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LAVORO ORIGINALE

Vanilla planifolia Andr.: un aromatizzante
naturale impiegato nel settore alimentare,
farmaceutico e cosmetico

Summary

Vanilla planifolia Andrews or Vanilla fragrans is a herbaceous liana of
the Orchidaceae family and it is a plant native to Central America. The
fruit, improperly called "pod”, is characterized by a peculiar balsamic
smell. After the collection fruits undergo fermentation and drying to ob-
tain the tawny, flexible rods comes, that cover with a white vanillin mi-
crocrystals layer. Geographic origin influences the physical properties,
the organolectic characteristics, and the chemical composition of Vanilla
fruits. Major producers are the Madagascar, the Western Comore Is-
lands, Reunion, Indonesia, Mexico, West Indies and South America.
The scope of the present study is the analysis of ethyl ether, methyl alco-
hol and dichlorometane extracts of commercially available Vanilla caps
using different analytical methods. The main compounds identified that
characterize Vanilla aroma are p-idrossibenzoic acid, the p-idrossiben-
zaldeide, vanillin, and vanillic acid. The ratio of these main compounds
compared to vanillin in natural extracts is well defined and can be useful
as quality indicator. Moreover, it can help in locating the geographical
origin of the plant and to identify possible extracts counterfeits.

Riassunto

Vanilla planifolia Andrews o Vanilla fragrans & una liana erbacea della fa-
miglia delle Orchidaceae originaria dell’America centrale. Il frutto dall’o-
dore balsamico viene impropriamente chiamato daccello e dopo la raccol-
ta viene sottoposto a fermentazione ed essiccazione ottenendo dei ba-
stoncini bruni, flessibili, che si ricoprono di una patina bianca costituita
da microcristalli di vanillina. D'origine geografica influenza le proprieta
fisiche, le caratteristiche organolettiche e la composizione chimica dei
frutti di vaniglia: i maggiori produttori sono il Madagascar, le isole Co-
more e Reunion, Indonesia, Messico, Indie Occidentali e Sud America.
Lo scopo del lavoro ¢ quello di trovare le migliori condizioni estrattive
per le capsule di vaniglia impiegando come solventi di estrazione etere
etilico, alcol metilico e diclorometano e sottoponendo a diverse tecniche
di analisi gli estratti ottenuti per I'analisi quali-quantitativa delle sostan-
ze estratte. I componenti principali che caratterizzano 'aroma della vani-
glia sono: acido p-idrossibenzoico, p-idrossibenzaldeide, vanillina e acido
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vanillico. Le quantita relative di questi componenti principali rispetto al-
la vanillina nell’ estratto naturale ¢ ben definito e, oltre ad essere un indi-
ce della buona qualita, permette di identificare la provenienza della pian-
ta e scoprire le eventuali adulterazioni.

Introduzione Figura 1 - Vanilla Planifolia Andrews

Da alcuni anni molta attenzione
viene rivolta alla coltivazione ed
alla conservazione dei prodotti ali-
mentari al fine di mantenere inal-
terate le loro caratteristiche natu-
rali e salutari. In particolare, so-
stanze come aromi, coloranti na-
turali o artificiali, coadiuvanti tec-
nologici etc., che vengono aggiun-
te agli alimenti al fine di prolun-
garne la conservazione o le carat-
teristiche, sono state oggetto di
particolare attenzione. Tra queste
sostanze, la vaniglia ¢ il piti comu-
ne aromatizzante naturale e viene
impiegato da pit di un secolo.

La Vanilla planifolia Andrews mo-
strata nella figura 1 ¢ una pianta
rampicante originaria del Messico
che appartiene alla famiglia delle
Orchidaceae. Dopo la scoperta
dell’America, si diffuse con alcune
varieta che vennero impiantate in
Madagascar, Ceylon, Giava e in
molte altre zone tropicali. Attual-
mente soltanto tre specie vengono

coltivate per la loro importanza
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economica: Vanilla planifolia An-
drews (V. fragrans), Vanilla tahiten-
sis More e Vanilla pompona Schede
(1-3).

