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Resumen 

Arroyo Sánchez, Natalia  

Alternativas para mejorar el rendimiento de extracción de vainillina en frutos curados 

de vainilla 

Tesis Ingeniería de Alimentos. San José, CR: 

N. Arroyo S., 2016. 

p.: 130. 

 

 Se evaluaron dos métodos de extracción de vainillina (maceración y sonicación) en 

frutos curados de vainilla y su grado de reducción (frutos troceados de 0,4 cm – 0,5 cm de 

longitud y en frutos molidos de tamaño de partícula ≤ 250 µm). La extracción se hizo con 

etanol acuoso al 70 % (v/v) como disolvente, una relación muestra/disolvente de 1:100 a 25 

°C. Se encontró que la extracción de frutos molidos es más eficiente y alcanza el equilibrio 

con mayor rapidez. Se concluye que la extracción por maceración de frutos molidos durante 

24 h es eficaz y eficiente al favorecer el mayor rendimiento de vainillina.  

Además se determinó el efecto de la aplicación de pretratamientos (hidratación e 

hidrólisis enzimática) previos a la extracción de vainillina en frutos curados molidos y secos. 

Se adicionó el preparado enzimático B a 0,039 mL·g-1 y 0,156 mL·g-1, con respecto a la masa 

de muestra seca y molida, incubación a 50 °C por 24 h y 48 h. También se evaluó el efecto 

del preparado enzimático A a 0,039 mL·g-1 y 0,390 mL·g-1, con respecto a la masa de muestra 

seca, a 40 °C por 5 h y 15 h y agitación a 100 rpm. Se realizó hidratación de las muestras en 

agua y en etanol al 5 % (v/v) y se obtuvo un rendimiento de más del doble de vainillina 

respecto al tratamiento control al combinar las condiciones siguientes: preparado enzimático 

B a 0,039 mL·g-1 sin hidratación previa e hidrólisis por 1 día. Todos los tratamientos 

enzimáticos (con o sin hidratación) son estadísticamente diferentes (p<0,05) al control 

demostrando que la acción enzimática libera la vainillina e hidroliza la glucovainilla 

remanente en los frutos curados. 
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1. Justificación 

La vainilla es una de las sustancias aromatizantes y saborizantes más populares y más 

ampliamente distribuidas en el mundo (Jagerdeo et al., 2000; Soto, 2006; Waliszewski et al., 

2006; Havkin-Frenkel & Belanger, 2007; Valdez-Flores & Cañizares-Macías, 2007; 

Azofeifa et al., 2014). Se obtiene de la planta de vainilla que es una orquídea 

monocotiledónea nativa de América Central (Odoux et al., 2003) y es el único género 

taxonómico perteneciente a la familia de las orquídeas que no tiene uso ornamental y produce 

frutos aprovechables por el ser humano (Hernández-Hernández et al., 2010).  

Además, la vainilla es uno de los productos agrícolas que requieren mayor mano de 

obra en el mundo (Ecott, 2004) pues, para que sus frutos desarrollen el aroma tan atractivo y 

característico que les da valor comercial, se debe realizar un procesamiento o curado que es 

lento, delicado y muy laborioso (Dignum et al., 2002; Pacheco, 2009). 

La planta de vainilla es cultivada comercialmente por sus frutos, de los cuales se extrae 

la sustancia aromatizante y saborizante que es muy codiciada en diferentes industrias y 

aplicaciones, principalmente en la industria alimentaria para intensificar y dar sabor a 

helados, bebidas, postres,  chocolates, productos lácteos, pastelería, panificación y confitería 

(Jager et al., 2007; Sinha et al., 2008; Hernández-Hernández, 2011a), también en la industria 

farmacéutica, cosmética, tabaquera, de artesanía tradicional y de perfumería (Farthing et al., 

1999; FAO, 2009; Anuradha et al., 2013), debido a la amplia gama de compuestos aromáticos 

que ofrece.  

De acuerdo con Paniagua y Azofeifa (2014), el cultivo de vainilla tiene gran 

importancia económica, ecológica, ambiental y social en las regiones de producción. Al ser 

la segunda especia más cara del mundo, después del azafrán (Ruiz-Terán et al., 2001; 

Havkin-Frenkel & Belanger, 2007; Osorio, 2012), gobierna el mercado de los saborizantes 

de alimentos y su demanda casi sobrepasa al doble de la oferta (Soto, 2006; Havkin-Frenkel 

& Belanger, 2008; Hilmer et al., 2011; Azofeifa et al., 2014).  

No obstante, este cultivo enfrenta retos importantes como por ejemplo, el tiempo que 

una plantación de vainilla requiere para empezar a producir (entre tres y cuatro años), los 
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altos costos de inversión inicial, los costos que conlleva la polinización a mano, el 

procesamiento de los frutos en general, el bajo rendimiento de frutos verdes a frutos 

procesados, los largos plazos de retorno de la inversión, la inestabilidad de los mercados (el 

mercado mundial de vainilla puede fluctuar hasta diez veces en su precio en un lapso corto) 

y la limitada oferta de frutos de vainilla (Soto, 2006; Azeez, 2008; Guzmán & Zara, 2012), 

entre otros. 

Todas estas variables provocan que, tanto los frutos como los extractos, tengan un 

precio muy elevado (Jager et al., 2007), por lo que la vainilla natural, cultivada en 

plantaciones y curada con métodos tradicionales, ha tenido un importante competidor desde 

hace muchas décadas, su imitación, la vainilla sintética o artificial obtenida por métodos 

químicos o biotecnológicos (Havkin-Frenkel & Belanger, 2008).   

A modo de ejemplo se tiene que el precio estimado del kilogramo de frutos de vainilla 

procesados es de US $60 a US $185 (Arellano, 2014; Méndez, 2014). Esta diferencia se debe 

no sólo a que la demanda supera la oferta (Waliszewski et al., 2006; Sinha et al., 2008) sino 

también a la variabilidad en la calidad del producto. Los factores externos como desastres 

naturales y conflictos sociales en los principales países productores también han provocado 

incrementos en el precio de los frutos (Ecott, 2004; Soto, 2006; Gómez, 2014). En cuanto a 

los extractos, Walton et al. (2003) indican que han alcanzado precios de hasta US $1500 a 

US $4000 el kilogramo. 

