue menor que en el resto de

los estandares (Tabla 5), y por consiguiente afecto su cuantificacién.
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Figura 24. Cromatograma de los estandares 4-hidroxibenzaldehido, acido vainillinico, acido 4-
hidroxibenzoico, vainillina, cumarina, guayacol y eugenol (concentracién 10 ppm), senal obtenida a 260
nm.
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Respecto al orden de elucidn, se puede decir que es consistente de
acuerdo con la polaridad de los compuestos y con la polaridad de la fase
estacionaria utilizada (C18) y la fase movil, el orden de elucién
corresponde a una menor retencién de los compuestos mas polares, que
eluyen antes que los no polares, que son los mas retenidos en la
cromatografia de fase inversa. Este orden de polaridad se muestra en la
Figura 25, se observa que los de caracter mas acido eluyen primero, esto
es debido a la fuerza del disolvente (fase movil) acidificado con acido

trifluoroacético.

Una de las principales ventajas de la acidificacién de la fase mévil es que
se obtuvo una mejor separacién y resoluciéon entre los compuestos de
caracter acido, ya que de acuerdo con Tanaka et al, (1978), en medio
neutro los compuestos: acido 4-hidroxibenzoico y el acido vainillinico

(acido-4-hidroxi-3-metoxibenzoico), tienen tiempos de retencion muy

cercanos.
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Figura 25. Orden ilustrativo de la polaridad de los compuestos a

determinar.
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La modificacién del pH de la fase mévil promueve la ionizacion de este
tipo de compuestos, cuando un acido se ioniza (cuando se convierte de
una especie sin carga a una con carga), el compuesto se vuelve mucho
mas polar o hidrofilico, por lo que la retencién en HPLC de fase reversa es
menor en el proceso cromatografico. Sin embargo, este efecto del pH no
afecta a los compuestos de caracter neutro (sin capacidad de ionizarse),
por lo que su tiempo de retencion no cambian, este es el caso de la
vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido), el 4-hidroxibenzaldehido,

cumarina, guayacol, eugenol y la etilvainillina.

En la Tabla 5 se indican sus correspondientes tiempos de retencion (tr),
la longitud de onda maxima (Amax) a la que se realizé la cuantificacién y

los parametros de regresion lineal.

Tabla 5. Tiempos de retencién, longitud de onda de cuantificacion y

parametros de regresion.

t A
Compuesto N Pendiente | Ordenada r2
(min) | (nm)
Acido 4-
6.216 | 260 34.6758 | -2.89723 | 0.99992
hidroxibenzoico
Acido vainillinico 6.599 | 260 20.9808 | -2.93741 | 0.99993
4-hidroxibenzaldehido | 7.063 | 260 22.8505 | -1.17552 | 0.99992
Vainillina 7.545 | 280 14.1020 5.84552 | 0.99993
Guayacol 8.42 260 | 2.60401 | -0.52373 | 0.99981
Etilvainillina 8.84 280 13.388 0.406733 | 0.99967
Cumarina 9.234 | 280 12.0445 1.716 0.99945
Eugenol 11.894 | 280 3.6728 6.8416 | 0.99348
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De acuerdo con los datos de la Tabla 5, se obtuvo una excelente
correlacién (r?) en el intervalo de 1 a 10 ppm para practicamente los ocho
compuestos. No obstante, los estandares que presentaron menor
correlacion fueron el eugenol y el guayacol, lo que se debid a problemas
de integracion debido a las impurezas que contenia tanto la fase movil
como los estandares, esta disminucion en la correlaciéon de los puntos
experimentales en la curva de calibracion se observé mayor mente
cuando las concentraciones de estos fueron inferiores a 2 ppm, esta
misma situacion ha sido reportada por Ranadive (1992) y por Lamprecht
et al. (1994). Ambos autores concuerdan en que no se logra resolver
completamente de manera satisfactoria la separacion de todos los
componentes debido a problemas de reproducibilidad de la integracion
relacionado con la cumarina, el guayacol y el eugenol a pesar de la

acidificacion de la fase movil.

Los parametros cromatograficos como el factor de capacidad (k’), la
selectividad (a), la resolucion (Rs), el nUmero de platos teoricos (N) se
calcularon a partir de los datos experimentales obtenidos de la inyeccion
del estandar a la concentracién de 10 ppm (tiempo de retencion y el ancho
del pico en la base de cada estandar, asi como el tiempo muerto).
Utilizando estos parametros se determiné si el método analitico empleado
para este estudio tiene una buena resolucién, selectividad y eficiencia en

la separacién de todos los compuestos.
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Tabla 6. Parametros cromatograficos de la disolucion estandar 10 ppm.

Compuesto k' Wi i(min) N a Rs
Acido 4-hidroxibenzoico | 2.139 | 0.3893 | 4085.47
Acido Vainillinico 2.332 | 0.3620 | 5316.90 | 1.090 | 1.0195
4-hidroxibenzaldehido | 2.567 | 0.3061 | 8524.23 | 1.100 | 1.5260

Vainillina 2.810 | 0.3021 | 9986.75 | 1.094 | 1.5850
Guayacol 3.252 | 0.3023 | 12437.41 | 1.157 | 2.8954
Etilvainillina 3.46 | 0.2950 | 14.367.47 | 1.063 | 1.4063
Cumarina 3.663 | 0.3410 | 11732.51 | 1.058 | 1.2389
Eugenol 5.007 | 0.2109 | 50888.85 | 1.366 | 9.6391

*El tiempo muerto ty=1.98 obtenido a partir del tiempo de elucidon de una solucién de KNOs,

Como se puede observar en la Tabla 6, se obtuvo valores de la resolucion
mayores a 1, lo que nos indica que existe una buena capacidad de la
columna y del método analitico aplicado para separar los compuestos,
esto mismo se correlaciona tanto con los valores de selectividad (a) como
del factor de capacidad (k') obtenidos. Los valores de selectividad
obtenidos igualmente son mayores a 1, lo que también indica que existe
una buena separacion de dos componentes que eluyen de forma continua,
cuanto mayor sea el valor de “a” es mayor y mejor la separacién y
resoluciéon. Los valores del factor de capacidad (k’), igualmente
reportados en la Tabla 6, se encuentran entre un rango de 2 a 5, estos
mismos valores se encuentran dentro de los valores éptimos para la
retencion de un analito, recordando que mientras mas bajo es el valor
existe menor retencién del analito en la fase estacionaria por lo que eluye
mas rapidamente, y a valores mas altos, existira mayor retencion del
analito, por consiguiente, mayor tiempo de elucion y mayor

ensanchamiento de las bandas.
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De acuerdo con los valores obtenidos de los parametros cromatograficos,
se determind que el método analitico empleado es adecuado para realizar
un analisis cualitativo y cuantitativo, ya que existe una selectividad,
resolucidon y eficiencia adecuada para la separacion de cada uno de los

compuestos analizados en este estudio.