Quando viene coltivata al di fuori
del suo habitat naturale, la pianta
richiede I'impollinazione artificia-
le, perche la forma dei suoi fiori ¢
adatta unicamente all'impollina-
zione da parte del colibri e di alcu-
ni specifici insetti. Il frutto, im-
propriamente chiamato stecca di
vaniglia, ¢ una capsula lunga circa
20 cm con una estremita assotti-
gliata e ripiegata ad uncino conte-
nente numerosi semi. 1 frutti, che
sono raccolti al loro sviluppo com-
pleto, vengono portati a matura-
zione lontano dalla pianta e sotto-
posti ad un lungo processo di fer-
mentazione, durante il quale sono
tenuti al sole, coperti durante il
glorno e sistemati in casse in legno
ben isolate durante la notte. Que-
sto trattamento ¢ necessario per
estrarre la vanillina (4-idrossi-3-
metossibenzaldeide) che, nel frut-
to non trattato, ¢ presente sotto
forma di glucosidi. La vanillina &
una aldeide aromatica dall’odore e
sapore caratteristico ed & responsa-
bile del valore commercialmente
pregiato del frutto (4).
Attualmente, la vanillina viene ot-
tenuta chimicamente per sintesi,
dato che i processi di estrazione
tradizionali della vanillina dai bac-
celli sono costosi, molto lunghi e
forniscono una resa in prodotto fi-
nito pari a circa il 20%.

Metodi di estrazione tradizionali
Estrazione in acqua

Le stecche di vaniglia, raccolte an-
cora immature, vengono raggrup-
pate per ordine di lunghezza e im-
merse in acqua alla temperatura di
80-85°, facendo attenzione ad evi-
tare che la temperatura raggiunga
quella di ebollizione. Ogni stecca
viene preliminarmente immersa in
acqua una sola volta per 15-20 se-
condi oppure due o tre volte per 5-
7 secondi. Tale operazione ha lo
scopo di eliminare lo sviluppo di
microrganismi.

Dopo I'immersione in acqua calda,
la vaniglia viene fatta sgocciolare e
poi coperta con un panno di lana
scura per circa un quarto d’ora;
successivamente viene esposta al
sole su una tavola posta a circa un
metro dal suolo onde evitare il
contatto con la terra umida. Prima
di sera, il panno di lana che rac-
chiude la vaniglia viene arrotolato
e sistemato in una cassa rivestita di
lana e chiusa ermeticamente. La
esposizione al sole viene ripetuta
per 2-3 giorni per le stecche piu
piccole e per 5-6 giorni per quelle
pit grandi. Alla fine i baccelli di-
ventano flessibili, scuri e rugosi
longitudinalmente. L'ultima ope-
razione ¢ l'essiccamento. Le stec-
che vengono poste su tavole di le-
gno in un locale ben areato e so-
leggiato per un tempo variabile tra
110 giorni e 1 2 mesi fino a quan-

do la parte legnosa non arrivi a
contenere solo tracce di umidita e
in questo modo il volume sia di-
minuito notevolmente.

Estrazione in stufa

Questa metodica viene utilizzata
per preparare grandi quantita di
vaniglia. Vengono impiegati barili
in legno aperti riempiti di acqua
alla temperatura di 80°C e rivestiti
con un cono di tela con la punta
rivolta in basso e che non tocca
l'acqua. In questo contenitore si
dispongono 50 kg di stecche di va-
niglia verde e si copre con un pan-
no di lana. Dopo circa 12 ore vie-
ne eseguito un essiccamento in
stufa alla temperatura di 50°C.

Estrazione con impiego del forno

Questo procedimento comune-
mente adottato in Messico, consi-
ste nell'introdurre contenitori di
ferro contenenti ciascuna 10 kg di
vaniglia in un forno riscaldato a
65°C. Dopo circa 15 ore i conteni-
tori vengono aperti per controllare
I’andamento della essiccazione,
che si conclude quando le stecche
acquistano un colore grigiastro. A
questo punto 1 contenitori vengo-
no prelevati dal forno e avvolti in
un panno di lana per evitare un
raffreddamento troppo brusco. Le
stecche di vaniglia vengono poi
tolte dai contenitori ed esposte al
sole per I'essiccamento finale.
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Parte sperimentale

Capsule di Vanilla planifolia Andyr.
disponibili in commercio sono sta-
te tritate grossolanamente e 2.5 g
del triturato sono stati estratti a
caldo con il metodo Soxhlet im-
piegando rispettivamente come
solvente diclorometano, alcool me-
tilico e dietiletere. Dopo
l'allontanamento del solvente me-
diante evaporatore rotante alla
temperatura di 35°C sono stati ot-
tenuti residui pari a 1.0453, 0.2666
e 0.2149 g, rispettivamente. I resi-
dui solubilizzati nei tre solventi
menzionati sono stati analizzati
mediante gas cromatografia-spet-
trometria di massa utilizzando un
apparecchio GC-MS HP 5890
Mass 5970 con una colonna capil-
lare ZB1,30 m x 0.25 um, FT.
Lanalisi GC-MS della frazione in
diclorometano, che ¢ risultata piu
ricca di componenti, ¢ stata ese-
guita con un metodo a gradiente
di temperatura, partendo da
100°C con incremento di 5°C/min
fino a 250°C; utilizzando elio co-
me gas di trasporto ad un flusso di
1.4 mL/min. Dal gascromato-
gramma riportato in figura 2 ¢ sta-
to possibile identificare le seguenti
sostanze: vanillina, glucovanillina,
estere metilico dell’ acido margari-
co, acido eptacosanoico e acido ei-
cosandioico.