En contraste, los extractos de vainilla sintética tienen un precio mucho menor, entre 

US $11 y US $15 por kilogramo (Hernández-Hernández, 2014; Paniagua & Azofeifa, 2014), 

pero sus características sensoriales son de menor calidad (Valdez-Flores & Cañizares-

Macías, 2007). Están compuestos mayoritariamente por vainillina y/o etil vainillina, los 

cuales son producidos a partir de fuentes naturales de eugenol, guayacol, catecol, lignina y/o 

ácido ferúlico, entre otros (Rao & Ravishankar, 2000; Walton et al., 2003; Ecott, 2004; 

Havkin-Frenkel & Belanger, 2008). Son disueltos en alcohol, propilenglicol o glicerina 

(Jager et al., 2007) y por lo general también contienen colorantes, saborizantes y 

edulcorantes. 

A pesar de las dificultades económicas y competitivas que enfrentan los productores, 

cada vez el mercado mundial de la vainilla natural muestra una tendencia al crecimiento 
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debido a que su calidad aromática es superior, es un producto que tiene una fuerte posición 

como uno de los sabores más populares del mundo y los extractos de frutos de vainilla poseen 

un delicado sabor picante que no puede ser duplicado por productos sintéticos (Sinha et al., 

2008; FAO, 2009; Paniagua & Azofeifa, 2014). Otro aspecto a favor es que la preferencia de 

los consumidores por productos naturales va en aumento (Oiye & Muroki, 2002; Soto, 2006; 

Sowbhagya & Chitra, 2010).  

En muchos países industrializados la vainillina es sintetizada químicamente, pero 

aproximadamente de 12000 toneladas del consumo anual de vainillina, 20 toneladas son de 

origen natural (Ruiz-Terán et al., 2001; Havkin-Frenkel & Belanger, 2008), cifra que puede 

aumentar debido al amplio potencial del cultivo, pues el consumidor está tan acostumbrado 

a los productos con vainilla que su mercado sigue siendo muy grande (Soto, 2006).  

En Costa Rica, según Varela (2011), no hay suficiente información acerca de las 

primeras plantaciones de vainilla ni de la procedencia de las primeras plantas. Se tienen 

registros que en el año 1987 existían 20 hectáreas destinadas a este cultivo, distribuidas en 

Upala (Alajuela), Quepos y Puerto Jiménez (Puntarenas). No obstante, cerca del año 1993 

hubo importantes pérdidas de plantaciones por la aparición del hongo patógeno Fusarium 

oxysporium f sp. vanillae y en 1996 por el huracán César-Douglas. Por esto, desde finales de 

los años 90, productores de vainilla e instituciones estatales y privadas se han unido para 

recuperar y promover el desarrollo de esta actividad productiva (Varela, 2011).  

La primera Asociación de productores de vainilla fue fundada en setiembre de 1994, 

en la comunidad de Quebrada Arroyo (Tarrazú), localizada en la cuenca del Río Savegre, y 

tuvo el nombre de ASOPROVA (Asociación de Productores de Vainilla). Mediante el IMAS, 

Ministerio de Agricultura y Ganadería, FANAL y CATIE esta Asociación recibió recursos y 

capacitaciones para la compra de plantas y la producción de vainilla. Cuando la producción 

decayó por las enfermedades y los bajos precios que los intermediaros pagaban, las familias 

se unieron para formar lo que ahora es Coopecampesinos R.L. (Cooperativa Autogestionaria 

de Productores de Servicios Turísticos y Más R.L.), que es un proyecto de turismo rural 

(Mora, 2014). 

Actualmente, no se tienen registros exactos de cuántas hectáreas se encuentran 

destinadas a la producción de vainilla en el país. El único dato recientemente publicado es de 
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Varela (2011), quien especifica que existen cerca de 20 hectáreas a cargo de pequeños 

productores, unas 20 hectáreas de invernadero y alrededor de 10 hectáreas para fines 

turísticos. Dichos cultivos se encuentran distribuidos en los microclimas de Pérez Zeledón, 

Bocana de Puriscal, San Isidro de Dota, Quepos, La Cruz, Guápiles, Cutris, Florencia, Upala, 

Atenas, Grecia y Santa Rosa de Pocosol, entre otros (Paniagua et al., 2014). 

Según lo reportado por Camacho (2008), expertos del Instituto de Investigación y 

Servicios Forestales (INISEFOR) de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA) y la 

Fundación para el Fomento y Promoción de la Investigación y Transferencia de Tecnología 

Agropecuaria de Costa Rica (FITTACORI) aseguran que, con un buen material genético y la 

asesoría técnica adecuada, Costa Rica podría generar el suficiente volumen de vainilla para 

exportar y desarrollar productos de mayor valor agregado para la industria. 

Por ello, desde el año 2004, las entidades mencionadas junto con el Centro Agronómico 

Tropical de Investigación y Enseñanza (CATIE), el Consejo Nacional de Investigaciones 

Científicas y Tecnológicas (CONICIT), la Escuela de Ciencias Agrarias (ECA) de la UNA, 

el Instituto Nacional de Aprendizaje (INA) y la Universidad Estatal a Distancia (UNED) 

trabajan en un programa integral de conservación y uso sustentable del cultivo de vainilla 

(Paniagua & Azofeifa, 2014). 

Adicionalmente, en el año 2006 se creó la Asociación Nacional de Vainilleros Unidos 

(Aprovainilla) como iniciativa de productores e investigadores entusiastas interesados en la 

producción e industrialización de este producto innovador para el ámbito local (Camacho, 

2008; Aprovainilla, 2013) y que vela por la unión, la búsqueda de nuevas oportunidades y el 

cumplimiento de los derechos de este sector productivo (Gómez, 2014). La misión de la 

Asociación es obtener un producto costarricense de alta calidad, en armonía con el medio 

ambiente, que mejore la calidad de vida del productor y su comunidad (Aprovainilla, 2013).  