7.2 Determinacion de los limites de deteccién y cuantificacion.

El objetivo de la determinacion de estos limites es tener la certeza sobre
la menor cantidad de analito, expresada en concentracién, que el método
analitico nos permite realizar la deteccion (LD) y la cuantificacion (LC) de
cada uno de los componentes a determinar en el procedimiento
experimental, aquellos componentes cuyo valores que se encontraron por
debajo del limite de detecciéon (LD) calculado se consideraron como “no
detectado” (ND), esto significa que no fueron detectados en las muestras

de acuerdo al método analitico utilizado.

Tabla 7. Limites de deteccion y cuantificacidn de los componentes

determinados.

Compuesto 5 5

" (mg/L) | (mg/L)
hidr@ilictlaz:zoico 0.30 0.85
Acido Vainillinico 0.39 1.10
4-hidroxibenzaldehido| 0.16 0.47
Vainillina 0.21 0.61
Guayacol 0.43 1.25
Etilvainillina 0.07 0.19
Cumarina 0.14 0.41
Eugenol 0.59 1.82
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Los limites de deteccion (LD) y de cuantificacién (LC), de los componentes
cuantificados por el método analitico (HPLC) se encontraron entre los
rangos de 0.19 a 1.82 mg/mL (Tabla 7). Los limites se determinaron
haciendo uso de las curvas de calibracion de los ocho estandares
analizados, a las cuales se les aplicaron las aproximaciones estadisticas
de célculo de error y desviacion estandar de la ordenada y la pendiente
obteniendo los intervalos de confianza correspondientes con un nivel de
confianza del 95% con el estadistico t de Student en una prueba de
alternativa bilateral de dos colas, estos calculos se encuentran reportados
por los autores Vogelgesan y Hadrich (1997) en su publicacion “Limits of
Detection, Identification and Determination: A Statistical Approach for

Practitioners”.

7.3 Identificacion y cuantificacion de los componentes presentes

en las muestras

La Figura 26 muestra el cromatograma correspondiente al extracto de
vainilla A, que es un extracto natural obtenido por maceracién a partir de
las vainas de vainilla, mientras que la Figura 27 presenta el cromatograma
correspondiente de la muestra comercial marca SweetlLeaft®, cuyo

etiquetado declara ser un saborizante natural.
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Figura 26. Cromatograma del extracto natural elaborado a partir de la vaina "A”.
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DAD1 B, Sig=260,16 Ref=360,100 (VAINWAINI06S.D)
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Figura 27. Cromatograma de la muestra comercial marca SweetLeaf® que declara ser un saborizante
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Comparando los cromatogramas de las Figuras 19 y 20, el numero de
compuestos identificados es diferente para ambas muestras. Para el
extracto obtenido a partir de la vaina de vainilla "A” (Figura 26), se
identificaron cuatro picos con senales intensas correspondientes a los
principales compuestos esperados en los extractos naturales de vainilla:
vainillina, &cido 4-hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido y acido
vainillinico, y sefiales menores de cumarina y eugenol; estos mismos
fueron reportados por Herrmann y Stockli (1982) y Jagerdeo et al.,
(2000), donde se menciona que estos son considerados los compuestos
gue se encuentran tipicamente presentes en el extracto de vainilla y los
responsables de sus caracteristicas organolépticas, pero no de la vainilla
sintética. En el caso de la muestra comercial "SweetLeaf®” (Figura 27) se
identificaron sefales intensas para la vainillina y la etilvainillina, y sefales

mucho menores para acido vainillinico, guayacol y eugenol.

De acuerdo con la denominacién de saborizante natural que se reporta en
la etiqueta para la marca SweetLeaf® (Metodologia, Tabla 2), se esperaba
que este producto contuviera el mismo perfil de componentes que la
muestra del extracto de vaina natural "A”, sin embargo, estan ausentes
dos compuestos caracteristicos: el acido 4-hidroxibenzoico, el 4-
hidroxibenzaldehido, mientras que el acido vainillinico presentd una senal
muy poco intensa (Figura 26), ademas, como ya se comentd, se observa
el pico de la etilvainillina, una senal intensa con un tiempo de retencion
de 8.84 min. que no se observa en el cromatograma de la muestra
“Vainilla A” (Figura 26), determinandose asi la presencia de un compuesto
empleado como adulterante en la marca SweetlLeaft®, ya que este se
utiliza en la mayoria de los casos como el componente principal de la

vainilla sintética.

En la Tabla 8 se indica la concentracion promedio expresada en porcentaje

(%) de los ocho analitos en cada una de las muestras estudiadas.
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Tabla 8. Resultados de la cuantificacion de los componentes en cada una de las muestras.