Lanalisi HPLC ¢ stata eseguita in
modalita isocratica impiegando un
apparecchio Sunicom Oy con de-

Figura 2 - Analisi GC-MS Estratto diclorometano
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gassatore ERC 3215 e iniettando
10 uL di ciascun residuo, solubi-
lizzato in metanolo. Come eluenti
sono stati utilizzati metanolo e
acido fosforico 10°M in acqua
(25:75) al flusso di 0.7 mL/min; &
stata impiegata una colonna a fase
inversa Ultracarb 5 ODS (20)
1=250 mm; i.d.=4.6 mm (Pheno-
menex, Torrance, CA, USA) con
rivelazione nell’ultravioletto alla
lunghezza d’onda di 280 nm. Dai
cromatogrammi ottenuti dai tre
estratti mostrati nelle figure 3, 4 e
5 sono state identificate le seguen-
ti sostanze: acido p-idrossibenzoi-
co, acido vanillico, p-idrossiben-
zaldeide e alcol anisico.

Per la determinazione dei flavo-
noidi, 2.5 g di capsule finemente
triturate sono stati trattati in ac-
qua con acido solforico fino a pH
3 e la miscela ¢ stata fatta bollire
per 24 ore. La miscela acquosa ot-
tenuta ¢ stata filtrata e dibattuta
per 5 volte consecutive con aceta-
to di etile in un imbuto separato-
re. Le fasi organiche sono state
raccolte in una unica porzione che
¢ stata concentrata mediante eva-
poratore rotante fino ad ottenere
I’allontanamento completo del
solvente. Il residuo ottenuto, pari
a 0.2144 g, ¢ stato solubilizzato in
1mL di metanolo e 5 ulL della so-
luzione sono stati analizzati me-
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diante cromatografia liquida ad
alta pressione (HPLC) applicando
il gradiente di eluizione costituito
da sodio acetato 0.01M a pH 4.8
(B) ed acetonitrile (C) riportato
in Tabella 1; la colonna impiegata
¢ la stessa colonna sopra citata
con rivelazione UV alla lunghezza
d’onda di 350 nm. Dal cromato-
gramma riportato in figura 6 sono
stati identificati i seguenti flavo-
noidi: rutina, morina, quercetina,
miricetina, canferolo, apigenina,
confrontando i tempi di ritenzio-
ne con quelli di standard puri
(Sigma) eluiti nelle stesse condi-
zioni sperimentali.

Risultati e discussione

Dai risultati analitici ¢ risultata
una costante presenza dei compo-
nenti principali nei tre estratti or-
ganici, anche se in concentrazioni
diverse. Nella frazione metanolica
tra le sostanze a minore concen-
trazione sono presenti prodotti di
degradazione della vanillina come
aldeide ferulica ed isoeugnolo,
identificati mediante TLC; nell’e-
stratto in diclorometano, che si
differenzia dagli altri due per un
aspetto gelatinoso, sono presenti
sostanze cerose e acidi grassi, co-
me evidenziato dall’analisi GC-
MS. Interessante anche la presen-
za di flavonoidi identificati nella
fase organica separata dalla solu-
zione acquosa.

Figura 3 - Analisi HPLC estratto metanolico
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Anche se I'impiego principale del-
la vaniglia & nell'industria alimen-
tare e cosmetica, essa viene utiliz-
zata in tecnica galenica per la cor-
rezione ed aromatizzazione di pre-
parati a base di sostanze amare o

inodori, per I'aromatizzazione del-
'olio di paraffina ed anche dell’o-
lio di ricino (5). Studi recenti han-
no evidenziato alcune proprieta
farmacologiche: alla vaniglia e ad
alcuni derivati di sintesi come il
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Figura 4 - Analisi HPLC estratto etere etilico
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divanillidene-cicloesanone, I'iso-
vanillina e letilisovanillina viene
attribuita una importante azione
coleretica evidenziata sia per som-
ministrazione orale che parentera-
le. Nella serie vanillina esiste una

netta relazione fra struttura ed at-
tivita coleretica, tanto piu elevata
quando il gruppo aldeidico si trova
in posizione meta rispetto al grup-
po fenolico libero.