A pesar de estos esfuerzos aún existe falta de investigación, información, 

estandarización de los procesos y apoyo hacia este sector productivo, lo cual se evidencia en 

que el método tanto de cultivo como de beneficiado sigue siendo meramente artesanal, hay 

una gran variabilidad en la calidad de los cultivos y extractos, bajos volúmenes de las 

cosechas y poca cantidad de fincas productoras a nivel nacional (Azofeifa et al., 2014; 

Paniagua & Azofeifa, 2014). 
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Es por esto que el Centro de Investigaciones en Productos Naturales (CIPRONA), con 

el apoyo de la Vicerrectoría de Investigación de la Universidad de Costa Rica (UCR), se 

sumó a los esfuerzos institucionales anteriormente mencionados y ha desarrollado una serie 

de investigaciones que pretenden ayudar a este sector productivo mediante la innovación. 

Dentro de esta iniciativa se encuentra la presente investigación, la cual va dirigida hacia 

el desarrollo de una metodología para la obtención de extractos de vainilla de alta calidad, 

con el objetivo de brindar al productor costarricense herramientas y alternativas fáciles de 

implementar para aumentar la rentabilidad del cultivo tras obtener productos con alto valor 

agregado y ventajas competitivas.  

La calidad de los extractos es proporcional al contenido de la vainillina de los frutos, 

la cual se desarrolla en el proceso de curado (Havkin-Frenkel & Belanger, 2007). No 

obstante, se ha demostrado mediante numerosos estudios científicos que con el largo y 

laborioso método de curado convencional no es posible alcanzar un contenido final de 

vainillina superior al 3 % en base seca, mientras que el potencial inicial suele ser mayor al 5 

% (Odoux, 2011a).  

Visto de esta forma, el proceso de curado es capaz de liberar sólo una fracción del total 

de vainillina presente en los frutos (Havkin-Frenkel et al., 2004). Esto se debe, 

principalmente, a que las reacciones enzimáticas endógenas del fruto no son realmente 

eficientes en transformar los precursores de la vainillina (mayoritariamente la 

glucovainillina) en vainillina (Ranadive, 1992; Odoux et al., 2003; Dignum et al., 2004; 

Pacheco, 2009; Lapeyre-Montes et al., 2011).  

Para ejemplificar esta idea, el contenido de glucovainillina en frutos curados es de 10 

% a 15 % en base seca, pero sólo un promedio cercano al 2 % de vainillina resulta del proceso 

tradicional de curado, pudiéndose obtener entre 4,8 % y 7,3 % de vainillina con base en la 

proporción de peso molecular entre glucovainillina y vainillina (314 g·mol-1 y 152 g·mol-1 

respectivamente) (Odoux et al., 2006).  

En otras palabras, en el método tradicional de curado se genera en promedio la mitad 

de vainillina de la que teóricamente se podría obtener, lo que hace que sea un método 

ineficiente en términos de la cantidad de vainillina generada (Pacheco, 2009; Sowbhagya & 
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Chitra, 2010). Todo esto ha impulsado la presente investigación dirigida a aumentar los 

niveles de vainillina en el producto final. 

Consecuentemente la aplicación de enzimas exógenas en los frutos curados, como se 

llevó a cabo en esta investigación, es una alternativa interesante que puede aumentar, hasta 

el doble, el rendimiento de vainillina, según los resultados obtenidos por Waliszewski et al. 

(2007) y, por tanto, mejorar la calidad sensorial de los extractos.  

A partir de estas evidencias es posible deducir que el alcance de la adición de enzimas 

podría ir más allá que el mencionado pues, debido al alto costo de los extractos de vainilla 

natural, la obtención de compuestos aromáticos a partir de residuos de los frutos mediante 

tratamientos enzimáticos es una práctica que podría tener un interés económico importante 

(FAO, 2009).  

Además, Sowbhagya y Chitra (2010) señalan que el uso de enzimas como 

pretratamiento para extraer sustancias aromáticas y colorantes de matrices vegetales es uno 

de los enfoques y tendencias recientes de la industria alimentaria al permitir un aumento en 

la eficiencia y rendimiento de los procesos.  

Bartnick et al. (2005) y Puri et al. (2012) también admiten que la extracción de aromas 

mediante enzimas cuenta con muchas ventajas, entre ellas, mayor rapidez y recuperación de 

los compuestos bioactivos, aumento en la calidad del producto, menor uso de disolventes (es 

una alternativa “verde” desde el punto de vista regulatorio y ambiental) y menor consumo de 

energía, en comparación con la extracción convencional. 
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2. Objetivos 

 

 

2.1. Objetivo general 

 

Evaluar condiciones de pretratamiento y extracción de vainillina de frutos curados de 

vainilla provenientes de una finca productora de Costa Rica, con el fin de mejorar su 

rendimiento. 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

1. Evaluar dos métodos de extracción de vainillina (maceración y sonicación) en frutos 

curados de vainilla provenientes de una finca productora de Costa Rica, con el fin de 

definir las condiciones que generen el mayor rendimiento. 

 

2. Determinar el efecto de la aplicación de pretratamientos (hidratación e hidrólisis 

enzimática) previos a la extracción de vainillina en frutos curados provenientes de una 

finca productora de Costa Rica, con el fin de seleccionar las condiciones que mejoren 

el rendimiento. 
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3. Marco teórico 

 

3.1. La planta de vainilla y sus frutos 

 

3.1.1. Generalidades de la planta 

 

El género Vanilla pertenece a la familia Orchidaceae (familia de las orquídeas 

u orquidáceas) (Gigant et al., 2011) y es un género con una distribución pantropical, por lo 

que sus especies se encuentran localizadas a lo largo de las zonas tropicales de todos los 

continentes, excepto en Australia (Bory et al., 2008; Gigant et al., 2011).  

Específicamente, las plantaciones de este cultivo se encuentran, en su mayoría, en 

hábitats naturales de las regiones tropicales y subtropicales de América, África, Asia y 

Oceanía (Roux-Cuvelier & Grisoni, 2011; Anuradha et al., 2013). Los países de mayor 

producción son Madagascar e Indonesia (contribuyen con el 80% de la producción mundial) 

y en menor escala China, Islas Comores, Tonga, Reunión, Turquía, Guadalupe, México, 

Tahití, Uganda, India, Papúa Nueva Guinea y Costa Rica (Azeez, 2008; FAO, 2009; 

Hernández-Hernández et al., 2010). Los principales importadores de vainilla beneficiada son 

Estados Unidos, Francia y Alemania y en menor escala, Japón, Canadá, Australia, España y 

Reino Unido (Hernández-Hernández et al., 2010; Arellano, 2014).     

El número de especies descritas no está definido aún, no obstante, Azofeifa et al. 