Componentes ac. 4-Hidroxibenzoico | ac. Vainillinico | 4-Hidroxibenzaldehido | Vainillina | Guayacol | Etilvainillina | Cumarina | Eugenol | Sumadel %
% de acuerdo a la conc. En [mg/L] % relativo % relativo % relativo %relativo | %relativo | %relativo | %relativo | % relativo relativo
VainaA 1.76 6.65 6.20 80.86 0.00 2.05 1.51 0.97 100.00
Vaina B 1.53 11.99 5.61 78.24 0.00 0.48 2.07 0.08 100.00
g Vaina Zanilli® 2.01 8.73 5.55 79.43 0.00 0.00 0.46 3.82 100.00
I Vaina Mamima® 1.56 6.01 6.81 81.76 0.00 0.00 2.83 1.03 100.00
‘2 Vaina C 1.65 571 5.75 86.11 0.00 0.00 0.00 0.79 100.00
§ VainaD 131 5.07 6.15 87.30 0.07 0.00 0.02 0.08 100.00
.g Vaina E 1.78 6.59 5.92 85.47 0.14 0.00 0.08 0.02 100.00
; VainaF 1.52 8.18 6.77 82.68 0.00 0.00 0.00 0.84 100.00
E Vaina G 1.59 9.00 6.77 81.57 0.21 0.00 0.00 0.86 100.00
g VainaH 1.09 473 6.26 87.54 0.02 0.00 0.00 0.35 100.00
g Vainal 2.68 9.72 6.33 81.06 0.00 0.09 0.04 0.07 100.00
b VainaJ 2.90 10.49 6.69 78.94 0.00 0.09 0.14 0.75 100.00
§ Vaina K 2.90 9.41 6.86 79.86 0.00 0.09 0.37 0.51 100.00
E Vainal 2.41 9.79 6.23 80.18 0.00 0.04 0.23 112 100.00
§ o~ La anita® saborizante artificial 0.00 0.00 8.30 33.64 143 54.07 0.00 2.56 100.00
8 Vainilla Molina® saborizante artificial 0.00 0.00 0.09 94.64 0.58 4.67 0.00 0.03 100.00
§ Vainilla Molina® saborizante natural 0.08 0.12 0.00 83.36 0.97 13.39 0.00 2.08 100.00
% Sweetleaf® saborizante natural 0.00 0.02 0.00 49.08 1.74 48.82 0.06 0.27 100.00
g Zanilli® saborizante natural 2.14 11.72 459 71.40 459 1.53 3.03 0.99 100.00
8§ ‘5 Mamima® saborizante natural 0.00 0.00 19.73 41.96 7.69 28.33 0.00 2.29 100.00
.g b Pasa® extracto natural 0.00 3.19 1.34 47.95 14,14 3231 0.01 1.06 100.00
s 8 Pasa® saborizante natural 0.00 031 10.54 1831 1.80 61.02 8.00 0.02 100.00
g 3 LOL-TUN® saborizante artificial 0.00 0.07 0.00 87.68 0.59 10.40 0.11 1.16 100.00
g Altea® saborizante artificial 0.00 0.00 0.00 89.16 0.42 10.40 0.00 0.02 100.00
ﬁ Pro Gourmet® extracto de vainilla natura 0.00 0.00 0.00 99.73 0.00 0.12 0.01 0.13 100.00
§ Bankey Cake extracto vainilla 0.00 0.14 0.00 78.68 0.00 21.10 0.06 0.02 100.00
The mexican vainilla® extracto de vainilla 2.58 9.26 6.94 80.97 0.00 0.10 0.00 0.16 100.00
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7.4 Analisis estadistico de los extractos elaborados a partir de

vainas de vainilla

Cabe mencionar que uUnicamente se aplicd la prueba estadistica de
Analisis de Varianza (ANOVA) (Tabla 9) a los resultados de concentracion
obtenidos Unicamente de los extractos de las vainas de vainilla elaborados
experimentalmente en el laboratorio (Tabla 8). Con este analisis se
comprobd que no existia diferencia significativa (a=0.05) en la proporcion
de los componentes presentes en ellas, con lo que se aceptd la hipotesis
nula planteada en este trabajo (Ho= El perfil de los componentes
presentes en los extractos obtenidos de vainas de vainilla es el mismo
para todas las vainas de la misma especie), debido a que la F calculada €S

menor que el valor de F critico-

Tabla 9. ANOVA de un factor para los extractos de vainilla.

s de Prom. de Valor
Variaciones g.l. los F Probabilidad | critico
cuadrados
cuadrados F

Entre | 4 45x101t | 13 |1.119x10 |-1.4x10"*5| 0.00 |1.821
grupos 1o
Dentro de | Sg5¢07 755 | 98 | 804.77
los grupos

Total | 78867.755 111

De esta manera, quedd demostrado estadisticamente por la prueba
estadistica aplicada (ANOVA) que el perfil de componentes presente en
los extractos de vainilla de la especie V. planifolia utilizada en este trabajo
es el mismo para todas las vainas y sélo depende Unicamente de la
especie y no del tiempo de beneficiado de las vainas de vainilla o el tiempo

requerido de extraccion de la vaina de vainilla para obtener el extracto.
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Posteriormente aceptada la hipdtesis, se realizaron los célculos de la
media, 4, desviacion estandar, s, y los intervalos de confianza, I.C. para
los extractos de las vainas de vainilla obtenidos en el laboratorio. Los

datos se encuentran resumidos en la Tabla 10.

Tabla 10. Parametros estadisticos de la composicidon de las vainas de

vainilla.
Componentes ac. 4-Hidroxibenzoico| ac. Vainillinico | 4-Hidroxibenzaldehido| Vainillina | Guayacol | Etilvainillina | Cumarina | Eugenol
% relativo % relativo % relativo %relativo | %relativo | %relativo | %relativo | % relativo
Promedio Vainas 191 8.00 6.28 8221 0.03 020 0.55 081
Desviacion estandar (S) 0.59 22 0.45 34 0.07 0.55 091 0.95
Intervalo de confianza (I.C.) 034 1.28 0.26 181 0.04 032 0.52 0.55
Nivel de significancia alfa 0.05
Tamafio de la muestra 14
T de student a dos colas 216

PromedioVainasconl.C |  191:034 | 800:128 |  628+026  [82.21:1.81/0.03£0.04| 0.20£032 [0.55£0.52]0.8120.55)]

De acuerdo con la Tabla 10, el perfil y las concentraciones de los
principales componentes de la vainilla natural estdan conformados por la
presencia de la vainillina, el &cido 4-hidroxibenzoico, el 4-
hidroxibenzaldehido y el &cido vainillinico en un respectivo porcentaje de
82%, 2%, 8% y 6%, por lo que el compuesto en mayor concentracion
presente en los extractos de vainilla de la especie V. planifolia es la
vainillina, mientras que el guayacol, la etilvainillina, la cumarina y el
eugenol son los compuestos minoritarios (< 0.81%), y en muchos casos,
especialmente en el caso de la etilvainillina, estan ausentes (Tabla 8).
Estos valores obtenidos concuerdan con los reportados por Pérez Silvia et
al., (2006) en su estudio realizado por cromatografia de gases-
espectroscopia de masas (GC-MS) y andlisis de olfatometria GC de
compuestos aromaticos donde se reporta que la vainillina representa en

promedio el 85% de los componentes totales.
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7.5 Analisis estadistico de las muestras comerciales de extractos

de vainilla

Una vez que se determind el perfil de componentes que se encuentra
presente en los extractos de vainilla de la especie V. planifolia, se realizo
un segundo analisis estadistico denominado “Comparacién para la Media”
para comprobar la segunda hipotesis: “El perfil y las concentraciones de
los componentes que corresponden a la vainilla natural y aquel de las

muestras comerciales son igual entre si”.