Utilizzando mitocondri di fegato

di ratto ¢ stata esaminata la capa-
cita della vanillina naturale a pro-
teggere le membrane dal danno
ossidativi prodotto da fotosensibi-
lizzazione alle concentrazioni nor-
malmente in uso nelle preparazio-
ni alimentari (6). La vanillina a
concentrazione di 2.5 mmoli/L
agisce evitando efficacemente nei
mitocondri epatici l'ossidazione
naturale delle proteine e la peros-
sidazione dei lipidi indotta me-
diante esposizione alla luce ed ag-
giunta di blu di metilene. Leffetto
inibitorio ¢ paragonabile all’acido
ascorbico secondo un meccanismo
di azione che attacca il radicale os-
sigeno, responsabile del danno in-
dotto durante I'esposizione alla lu-
ce.

Studi eseguiti su batteri hanno
inoltre evidenziato attivitd anti-
mutagena per cui si prevede in fu-
turo un possibile impiego per im-
pedire la proliferazione delle cellu-
le tumorali in particolari tipi di
cancro (7), al fegato (8), al colon
ed alla mammella (9).

E stata inoltre dimostrata I'effica-
cia della vanillina come antisetti-
co: una soluzione di vanillina
all'1.5% impedisce lo sviluppo di
microrganismi negli alimenti, per
cul trova impiego come antibatte-
rico naturale nei prodotti a base di
cacao. Tale proprieta ¢ da correlare
alla presenza di flavonoidi quali
quercetina ed apigenina (10, 11).
Nella farmacopea antica la vaniglia
veniva usata per eccitare il senso di
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Figura 5 - Analisi HPLC estratto diclorometano
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fame e quindi invogliare I'indivi-
duo a cibarsi, quando era in condi-
zioni di apatia verso il cibo.

Pur non essendo veramente dan-
nosa, le persone addette alla lavo-
razione della vaniglia sono colpite
da fenomeni allergici che sono no-

ti come vanillismo dovuti alla pre-
senza di un olio essenziale volatile,
di odore pungente che si diffonde
velocemente nell’aria procurando
disturbi sia interni che esterni. Tra
1 sintomi esterni, il pill comune ¢
rappresentato da un tipo di ortica-

ria con eruzioni cutanee, rigonfia-
mento della pelle con forti pruriti
soprattutto sul dorso delle mani e
sulla fronte. Tra i sintomi interni si
possono avvertire cefalee intense,
vertigini che durano tre-quattro
giorni e sono insensibili ai farma-
ci; sono frequenti anche dolori ga-
strici,che possono essere attenuati
bevendo molto latte ed assumendo
tisane emollienti.

Gli estratti del fusto della pianta
contengono una gran quantita di
ossalato di calcio che facilmente si
trasforma in acido ossalico di cui
sono note le proprieta caustiche e
rubefacenti, per cui molta atten-
zione deve essere prestata quando
si raccolgono i baccelli di vaniglia.
Molti estratti di vaniglia commer-
cialmente disponibili sono miscele
di vaniglia naturale e vaniglia pre-
parata sinteticamente a partire dal
glicoside che si trova nell’alburno
delle conifere, dall’eugenolo, dal
guaiacolo o dalla lignina.

I componenti principali che carat-
terizzano 'aroma della vaniglia so-
no l'acido p-idrossibenzoico, la p-
idrossibenzaldeide, la vanillina (4-
idrossi-3-metossibenzaldeide) e
I'acido vanillico (acido 4-idrossi-3-
metossi benzoico). I rapporti relati-
vi tra tali composti rispetto alla va-
nillina nell’estratto naturale sono
ben definiti ed oltre ad essere un
indice di qualita, permette di iden-
tificare la provenienza della pianta
e identificare potenziali adultera-
Z1oni.
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Tabella 1 - Metodo-Gradiente

Tempo A% B% C% D% Flusso Curva
0.00 0 70 30 0 1.00
10.00 0 10 90 0 1.00 Lineare
15.00 0 10 90 0 1.00 Lineare
25.00 0 10 90 0 1.00 Lineare
30.00 0 50 50 0 1.00 Lineare
35.00 0 70 30 0 1.00 Lineare
Figura 6 - Analisi HPCL estratto etile acetato
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La vanillina puo essere adulterata
con lestratto dei baccelli di vani-
glia del Surinam, definiti “frutti di
Tonka”, che sono di scarsa qualita
in quanto privi del profumo di va-
niglia. Tale adulterazione ¢ tossica
a livello epatico e del sangue, per
I’elevato contenuto di curarine
(12). Un’altra falsificazione si puod
realizzare strofinando il prodotto
con dell’olio o balsamo Peruviano

per renderlo piu simile al prodotto
naturale. Tale adulterazione ¢ rico-
noscibile perche il frutto ¢ molto
piu secco ed asciutto e manca del
cristallo vanigliato.
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