(2014) señalan en su revisión bibliográfica que la clasificación más estudiada establece un 

total de 110 especies (Bory et al., 2008; Bory et al., 2010; Pignal, 2010; Gigant et al., 2011). 

Es una planta de tipo hemiepífita que inicia su crecimiento en el suelo y luego se 

adhiere y trepa, por medio de raíces adventicias, sobre el tronco de árboles llamados 

hospederos, anfitriones o, más comúnmente, tutores (Havkin Frenkel et al., 2004; FAO, 

2009; Vargas, 2011) (Figuras 1a y 1b).  
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(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

Figura 1. Planta de vainilla creciendo en un tutor en la finca Veinte Soles, Municipio de 

Papantla, Estado de Veracruz, México (a) y su flor (Odoux & Grisoni, 2011) (b). 

 

De acuerdo con el tipo de tutor utilizado y el sistema tecnológico se tienen diferentes 

sistemas de producción, de los cuales los más comunes son el sistema tradicional y el 

invernadero. En el sistema de producción tradicional se utilizan tutores (árboles) vivos que, 

además de soporte físico, proveen sombra y material orgánico, componentes vitales para la 

planta de vainilla.  

En el sistema de invernadero se sustituye o complementa la sombra natural por sombra 

artificial (malla plástica) y se utilizan tutores inertes como postes de madera (Hernández-

Hernández et al., 2010; Hernández-Hernández, 2011a). En Costa Rica, los métodos de 

cultivo más comunes son: crecimiento en invernaderos (intensivos) y con tutores en sistemas 

agroforestales (semi-intensivos) (Paniagua & García, 2009). 

 

3.1.2. Procesamiento de los frutos 

 

Los frutos son el resultado del hinchamiento y desarrollo de los ovarios de las flores 

polinizadas; botánicamente hablando reciben el nombre de cápsulas (Lapeyre-Montes et al., 

2011), mal llamadas “vainas”, son alargados y de color verde (Figura 2a). Su crecimiento 

tarda al menos ocho o nueve meses, momento en que son cosechados.  
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Los frutos verdes no poseen ningún valor agregado pues solamente cuando son 

sometidos a un proceso de transformación se vuelven color café (Figura 2b) y producen el 

particular aroma y sabor a vainilla que tiene gran valor comercial (FAO, 2009; Hernández-

Hernández et al., 2010). Dicho proceso genera frutos estables microbiológicamente (Odoux, 

2011a), lo que favorece un aumento de su vida útil (Frenkel et al., 2011) debido 

principalmente a una disminución en el contenido de agua disponible (aw entre 0,65 y 0,89) 

(Odoux, 2011a; Sarter, 2011) y otros cambios físicoquímicos que alteran su composición. 

 

 
(a) 

 
(b) 

Figura 2. Frutos de vainilla verdes de la finca La Palma (a) y frutos beneficiados en el 

Rancho Santa Beatriz (b) del Municipio de Papantla, Estado de Veracruz, México. 

 

Por tanto, el procesamiento de la vainilla tiene por objetivo la transformación de los 

precursores del aroma y sabor mediante reacciones enzimáticas, químicas y bioquímicas, así 

como el deshidratado del fruto (Ranadive, 1992; Hernández-Hernández et al., 2010). Reyes 

et al. (2008) lo definen como el proceso de conservación del fruto que le da valor agregado 

al producto, en una relación 1:10 del precio de venta entre vainilla verde y vainilla 

beneficiada. 

La clave para que el proceso completo se lleve a cabo satisfactoriamente es el control 

de las condiciones de humedad y temperatura para que actúen las enzimas catalizadoras de 

los procesos hidrolíticos y oxidativos y se lleven a cabo los procesos no enzimáticos que 

permiten la liberación de humedad y consecuente reducción del contenido de agua libre. 
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Además, se debe tener cuidado con el manejo de los frutos, ya que puede haber ataque de 

hongos y microorganismos que generan olores fétidos (Reyes et al., 2008; Sarter, 2011). 

El proceso normalmente dura entre tres y nueve meses (Ecott, 2004; Havkin-Frenkel 

et al., 2004; Hernández-Hernández et al., 2010; Frenkel et al., 2011) y es denominado de 

muchas maneras por los productores: curado, beneficiado o fermentación. En todo el 

territorio costarricense este proceso es de tipo artesanal, basado en técnicas empíricas, por lo 

que varía con cada productor, factor responsable de la gran variabilidad en la calidad de los 

frutos y sus productos derivados. 

Cada país productor ha desarrollado su propio proceso de curado, pero de manera 

general consiste en cuatro etapas u operaciones unitarias: cosecha, marchitamiento o 

inhibición fisiológica, secado/sudado y afinado (Mariezcurrena et al., 2008; Reyes et al., 

2008; Hernández-Hernández, 2011a; Odoux, 2011a.; Sarter, 2011; Varela, 2011; Dignum et 

al., 2002), que se explican brevemente a continuación.  

Primero, los frutos son cosechados cuando han crecido por completo y alcanzan su 

madurez fisiológica, esto es, cuando el ápice (punta del fruto) cambia de color verde a 

amarillo (Hernández-Hernández et al., 2010). Si se cosechan con un grado de madurez 

inapropiado son frutos con mayor susceptibilidad al ataque de hongos durante el 

procesamiento, no desarrollan la totalidad de aroma o el color adecuado, resultan con un 

menor contenido de vainillina y además tienden a abrirse (FAO, 2009; Hernández-Hernández 

et al., 2010; Gómez, 2014; Pérez, 2014).  

Para facilitar el manejo en el deshidratado, antes de iniciar el procesamiento, los frutos 

deben ser clasificados según su tamaño, debido a que los frutos abiertos o pequeños se 

deshidratan más rápido. Además, se debe llevar a cabo el despezonado que consiste en 

separar el fruto del raquis (tallo o eje principal del racimo), oprimiendo el ápice y 

desprendiendo manualmente el raquis (Reyes et al., 2008; Arellano, 2014; Hernández-

Hernández, 2014).  