En la Tabla 11 se indica los resultados de este analisis estadistico
realizado. En ella se resaltan en azul aquellas marcas comerciales en las
que se acepta la hipotesis, es decir, aquellas en las que el perfil y la
concentracion de los componentes que corresponden a extractos
naturales de vainilla son iguales. Por otro lado, para el resto de las marcas
comerciales si existe diferencia significativa (a=0.05), puesto que no
presentan el mismo perfil de componentes caracteristicos de la vainilla

natural.
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Tabla 11. Muestras comerciales que cumplen con la hipétesis nula.

Componentes ac. 4-Hidroxibenzoico| ac. Vainillinico | 4-Hidroxibenzaldehido | Vainillina | Guayacol |Etil-vainillina| Cumarina | Eugenol
% relativo % relativo % relativo % relativo |%relativo| % relativo |% relativo|% relativo
Promedio Vainas 1911034 8.00+1.28 6.28+0.26 82.21+1.81/0.03£0.04| 0.20£0.32 [0.55+0.52|0.81£0.55

Muestras comerciales artificiales.

Muestras comerciales que declaran ser naturales y no lo son.

*ND = No detectado dado por el valor de LD determinado.

Muestras que declaran ser naturales y tienen el mismo perfil de componentes que las vainas de vainilla.

77



De esta manera, de acuerdo con los datos de la Tabla 11, las Unicas dos
marcas comerciales en las que se acepta la segunda hipdtesis planteada,
es decir, que el perfil de componentes presentes es igual al de la vainilla
natural, son The mexican vainillina® y Zanilli®. De esta manera se
considerd que estos productos comerciales son extractos 100% naturales
de vainilla y, por lo tanto, cumplen con la denominacidén que se reporta
en su etiquetado y con la normatividad mexicana vigente (NOM-139-
SCFI-2012, NOM-182-SCFI-2011 y la NOM-030-SCFI-2006) (DOF, 2006;
DOF, 2011; DOF, 2012).

En el caso de las marcas La Anita®, Vainilla Molina artificial®, Altea® vy
LOL-TUN®, cuyos datos se resaltan en color verde en la Tabla 11, el
analisis estadistico muestra diferencia en el perfil de composicional con
respecto al perfil de componentes de vainilla natural. En estas marcas se
encontro la presencia de vainillina y etilvainillina, esta Ultima presente en
alta concentracion (>4.67%), y la cual caracteristica en productos de
vainilla elaborados de manera artificial. También es evidente la ausencia
de acido hidroxibenzoico y del 4-hidroxibenzaldehido, caracteristico de la
vainilla natural. Sin embargo, a pesar de que no tener el mismo perfil de
componentes que los extractos naturales, estos productos no infringen la
legislacion mexicana debido a que en su etiquetado declaran ser
“saborizantes artificiales” (NOM-139-SCFI-2012, NOM-182-SCFI-2011 y
la NOM-030-SCFI-2006) (DOF, 2006; DOF, 2011; DOF, 2012).

Se encontrd también diferencia significativa (a=0.05) entre los perfiles de
los componentes para las muestras de las marcas Molina natural®,
Mamima®, SweetlLeaft®, Pasa extracto natural®, Pasa natural® Bankey
Cake® y Pro-Gourmet®, resaltadas en naranja en la Tabla 11. Esta
diferencia se debe esencialmente a la presencia promedio de 40% de
etilvainillina. Algunas de estas marcas también contienen guayacol y

eugenol, ambos compuestos son considerados como subproductos tipicos
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de la sintesis organica de vainillina y etilvainillina (Faith et al., 1957). En
el caso de la marca Pro-Gourmet® su perfil quimico Unicamente contiene
presencia de vainillina. En estos casos, todas las marcas declaran ser
extractos y/o saborizantes 100% naturales en su etiquetado, pero la
presencia de estos componentes lo desmiente, por lo cual hace posible
considerar que se aplicd una practica fraudulenta a dichos productos o
que son saborizantes artificiales, por esta razén infringen la normatividad
del etiquetado y denominacién de los productos comerciales de vainilla y
sus derivados expuestas en la NOM-139-SCFI-2012, NOM-182-SCFI-2011
y la NOM-030-SCFI-2006 (DOF, 2006; DOF, 2011; DOF, 2012).

Las rutas principales de sintesis para la elaboracion de la vainilla sintética
se encuentran reportadas a detalle por Faith et al. (1957), dichos rutas

se encuentran ilustrados en el Anexo C.

Aunque la etilvainillina no muestra toxicidad para los humanos cuando
ésta es agregada a los extractos de vainilla natural, se debe agregar la
leyenda “imitacion, producto artificial o sintético” en la etiqueta, de lo

contrario se considera fraude alimentario.

Por otro lado, aunque en las muestras comerciales Pasa extracto natural®,
Molina natural®, Mamima® y Bankey Cake® se reporté un valor ND (no
detectado) de eugenol y/o de cumarina, eso no significa que éstas
muestras no contengan dichos compuestos, esto se debe mas bien a la
baja sensibilidad que estos compuestos presentaron en el método
analitico aplicado, asi como que el valor de limite de deteccién puede
variar de acuerdo también al método matematico utilizado para su
determinacion ya que, la presencia de cumarina en extractos comerciales
de vainilla disponibles en el mercado se atribuye principalmente, de
acuerdo con lo descrito por EFSA (2008), a dos razones, la primera, se

debe a una practica de adulteracion a los extractos de vainilla natural a
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los cuales se les afiade extracto de habichuelas del arbol tonka. La
segunda razén se debe a que ésta se encuentra como subproducto de
sintesis en la produccién de vainilla sintética, ademas de que uso en los
alimentos ha sido prohibido en los Estados Unidos debido a ser
considerados como agente hepatotdxico (Rosengarten, 1969; Jagerdeo et
al., 2000).

La presencia de este tipo de compuestos en las muestras comerciales es
un verdadero riesgo para la salud de los consumidores. Debido a que el
extracto de la vainilla natural es una de las materias primas de mayor
demanda, la mas utilizada en la elaboracion de una gran cantidad de
productos alimenticios y de tener un alto costo en su produccién son las
razones principales por las que se lleve a cabo practicas fraudulentas por
parte de los productores, por el simple hecho de obtener mejores

ganancias.
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Capitulo 8. Resultados y discusion del Analisis Sensorial

8.1 Generacion de atributos

En la Tabla 12 se registran los 26 atributos seleccionados del total de los
descriptores generados por parte de los jueces durante la primera sesion
de evaluacion de las muestras. Las marcas utilizadas para la generacion
de atributos se indican a continuacion, y fueron consideradas como las
mas representativas debido a que en esta prueba se incluyeron dos con
denominacion de “extractos naturales”, dos “saborizantes naturales” y
dos “saborizantes artificiales”. La codificacién utilizada de tres digitos
generados aleatoriamente para cada muestra en el siguiente listado a

continuacion:

e Zanilli® cédigo 815

e The mexican vainilla® cdédigo 920
e Pro-Gourmet® cédigo 670

e Mamima® codigo 410

e La Anita® cddigo 715

e Molina sintética® codigo 222

La Figura 21 ejemplifica la presentacion de algunas muestras para poder
llevar a cabo la evaluacion sensorial en vasos de plastico transparente
codificados con tres digitos generados aleatoriamente. El orden de las

muestras se asigné a azar.
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Figura 21. Muestras comerciales codificadas para su evaluacion
sensoriales.

Para llevar a cabo la evaluacién sensorial, el total de jueces se dividié en
dos grupos, un grupo fue conformado por siete jueces y el segundo por
seis, a cada juez, de ambos grupos, se les presentd tres muestras
diferentes, las cuales se les realizd6 la descripcion correspondiente
expuesta en la metodologia, se realizé el mismo procedimiento a cada
una de las muestras, de esta manera se generaron los atributos
correspondientes. El grupo de evaluadores utilizaron un lenguaje comun
sin el empleo de vocabulario técnico para definir las muestras. Generar la
mayor cantidad de atributos es lo correcto para describir completamente

un producto de acuerdo con los autores Dairou y Sieffeann (2002).

Los atributos mas caracteristicos fueron seleccionados de acuerdo con el
mayor numero de frecuencia mencionado por los jueces evaluadores y los
cuales de muestran en la Tabla 12, en cambio los atributos que fueron
descartados se debieron a que presentaban una baja frecuencia, es decir,
fueron mencionado muy pocas veces por los jueces y se consideraron que
por lo tanto no describian representativamente al total de las muestras

se muestran reportados en la taba 13.
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Tabla 12. Atributos seleccionados para realizar la prueba descriptiva de

Perfil Flash.
Olor Sabor Resabio Aspecto Textura
dulce vainilla metalico color viscosa
caramelo dulce amargo | homogeneidad | aceitosa
vainilla amargo brillo seco
jarabe/medicamento alcohol precipitado
amargo madera
alcohol picante
madera astringente
tostado
azucar quemada
miel

Tabla 13. Atributos descartados para realizar la prueba descriptiva de

Perfil Flash.
Olor Sabor Resabio Aspecto Textura
clavo platano acido mantequilla suave
ron big cola hierbabuena | puntos blancos | resinosa
vinagre melaza rojizo
menta turbio
helado de vainilla

8.2 Perfil sensorial de los extractos de vainilla comerciales

Para la prueba sensorial de Perfil Flash de las muestras comerciales de
extractos de vainilla (naturales y artificiales), se emplearon los 26
atributos seleccionados a los cuales se les asignaron valores de acuerdo
con la escala estructurada de 9 puntos utilizada, donde el valor 1 no
representa presencia del atributo y el valor 9 el atributo es percibido con

la maxima intensidad.
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La elaboracién de Perfil Flash modificada con jueces entrenados es un
método adecuado en el proceso de desarrollo de alimentos (Vakevadinen
et al., 2020). La fiabilidad del Perfil Flash como herramienta para obtener
el perfil sensorial de las muestras comerciales de “extractos naturales” y
“saborizantes sintéticos” se estimd por consenso del panel y variaciones
residuales. El consenso del panel para los atributos de sabor olor y resabio
se visualiza en la Grafica 3 y los correspondientes a los atributos de

aspecto y textura en la Grafica 4.
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Grafica 3. Diagrama del consenso del total de panelistas del Perfil Flash

para los atributos de sabor, olor y resabio.
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Grafica 4. Diagrama del consenso del total de panelistas del Perfil Flash

para los atributos de textura y aspecto.

Aunque los panelistas no fueron entrenados especificamente para
extractos de vainilla, si estaban entrenados para evaluar otros productos
alimenticios. Un buen consenso del panel de jueces como los que se

observan en las Graficas 3 y 4 justificaron el uso de esta prueba.

En la Grafica 5 se muestran resaltados en color violeta los atributos de
sabor, en negro los correspondientes al resabio, en rojo a los que
corresponden al olor, y en color azul el nombre de las muestras

comerciales evaluadas.
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La Grafica 5 muestra la representacion grafica de los resultados del ACP
(Analisis de Componentes Principales) en el que se visualizan el
posicionamiento sensorial de los atributos de sabor, olor y el resabio de
12 muestras comerciales evaluadas: Zanilli®, The mexican vainilla®, Pro-
Gourmet®, Mamima®, La Anita®, Molina sintética®, Molina natural®, Pasa
natural®, Altea sintética®, Pasa extracto natural®, SweetlLeaf® y Bakery
cake® (no se evalué la marca LOL-TUN® debido a que no se contaba ya
con muestra suficiente), donde el componente 1 (F1) explicé el 33.69%
de la variabilidad de las muestras y el componente 2 (F2) el 15.98% de
la variabilidad , explicando un total de 49.67% de la variabilidad de las

muestras.

De manera positiva las muestras de las marcas Molina Sintética®, Pro-
Gourment®, Pasa Extracto Natural®, Zanilli®, The mexican vainilla® vy
Bakery Cake® se encontraron correlacionadas con el componente 1 (F1).
Las muestras de las marcas Zanilli®, Pasa Extracto Natural®, Pro-
Gourmet® y The mexican vainilla® se caracterizaron por presentar los
atributos de olor de jarabe/medicamento, madera, amargo y alcohdlico;
las mismas muestras se caracterizaron por tener un sabor amargo,
astringente, picante, a alcohol y a madera, asi como las caracteristicas de
resabio amargo y metalico principalmente resalta estos atributos en la

muestra comercial The mexican vainilla®.

En el caso de las marcas Altea®, Molina natural®, Mamima®, La Anita®,
Pasa Natural® y Sweetleaf® estas se correlacionaron de manera negativa
con el componente 1 (F1). El grupo de muestras formadas por las marcas
Mamima®, Pasa extracto Natural®, SweetLeaf® y Bakey Cake® estan
caracterizadas por un olor a tostado y un sabor dulce. Grupo de muestras
conformado por las muestras Altea®, Molina® y La Anita® se caracterizan
por un olor a miel, caramelo, azucar quemada, dulce y a vainilla y con

sabor a vainilla.
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Grafica 5. ACP de olor, sabor y resabio de 12 muestras comerciales de

“extractos y saborizantes naturales y artificiales” de vainilla.