La etapa de marchitamiento o “matado” (killing) del fruto es quizá la más crítica y se 

realiza para inhibir el metabolismo celular o suspender la vida vegetativa que se lleva a cabo 

de forma natural durante el proceso de maduración (Mariezcurrena et al., 2008; Hernández-
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Hernández et al., 2010; Odoux, 2011a) para prevenir la dehiscencia de frutos, es decir, evitar 

que se abran (Reyes et al., 2008; Hernández-Hernández, 2011a) y pierdan calidad comercial 

(Reyes et al., 2008). Además, promueve la ruptura de la pared celular y desorganización del 

tejido, lo que genera mejores condiciones para el contacto entre los sustratos y las enzimas 

endógenas (Havkin Frenkel et al., 2004; Mariezcurrena et al., 2008).  

Para este fin, los métodos de escaldado (inmersión en agua caliente) y en horno 

calorífico son los más utilizados a nivel artesanal dentro de los cuales existe una innumerable 

cantidad de condiciones de proceso, según la experiencia y el legado que cada productor 

tenga (Reyes et al., 2008; Hernández-Hernández, 2011a; Odoux, 2011a; Varela, 2011; 

Anuradha et al., 2013).  

Este paso define, en gran medida, la calidad de la vainilla final, pues un tratamiento 

térmico excesivo podría desnaturalizar las enzimas endógenas, por lo que debe tenerse 

especial cuidado que la temperatura y el tiempo de marchitamiento sean adecuados 

(Hernández-Hernández et al., 2010). Por ejemplo, para marchitamiento en hornos se 

establece un período de 24 h a 48 h a 60 °C (Hernández-Hernández, 2011a), mientras que 

mediante inmersión las condiciones deben ser de 2 a 3 minutos a 65 °C o entre 8 y 10 

segundos a 80 °C (Arellano, 2014; Hernández-Hernádez, 2014). 

La siguiente etapa consiste en la alternancia de las operaciones secado y sudado. 

Después del marchitamiento, los frutos se depositan en cajones sudadores durante 24 h 

(Reyes et al., 2008), lo cual corresponde al primer sudado. El secado se realiza por exposición 

directa al sol (o en hornos) hasta que los frutos estén calientes, por lo general durante 3 h o 4 

h para alcanzar una temperatura máxima de 50 °C a 55 °C. Seguido se envuelven en telas de 

nylon y se guardan calientes en recipientes herméticos (Gómez, 2014) para que suden durante 

la noche como consecuencia de la temperatura y la condensación del vapor presente en el 

aire circundante.  

Estas operaciones se alternan y repiten hasta que el contenido de humedad sea de 25% 

a 38%, como máximo (Sarter, 2011), y adquieran un color café oscuro, usualmente entre 11 

y 24 ciclos consecutivos de secado/sudado (Dignum et al., 2002; Havkin-Frenkel et al., 2004; 

Hernández-Hernández, 2011a; Odoux, 2011a). El principal problema con el método de 

secado al sol es que depende estrechamente de las condiciones climáticas, especialmente 
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durante la primera fase, cuando los frutos son más susceptibles a la contaminación 

microbiológica (Odoux, 2011a). Un punto crítico de control del sistema HACCP podría ser 

colocado al final del proceso de secado, cuyo límite crítico sería el contenido de agua o aw 

de los frutos (Sarter, 2011), pues este parámetro determina el crecimiento de hongos (y la 

posible presencia de micotoxinas) y patógenos.  

Por último, se lleva a cabo el afinado, acondicionamiento o reposo, que consiste en 

envolver los frutos en sábanas o papel encerado y guardarlos en cajas de madera por varios 

meses con el objetivo de ajustar el contenido de humedad final y así garantizar la estabilidad 

microbiológica (por lo general, con un contenido de humedad final entre 10% y 30%, los 

frutos no son atacados por hongos) (Reyes et al., 2008; Sarter, 2011), además de permitir que 

se desarrolle el aroma de forma gradual. Los frutos pueden someterse al afinado estando 

empacadas (Odoux, 2011a) o no (Hernández-Hernández, 2011a; Varela, 2011). 

 

3.1.3. Características de los frutos curados 

 
 

Las características generales deseadas en los frutos curados de vainilla son que estén 

enteros, sin aberturas y llenos de semillas; que sean brillantes, gruesos y flexibles (sin quiebre 

al enrollar la vaina) (DOF, 2011); y que tengan el aroma característico, un color café oscuro 

uniforme y sin manchas.  

Además, los frutos deben ser curados de forma adecuada para que alcancen un 

contenido de humedad óptimo al final del proceso (Azeez, 2008). Pacheco (2009) establece 

que la clasificación de la calidad de los frutos curados se efectúa conforme a los criterios de 

longitud y contenido de vainillina, mientras que durante el proceso de beneficiado, se van 

clasificando con base en el contenido de humedad. 

La composición y, por ende, la calidad de los frutos curados es bastante variable y 

compleja debido a una gran cantidad de factores que influyen, tales como la especie de la 

planta, las condiciones de crecimiento, la composición del suelo, la madurez del fruto y, sobre 

todo, las condiciones del proceso de curado (FAO, 2009). Todo esto define el contenido 
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relativo de los componentes químicos en los frutos beneficiados, lo que hace que sea difícil 

definir una composición típica.  

El contenido de humedad, por ejemplo, es uno de los parámetros de mayor variabilidad. 

El fruto de vainilla verde es un fruto delicado con gran cantidad de agua, cerca de un 85% 

(en el fruto verde), y el proceso beneficiado está basado en eliminar su humedad sin alterar 

las propiedades sensoriales (Hernández-Hernández et al., 2010). Por ello, el proceso de 

curado ocasiona una pérdida en el peso del producto entre un 50% y 80% (Reineccius, 1999). 

Los frutos se clasifican durante el proceso dependiendo del grado de deshidratación, el cual 

define en gran medida la calidad final.  

Arellano (2014) indica que los frutos de menor calidad poseen un contenido de 

humedad final entre 20 y 25%, mientras que el de la vainilla gourmet está entre 28 y 32 %. 

Por lo general, los frutos más oscuros, casi negros, son los que tienen mayor contenido de 

agua (25% – 35%) (FAO, 2009). Según la Norma Internacional para vainilla, ISO 3493:2014, 

existen cuatro formas comerciales de este producto, dependiendo de su calidad y 

presentación: 

 Vainas de vainilla, consisten en los frutos enteros. 

 Vainilla cortada, consiste en frutos troceados. 

 Vainilla en bulto, consiste en una mezcla de frutos enteros y troceados.  