En la grafica 6 se muestran resaltados en color rojo los atributos de
aspecto, en rosa los correspondientes a la textura y en color azul el

nombre de las muestras comerciales evaluadas.

En la grafica 6 se muestra la representacion grafica de los resultados del
ACP (Analisis de Componentes Principales) en el que se visualizan el
posicionamiento sensorial de los atributos de textura y la apariencia de

12 muestras comerciales: Zanilli®, The mexican vainilla®, Pro-Gourmet®,
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Mamima®, La Anita®, Molina sintética®, Molina natural®, Pasa natural®,
Altea sintética®, Pasa extracto natural®, SweetlLeaf® y Bakery cake® (no
se evalud la marca LOL-TUN® debido a que no se contaba ya con muestra
suficiente), donde el componente 1 (F1) explicé el 43.45% de la
variabilidad de las muestras, y el componente 2 (F2) el 26.93%,

explicando entre ambos componentes el 70.38% de la variabilidad total.

De manera positiva, para las muestras Molina Natural®, Altea®, Pasa
Natural®, Mamima®, La Anita®, The mexican vainilla® y Pro-Gourmet® se
encontraron correlacion con el componente 1 (F1). Este grupo de
muestras se caracteriza por presentar un aspecto brilloso, homogéneo y
con una presencia de color fuerte (diferente a una muestra traslucida),
mismas muestras se caracterizan por tener una textura denominada seca.
En el caso de la muestra The mexican vainilla® ésta presenta un aspecto

de precipitado con una presencia de color fuerte y una textura aceitosa.

En el caso del grupo de muestras conformado por las marcas Zanilli®,
Molina sintética®, Bakery Cake®, SweetLeaf® y Pasa Extracto Natural®,
estas se correlacionaron de manera negativa con el componente 1 (F1).
Este grupo se caracteriza por una textura viscosa. En el caso de las
muestras Bakery Cake® y Molina Sintética®, el atributo de presencia de
color relacionado con el aspecto es bajo, ademas, también presentar los
atributos; seco, brillo y homogéneo en menor intensidad que el resto de
las muestras. Sin embargo, las muestras que corresponden a las marcas
Zanilli®, SweetlLeaf® y Pasa Extracto Natural® que se encuentran
correlacionadas positivamente con el componente 2 (F2) se caracterizan
por la presencia baja de color, presencia de precipitado y una textura

aceitosa.
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Grafica 6. ACP de aspecto y textura de 12 muestras comerciales de

“extractos y saborizantes naturales y artificiales” de vainilla.

De acuerdo a los resultados del ACP (Analisis de Componentes Principales)
que caracterizaron a cada una de las 12 muestras comerciales de vainilla
evaluados (Zanilli®, The mexican vainilla®, Pro-Gourmet®, Mamima®, La
Anita®, Molina Sintética®, Pasa natural®, Altea sintética®, Pasa extracto
natural®, SweetlLeaf® y Bakery Cake®), se pudo observar que ciertas
muestras contienen perfiles sensoriales similares, esto hace posible
considerar que dichos grupos de muestras contienen la presencia de los
mismos componentes quimicos, los cuales son los responsables de estas

caracteristicas organolépticas.
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Los perfiles sensoriales obtenidos para las muestras de las marcas
Zanilli®, The mexican vainilla®, Pro-Gourment® y Pasa natural® tienen un
comportamiento similar de acuerdo con los perfiles sensoriales de aroma
y sabor de extractos de vainilla natural reportados por Gillette y Hoffman
(1992) (grafica 7). En el caso de las muestras de las marcas Mamima®,
La Anita®, Molina sintética®, Molina natural®, Altea sintética®, Pasa
extracto natural®, SweetLeaf® y Bakery cake® tienen un comportamiento
similar al perfil sensorial de aroma y sabor de los extractos de vainilla

sintética reportados también por Gillette y Hoffman (1992) (Grafica 7).
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Grafica 7. Perfiles sensoriales de extractos de vainilla natural y sintética
Fuente: Gillente MH y Hoffman PG 1992. “Food Science and Technology,
vol 4”.
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Lo anterior concuerda con mencionando por De Guzman (2012) sobre que
la calidad organoléptica de los extractos de vainilla natural se considera
un conjunto de varios atributos relacionados con notas aromaticas y de
sabor caracteristicamente lenosas, de ciruela pasa, resinosas, correosas,

florales, afrutadas, medicinales y alcohdlicas.

Con estos resultados queda demostrado que los extractos comerciales de
las marcas Zanilli®, The mexican vainilla®, Pro-Gourment® y Pasa
natural® son Gnicamente las que contienen el mismo perfil sensorial que
un extracto natural de vainilla. De la misma manera, estas mismas
marcas comerciales, exceptuando la marca Pasa natural®, son las mismas
que por cromatografia de liquidos (HPLC) resultaron ser productos
comerciales de extractos de vainilla 100% naturales. Se puede deducir
que la deteccion de ciertos compuestos presentes en los extractos de
vainas de vainilla elaborados en el laboratorio y en las muestras
comerciales por HPLC se encuentra estrechamente correlacionada con su

perfil sensorial.

Se considerd, entonces, que los componentes quimicos presentes de los
extractos naturales, identificados y cuantificados por HPLC, y mediante
una evaluacion sensorial, juegan un papel importante en el perfil de sabor

y aroma de los extractos y en una probable eleccién final del consumidor.
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Capitulo 9. Conclusiones

El método analitico de cromatografia de liquidos de alta eficiencia
propuesto permitid identificar y cuantificar los principales
componentes de los extractos naturales de vainilla (Vanilla
planifolia) y determinar la adulteracién de algunos extractos

mexicanos comerciales.

Las condiciones instrumentales del método propuesto son
adecuadas para la separacion y cuantificacion de los ocho

compuestos objeto de estudio del presente trabajo.

De los 8 compuestos, el eugenol y la cumarina son los que tienen

la menor sensibilidad analitica en este método propuesto.

El perfil y las concentraciones de los componentes principales de la
vainilla natural estan conformados por la vainillina, el acido 4-
hidroxibenzoico, el 4-hidroxibenzaldehido y el acido vainillinico en

un porcentaje respectivo de 82, 2, 8 y 6%.

Se identificaron subproductos de la sintesis organica de la vainillina,
cumarina, guayacol y eugenol, en muestras comerciales
etiquetadas como “extractos naturales” o “saborizantes naturales”
en concentraciones superiores a las presentes en los extractos
naturales. Asimismo, se identificé el agente adulterante etilvainillina

en extractos y saborizantes “naturales”.

Las marcas The mexican vainillina®, Pro-Gourmet® y Zanilli® son

las Unicas que tienen el mismo perfil de componentes presentes en
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la vainilla natural, por lo que cumplen la legislacién de etiquetado
de la NOM vigente de etiquetado NOM-139-SCFI-2012, NOM-182-
SCFI-2011 y NOM-030-SCFI-2006 para productos de vainilla y

derivados.

En las marcas Molina natural®, Mamima®, SweetLeaft®, Pasa® y
Bankey Cake®, las cuales declaran ser extractos y/o saborizantes
100% naturales, se tiene la presencia de etilvainillina, guayacol y
eugenol, por lo que son productos que infringen las NOM vigentes
de etiquetado, NOM-182-SCFI-2011 y NOM-030-SCFI-2006 para

productos de vainilla y derivados.

Se encontraron diferencias significativas en las caracteristicas
sensoriales entre las marcas comerciales Mamima®, Molina
natural®, Pasa extracto natural®, SweetlLeaf® y Bakery cake® y las
marcas Zanilli®, The mexican vainilla®, Pro-Groument® y Pasa

natural® a pesar de que declaran ser “extractos naturales”.

El perfil sensorial de las marcas Zanilli®, The mexican vainilla®, Pro-
Groument® y Pasa natural® concuerda con el reportado con los
perfiles sensoriales de aroma y sabor de un extracto de vainilla

natural reportados por Gillette y Hoffman (1992).

Fue posible correlacionar la presencia de la vainillina, el acido 4-
hidroxibenzoico, el 4-hidroxibenzaldehido y el acido vainillinico con
el perfil sensorial de las marcas Zanilli®, The mexican vainilla®, Pro-
Groument® y Pasa natural®, por lo que se considera entonces, que
los componentes quimicos presentes en extractos naturales juegan

un papel importante en su perfil de sabor.
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Anexo A

Curvas de calibracién para la determinacion y cuantificacion por la técnica

de patrén externo de los 8 compuestos utilizados; Vainillina, Acido 4-

hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido, Acido vainillinico, Cumarina,

Guayacol, Eugenol y Etilvainillina.

Amount{mg/L]

¢} 5 10
Amount[mg/L]

4-hidrozibenzoico at exp
DAD1 B, Sig=260,16 Ref=3

Correlation: 0
Residual Std. Dev.: 2
Formula: y = mx + b

m: 34.67583

b: -2.89723

X: Amount [mg/L]

y: Area

ac. vanilico at exp. RT:
DAD1 B, Sig=260,16 Ref=3

Correlation: 0
Residual Std. Dev.: 1
Formula: vy = mx + b

m: 20.98081

b: ~2: 93741

x: Amount [mg/L]

y: Area
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Amount[mg/L]
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Amount[mg/L]
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52 *//T
2 2
. 3
- 2
s I
-g g
- é ) /
& T T T T 1
2 5 10 15
Amount[mg/L]
- _E / 1
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x- /g/ )
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s 6%
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- 2| /7?‘/
7 5 T
5 5 .10
Amount[mg/L]

4-hidroxibenzaldehido at exp. RT:

DAD1 B, Sig=260,16 Ref=360,100

Correlation: 0.99992
Residual Std. Dev.: 0.89692
Formula: y = mx + b

m: 22.85054

b: -1.17552

x: Amount [mg/L]

y: Area

' vainillina at exp. RT: 7.545
| DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100

| Correlation: 0.99993
| Residual Std. Dev.: 0.55476
Formula: y = mx + b
m: 14.10204
b 5.84552
x: Amount [mg/L]
y: Area

guayacol at exp. RT: 8.470
DAD1 B, Sig=260,16 Ref=360,100

Correlation: 0.99981
Residual Std. Dev.: 0.18993
Formula: vy = mx + b

m: 2.60401

b -5.23730e-1

x: Amount [mg/L]

y: Area

etil-vainillina at exp. RT: 9.003

DAD1 A, Sig=280,100 Ref=360,100

Correlation: 0.99967
Residual Std. Dev.: 1.09668
 Formula: y = mx + b
m: 13.38883
b: 4.06733e-1
x: Amount [mg/L]
y: Area
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Area

100 -

Amount[mg/L]

10

Area
40 - + I
] 5
30
20

10+

Amount[mg/L]

10

Area 3
80 -
70
60
50 5
40 =
304

mé//j)///
10 3

Amount[mg/L]

cumarina at exp. RT:
DAD1 A, Sig=280,100
Correlation:
Residual Std. Dev.:
Formula: vy = mx + b
m: 12.044¢
1.7164
Amount [mg/I

b:
X:
y: Area

eugenol at exp. RT:

DAD1 B, Sig=260,16 [

Correlation:

Residual Std. Dev.:

Formula: y = mx + b
m: Bu672¢
b 6.841¢
x: Amount [mg/I
y: Area

eugenol at exp. RT:
DAD1 A, Sig=280,100

Correlation:

Residual Std. Dev.:

Formula: y = mx + b
m: 5. 1791
b 7.994:
x: Amount [mg/]
y: Area
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Anexo B

Método de minimos cuadrados

Si existe una relacion lineal entre la sefial analitica (y) y la concentracién
del analito (x), la “*mejor” linea recta que pasa a través de los puntos de
la grafica de calibracion se calcula por el método de los minimos

cuadrados.

Cada uno de los puntos de la grafica esta sujeto a un error experimental.
El método de minimos cuadrados supone que todos los errores se
encuentran en vy, lo que provoca que haya desviaciones en esta direccidon

entre los puntos experimentales y la recta calculada.

Algunas de estas desviaciones (conocidas como residuos de y) seran
positivas y otras negativas, por lo que se intenta minimizar la suma de
los cuadrados de los residuos. La recta se calcula basandose en el principio

de que “la linealidad debe pasar por el centro de los puntos (x,y)".

Para la recta:

y=A+Bx Ecuacion 1
B= Z [(xi- x) (yi - ¥)] Ecuacion 2

Y (6-x¥

A=y-Bx Ecuacién 3
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Para calcular los errores aleatorios de los valores de la pendiente y de la

ordenada al origen, primero se calcula el valor de Sjy,x (desviacion

estandar sobre la regresién) con la relacion:

RN = Ecuacion 4
) I,

Las desviaciones estandar sobre la pendiente (b) y sobre la ordenada al

origen (a) estan dadas por:

5 b = S yix ECLIEGI&IH 5
2
Sa= Sy .I:— Ecuacion 6

IEHEZ (x, - E)I

Para estimar si los puntos experimentales se ajustan bien o no a una linea

recta, se calcula el coeficiente de correlacién momento-producto, r:

> (6= x) (- )]

r= Ecuacion 7

[ 5-01E v-»*
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Limite de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC)

Un analisis quimico por cromatografia debe producir resultados con una
gran precisiéon y exactitud sobre la cantidad de un analito que se

encuentra presente en una muestra.