 Vainilla en polvo, obtenida al moler los frutos.  

De forma general, se tiene que los frutos curados contienen más de 250 compuestos 

químicos volátiles identificados (Paniagua & Azofeifa, 2014), dentro de los cuales los 

principales son vainillina, ácido vanílico, ácido p-hidroxibenzoico, p-hidroxibenzaldehído, 

alcohol vanílico y alcohol p-hidroxibenzoico.  

También están compuestos por proteínas, azúcares, fibra (principalmente hemicelulosa 

y celulosa), ceras, resinas, pigmentos, taninos, minerales y aceites esenciales (FAO, 2009). 

La mayoría de estos componentes han sido reportados por Rao y Ravishankar (2000) y se 

muestran en el Cuadro I.  
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Cuadro I. Composición química de los frutos de vainilla procesados de alta calidad (Rao & 

Ravishankar, 2000). 

Componente Concentración (g∙kg-1 base seca) 

Vainillina 20 

Ácido vanílico 1 

p-hidroxibenzaldehído 2 

Ácido p-hidroxibenzoico 0,2 

Azúcares 250 

Lípidos 150 

Celulosa 150 – 300 

Minerales 60 

Agua 350 

 

Por otro lado, las especificaciones físicoquímicas del fruto de vainilla beneficiado 

según la Norma Oficial Mexicana sobre extractos y derivados de vainilla (DOF, 2011), se 

muestran en el Cuadro II. Esta Norma establece los requisitos mínimos de calidad, aroma, 

contenido de humedad, contenido de vainillina, componentes, formas de extracción, procesos 

de producción o elaboración del producto, sus modos de empaque, embalaje o envasado. 

Cuadro II. Especificaciones fisicoquímicas del fruto de la vainilla beneficiada de alta calidad 

“vainilla gourmet” (DOF, 2011). 

Parámetros Especificaciones 

Físicos Longitud (cm) > 15 

Humedad (%) 25 – 38 

Químicos Vainillina (% en base seca) ≥ 2,0  

Ácido hidroxibenzoico (ppm) 58 – 100  

Ácido vanílico (ppm) 411 – 861 

Hidroxibenzaldehído (ppm) 219 – 498 
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3.2. Vainillina 

 

3.2.1. Propiedades 

 

La vainillina, cuya nomenclatura estándar según IUPAC es 4-hidroxi-3-

metoxibenzaldehído, (Figura 3) es el compuesto más abundante en los extractos de vainilla 

(Walton et al., 2003; Zhang & Mueller, 2012). Consiste en un aldehído fenólico (Pacheco, 

2009), o visto de otro modo, un benzaldehído con un grupo metoxilo y un grupo alcohol, lo 

cual indica que comparte propiedades de los compuestos polares y no polares (Ainscough & 

Brodie, 1990). 

 

Figura 3. Estructura química de la molécula de vainillina, nombre común para el 4-hidroxi-

3-metoxibenzaldehído. 

Al igual que muchos otros compuestos fenólicos de bajo peso molecular, la molécula 

de vainillina posee propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias 

(Shyamala et al., 2007; Sinha et al., 2008; Havkin-Frenkel & Belanger, 2008; Dong et al., 

2014). Inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas, que son 

responsables del deterioro de muchos alimentos.  

Además, se ha demostrado que es efectiva contra el crecimiento de hongos y levaduras 

en purés de frutas (Walton et al., 2003), por esto puede ser utilizada como agente conservante 

en alimentos y agente inhibidor en medios de cultivo para bacterias (Azeez, 2008). 

Asimismo, está en estudio su capacidad anticancerígena (Sinha et al., 2008).  

http://pubs.acs.org.ezproxy.sibdi.ucr.ac.cr:2048/action/doSearch?ContribStored=Ainscough%2C+Eric+W.
http://pubs.acs.org.ezproxy.sibdi.ucr.ac.cr:2048/action/doSearch?ContribStored=Brodie%2C+Andrew+M.
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Las propiedades inhibitorias de la vainillina presente en los frutos no impiden que la 

planta (principalmente tallos y hojas) sea atacada por hongos ocasionando enfermedades 

importantes que disminuyen la producción de vainilla y el período productivo de una 

plantación. De hecho, las condiciones de temperatura y humedad bajo las cuales crece la 

vainilla tienden a favorecer el desarrollo de agentes patógenos, principalmente de origen 

fúngico (por ejemplo, Fusarium oxysporum f. sp. vanillae, Phytophtora sp., Colletotrichum 

sp. o antracnosis y Uromyces sp.), por lo que existe amplia literatura sobre prevención y 

control de enfermedades (Hernández-Hernández, 2011b). 

Algunas de las características fisicoquímicas y la información de identificación de esta 

molécula se detallan en el Cuadro III. 

Cuadro III. Información de identificación y algunas propiedades fisicoquímicas de la 

vainillina (Sinha et al., 2008). 

Propiedad Valor 

Fórmula molecular C8H8O3 

Número CAS 121 – 33 – 5 

Estructura química (CH3O)C6H3(OH) CHO 

Estado físico y apariencia  Cristales sólidos en forma de aguja, de color blanco  

Peso molecular 152,15 g∙mol-1 

Punto de fusión 80 – 81 °C 

Punto de ebullición 285 °C 

Solubilidad en agua 1 g∙100 mL-1 

Densidad 1,056 g∙mL-1 

Densidad de vapor (aire = 1) 5,2 

Presión de vapor 2,2 x10-3 mmHg a 25 °C 

Punto de inflamabilidad 147 °C 

Constante de disociación pKa1 = 7,40, pKa2 = 11,4 (25 °C) 

 

Windholz et al. (1983) y Havkin-Frenkel y Belanger (2008) indican que 1 g de 

vainillina se disuelve en 100 mL de agua a temperatura ambiente (es decir, presenta 
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solubilidad en agua de 1 %) y en 16 mL de agua a 80 °C. Sin embargo, Azeez (2008) indica 

que es insoluble en agua fría, por lo que podría recristalizar en agua a bajas temperaturas. 

Además, es soluble en cerca de 20 mL de glicerol a 82,5 °C y ligeramente soluble en 

isopropil alcohol, cloroformo, éter, disulfito de carbono, ácido acético glacial y piridina 

(Windholz et al., 1983).  

También, es soluble en aceites y soluciones acuosas de hidróxidos alcalinos. La 

literatura reporta que las condiciones alcalinas aumentan la solubilidad de la vainilla, 

aparentemente porque la vainillina es un electrolito débil (semejándose al comportamiento 

químico de otros compuestos aromáticos cuyos iones hidronio poseen una disociación débil), 

lo que facilita la formación del estado iónico de la vainillina y un aumento en su solubilidad. 

Todo esto provee diferentes estrategias para extraer, concentrar y purificar vainillina, aunque 

normalmente se extrae en soluciones acuosas de etanol (Havkin-Frenkel & Belanger, 2008). 

 

3.2.2. Concentración en los frutos 

 

Las unidades de concentración más comunes en que se reporta el contenido de 

vainillina en los frutos de vainilla son las siguientes: % (m/m) (equivalente a g∙100g-1), ppm 

(equivalente a mg∙kg-1) y g∙kg-1 (equivalente a mg∙g-1). Las fórmulas de conversión de las dos 

primeras unidades de concentración mencionadas a g∙kg-1, unidades utilizadas en la sección 

“Resultados y Discusión”, son: 

 De % (m/m) a g∙kg-1: 

(𝑚 𝑚⁄ ) ∙ 10 = 𝑔 ∙ 𝑘𝑔−1 

∴Por ejemplo, 2,0 % (m/m) es igual a 20 g∙kg-1 de vainillina. 

 De ppm a g∙kg-1:  

𝑝𝑝𝑚 ÷ 1000 = 𝑔 ∙ 𝑘𝑔−1 

∴Por ejemplo, 2,0 x 104 ppm es igual a 20 g∙kg-1 de vainillina. 

La concentración de la vainillina es un parámetro sumamente variable. Por ejemplo, 

Havkin-Frenkel y Belanger (2007) indican que, en la práctica comercial, el proceso de curado 
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normalmente tiene un rendimiento de 2,5 % a 4,5 % de vainillina en base seca de frutos 

beneficiados, lo que equivale aproximadamente a 1,75 % a 2,1 % de vainillina en base 

húmeda de frutos de vainilla (considerando un 30 % de humedad). 

El rango dado por Havkin-Frenkel y Belanger (2007) se debe a que el contenido de 

vainillina en el fruto depende de muchos factores, entre los cuales se encuentran la especie 

de vainilla, el lugar de procedencia, las condiciones de cultivo, las condiciones de 

beneficiado, factores ambientales, el método de extracción y el método de cuantificación 

(Ranadive, 1992; Arellano, 2014; Pérez, 2014). 

Adicionalmente, dependiendo del lugar de procedencia, FAO (2009) define algunos 

tipos de vainilla en el mercado tales como: la de Madagascar, conocida también como vainilla 

Bourbon (con más de 2,9 % de vainillina), la de Indonesia (de aroma fuerte y con más de 2,7 

% de vainillina), la mexicana (con más de 1,8 % de vainillina) y la de Tahití (con más de 1,5 

%). Por su parte, tal como indica el Cuadro II, la Norma Oficial Mexicana sobre extractos y 

derivados de vainilla establece un contenido de vainillina en frutos mexicanos del 2,0 % 

como mínimo, al igual que Rao y Ravishankar (2000) que indican un promedio general de 

2,0 % de vainillina en frutos curados (Cuadro I). 

Por otro lado, Arellano (2014) establece que dependiendo de la calidad de la vainilla, 

en un mismo lugar de beneficiado, esta se puede clasificar en “vainilla extra” (tiene 2,5 % de 

vainillina) y “picaduras” (tienen 1,2 % de vainillina), que son trozos de los frutos defectuosos 

al momento de cosecha, lo que permite deducir que el contenido de vainillina también 

dependerá de si se trata de frutos enteros, troceados o molidos. Según el grado de 

deshidratación y el contenido de vainillina, los frutos beneficiados se clasifican en (en orden 

decreciente de su calidad): 

1. Vainilla extra (calidad A): 185 dólares/kg 

2. Vainilla estándar o buena (calidad B): 120 dólares/kg 

3. Vainilla ordinaria (calidad C): 60 dólares/kg 
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3.3. Extractos de vainillina 

 

Anualmente se producen entre dos mil y tres mil toneladas de frutos curados a nivel 

mundial (Hernández-Hernández et al., 2010) de los cuales se extrae la sustancia aromatizante 

y saborizante llamada “extracto de vainilla”. En vista de que existen diferentes fuentes para 

la obtención de los extractos (naturales o artificiales), existen dos organismos encargados de 

la regulación del etiquetado de estos productos: la FDA (Regulación CFR 21) y el ente 

regulatorio Europeo (Regulación EC88/388) (Havkin-Frenkel & Belanger, 2008). La Norma 

Oficial Mexicana NOM-182-SCFI-2011 (DOF, 2011), por su parte, define el extracto natural 

de vainilla como el líquido color ámbar, de olor y sabor característicos, derivado de frutos de 

la vainilla, etanol y agua.  

Según esta Norma, la concentración de etanol en el extracto no debe ser menor del 35 

% (v/v) y debe contener, por lo menos, una UCV (unidad de concentración de vainilla), pues 

si contiene más, consistiría en un extracto concentrado de vainilla. Adicionalmente, una UCV 

se consigue en un extracto obtenido a partir de 100 gramos de frutos de vainilla beneficiada 

en 1 litro de disolvente, que equivale a un mínimo de 0,11 gramos de solubles de vainilla en 

100 mL de extracto (DOF, 2011). 

Las investigaciones indican que, al igual que los frutos de vainilla, los extractos tienen 

gran cantidad de compuestos químicos volátiles identificados siendo la vainillina el de mayor 

concentración y del cual depende mayoritariamente las propiedades sensoriales del producto 

(Ranadive, 1992; Voisine et al., 1995; Zhang & Mueller, 2012; Dong et al., 2014; 

Hernández-Hernández, 2014, Paniagua & Azofeifa, 2014), por lo que la determinación de su 

concentración es uno de los principales criterios para definir la calidad de los extractos 

(Azeez, 2008). 