El limite de deteccidon es la menor concentracion en la cual un analito
puede ser determinado, con confianza, de que esta presente en una
muestra y el cual es significativamente “distinto” del blanco (Harris, 2013;
Snyder, 2010).

El limite de cuantificacién se considera que es la concentracion mas
pequena de analito presente en una muestra que puede ser reportado con
un valor “cuantitativo” ya que este puede determinarse con una precision
y exactitud aceptable (Harris, 2013; Snyder, 2010).

Para calcular el limite de deteccion es necesario conocer los intervalos de

confianza sobre la recta calculada:

[ =73
5 i l Ltitg
1 n

\ .-

- Ecuacion 8
(xr' X )

En donde t es el valor de la “t de student”, a dos colas, con un nivel de

confianza del 95% con n-2 grados de libertad.

Se calcula primero el valor de y+, para xj= 0. Con este valor se calcula el
valor correspondiente de x en la recta y-. Para despejar el valor de x de

las ecuaciones de las rectas y: se utiliza un término auxiliar:
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B sy’
C= Z (Xi"_‘.):

por lo que y+

s B o rS_m'-": J | ] 1 {yi.] _;)2 I
X]= X- C (y-Yo)- o 1J[H ??)C+Z s

Porloquey -

RISV, NI o S R T
e A i LM e
XZ X C U—’ yﬂ) C .Il( H)C Z (x

Ecuacion 9

Ecuacion 10

Ecuacion 11

Entonces, el limite de deteccién se obtiene sustituyendo el valor de y-+

para x= 0 en la ecuacién 11.

Para calcular el limite de cuantificacién, se calcula ahora el valor de y+

para x= limite de deteccidén, y nuevamente con este valor se calcula el

valor de x en la recta y-. Este valor corresponde al limite de cuantificacion.

La “mejor” linea recta que pasa a través de los puntos de la grafica de

calibracién de los ocho de los 8 compuestos utilizados (Vainillina, Acido 4-

hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldehido, Acido vainillinico, Cumarina,

Guayacol, Eugenol y Etilvainillina) y la determinacién de los intervalos de

confianza sobre la recta calculada para determinar los limites de deteccién

y cuantificacién se muestran a continuacion.
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P

Ac. 4-Hidroxibenzoico

186.5

-

y =34.676x - 2.7455 -
166.5 -

146.5

126.5

106.5

86.5

Area

66.5

46.5 > LD 0.30 mg/L

LC 0.85 mg/L

26.5

6.5

-13.50.80 - 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4,50 5.00
Concentracion [mg/L]

Acido vainillinico
129.5
109.5

89.5

69.5

Area

49.5

29.5 LD 0.39 mg/L

LC 1.10 mg/L

-10.50.00 - 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
Concentracion [mg/L]
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P

4-hidroxibenzaldehido

115.2

95.2

75.2

Area

55.2

35.2

LD 0.16 mg/L
LC 0.47 mg/L

15.2

-4'80.60 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
Concentracion [mg/L]

Vainillina

90.0

80.0 y = 14.029x + 6.0567

70.0
60.0

© 50.0

£

< 40.0

30.0

LD 0.21 mg/L
LC 0.61 mg/L

20.0

10.0

0.0
-0.30 0.20 0.70 1.20 1.70 2.20 2.70 3.20 3.70 4.20 4.70 5.20

Concentracién [mg/L]
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Guayacol

28.0

23.0

18.0

Area

13.0

80 LD 0.44 mg/L

LC 1.24 mg/L

3.0

-0.902.0 040 1.10 2.10 3.10 4.10 5.10 6.10 7.10 8.10 9.10 10.10
Concentracion [mg/L]

Etilvainillina
80.0

70.0
60.0
50.0

40.0

Area

30.0

20.0
LD 0.07 mg/L

LC 0.19 mg/L

10.0

0.0

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

Concentracién [mg/L]
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P

P

Area

Area

Cumarina
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40.0

30.0
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00 LC 0.41 mg/L
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Eugenol

40.0

y =3.4432x + 15.694 -~ 2
35.0
30.0
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10.0 LC 1.82 mg/L
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0.0
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Anexo C

Mecanismo de reaccion de las principales rutas de la sintesis industrial
para la elaboracién de vainilla sintética reportada por Faith et al. 1957.

1.- A partir del Guayacol obtenido anteriormente del fenol.

CH3 CH3
N CH3 N CH3 HC—O
OCH, OCH3 ‘
_CHO
TCH,OH, H,0
OCHg
H,C-OH H,HCI OH

Guayacol P-guavacilmetanol Vainillina

Una vez obtenido el guayacol, se trata con formaldehido y p-nitroso-N, N-
dimetilanilina en presencia de metanol, agua y acido clorhidrico. El
metanol se separa por destilacién del producto de la reaccién, el que
después se trata con benceno para extraer la vainillina. Después de

separar el benceno, la vainillina se filtra y seca.

2.- Sintesis de Williamson a partir del safrol.

——CH, OH
OCHj,4
_ NaOH _ _(CHY,S0,
NaOH
H,C—CH=CH, HC=CH—CHg HC=0 HC=0
Safrol Isosafrol Aldehido Protocatetico Vainillina
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Se trata con alcali para producir el isosafrol, este se oxida (generalmente
con permanganato o con un flujo constante de 02) a aldehido
protocatéquico, que se metila para obtener vainillina. El rendimiento es
del 50%.

3.- Sintesis de Laire, a partir de Eugenol.

H,C~CH=CH, H,C—CH=CH,

_ NaOH _CeHaNO,
—e0c
OCH,4 OCH, oc:H3 OCHj
O Na’ O Na’
Eugenol Sal sodica de Isoeugenol  Sal Sédica de vainillina Vainillina

El eugenol se isomeriza por la accidn de la potasa alcohdlica en ebullicion,
posteriormente se realiza la oxidacidon con nitrobenceno, agregando una
molécula de nitrobenceno por cada molécula de eugenol original, todo
esto se realiza bajo presidon controlada. Terminada a reaccién, la masa de
reaccion se acidifica para producir cristales de vainillina, los que
posteriormente se purifican. El rendimiento es aproximadamente 80% del

teorico.
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