La mezcla de sustancias aromáticas es lo que hace tan distinta la vainillina natural de 

la vainilla artificial (Soto, 2006). Desde el punto de vista químico, los diferentes compuestos 

pertenecen a las siguientes clases: hidrocarburos, alcoholes, aldehídos, cetonas, ésteres, 

alifáticos, aromáticos, lactonas, terpenos, fenoles, taninos, heterocíclicos, aminoácidos libres 

y resinas (Reineccius, 1999; Sinha et al., 2008). Solamente dentro de los hidrocarburos hay 

un gran número de alcanos, alquenos, terpenoides y anillos aromáticos (Odoux, 2011b). Esta 
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mezcla de compuestos volátiles brindan a los extractos un aroma dulce, cremoso, balsámico, 

picante, frutal y herbáceo (Azeez, 2008).  

Merory (1960) y Reineccius (1999) en su esfuerzo por recopilar los resultados de 

diversas investigaciones, propusieron valores analíticos para los parámetros químicos que 

son utilizados para establecer la calidad del extracto de vainilla y, principalmente, para 

identificar adulteraciones y distinguir entre extractos naturales e imitaciones. Dichos valores 

se presentan en el Cuadro IV. 

Cuadro IV. Parámetros para la evaluación de la calidad y autenticidad de los extractos de 

vainilla (tomado de Merory, 1960; Reineccius, 1999). 

Factor de calidad Límite 

inferior 

Límite 

superior 

Pro-

medio 

Vainillina (g/100 mL) 0,11 0,35 0,19 

Cenizas (g/100 mL) 0,220 0,432 0,319 

Cenizas solubles (g/100 mL) 0,179 0,357 0,265 

Alcalinidad de cenizas totales (0,1 N de ácido/100 mL) 30,00 54,00 ND 

Alcalinidad de cenizas solubles (0,1 N de ácido/100 mL) 22,00 40,00 30,00 

Acidez total (0,1 N de base/100 mL) 30,00 52,00 42,00 

Acidez exceptuando vainillina (0,1 N de base/100 mL) 14,00 42,00 30,00 

ND: No determinado. 

 El contenido de cenizas es útil porque las imitaciones de los extractos de vainilla 

prácticamente están libres de cenizas, además, el uso de álcali en la síntesis de vainillina 

aumenta el contenido de cenizas pero a su vez modifica los valores de solubilidad y 

alcalinidad. La baja acidez, por su parte, también es indicativo de adulteración (Reineccius, 

1999).  
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3.4. Extracción sólido–líquido 

 

3.4.1. Generalidades 

 

La extracción sólido–líquido es una operación de separación en el que cierta sustancia 

presente en un sólido permeable es disuelta por un disolvente líquido, formando una 

disolución (Chanioti et al., 2015). Brennan et al. (1998) la definen como la operación en la 

que determinado componente deseable, el soluto (Figura 4a), se separa de una fase sólida por 

contacto con un disolvente (Figura 4b) en el que el soluto es soluble.  

De forma general, en la Figura 4 se muestran los dos tipos de corrientes presentes en 

la mezcla sólido–líquido: líquida o ligera, que corresponde a la disolución del soluto deseado, 

y sólida, conformada por los componentes sólidos insolubles a los que se adhiere parte de la 

disolución. La concentración de soluto en la corriente líquida siempre es menor que en la 

disolución que se adhiere a la corriente sólida (Brennan et al., 1998).  

 

Figura 4. Diagrama básico de la extracción sólido–líquido. a: Fase sólida. b: Disolvente. 

 

Los investigadores han desarrollado varios métodos de extracción de las sustancias 

aromáticas de los frutos de vainilla, basados en la extracción sólido–líquido, entre los cuales 

se encuentran: técnica Soxhlet (Valdez-Flores & Cañizares-Macías, 2007; Jadhav et al., 



   23 

    

  

2009), maceración (Ovando et al., 2005; Shyamala et al., 2007; Waliszewski et al., 2007; 

Pardio et al., 2009; Dong et al., 2014), irradiación ultrasónica (Valdez-Flores & Cañizares-

Macías, 2007; Jadhav et al., 2009; Dong et al., 2014), altas presiones (Dong et al., 2014), 

fluidos supercríticos (Sinha et al., 2008), líquidos iónicos (Cláudio et al., 2010) y microondas 

(Longares-Patrón & Cañizares-Macías, 2006; Pacheco, 2009; Dong et al., 2014).  

 

3.4.2. Fenómenos involucrados en el proceso de extracción 

 

Si el soluto se encuentra distribuido uniformemente en la muestra sólida, entonces el 

material de la superficie de la muestra, y cercano a ella, se disolverá primero, abandonando 

la estructura sólida a través de los poros de la misma. Para alcanzar los componentes internos 

el disolvente debe penetrar la capa externa, lo que hace que la operación sea más compleja y 

la tasa de extracción disminuya (Chanioti et al., 2015). A partir de este principio se tiene una 

serie de fenómenos que permite clasificar el proceso de extracción en las siguientes cinco 

etapas (Brennan et al., 1998; Aguilera, 2002; Chanioti et al., 2015):  

1. Transferencia del disolvente del grueso de la disolución a la muestra sólida. 

2. Penetración y difusión del disolvente a través de los poros de la matriz sólida. 

3. Disolución del soluto en el disolvente.  

4. Difusión o transporte del soluto hasta la superficie de la partícula sólida donde se 

va formando una capa saturada. 

5. Migración del soluto disuelto desde la superficie de la partícula hasta el grueso de 

la disolución.  

Cualquiera de estas etapas puede resultar limitante de la velocidad de extracción o 

velocidad de transferencia de masa del soluto. La velocidad de extracción global está 

determinada por la etapa que tenga la velocidad de transferencia de masa más baja (Chanioti 

et al., 2015). 

En las extracciones de matrices alimentarias, la etapa que determina dicha velocidad 

suele ser la transferencia del disolvente del grueso de la disolución a la superficie y la parte 

interna de la estructura sólida (Chanioti et al., 2015). Por otro lado, se supone que, si se ha 
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elegido correctamente el disolvente, la disolución del soluto tiene lugar con gran rapidez y 

no influye en la velocidad global de extracción (Brennan et al., 1998).  

Por tanto, el disolvente utilizado debe tener las propiedades físicoquímicas adecuadas 

para ser capaz de disolver los componentes deseados del sólido, lo que hace que su selección 

sea de gran importancia para la remoción cuantitativa y el rendimiento de la operación 

(Aguilera, 2003; Chanioti et al., 2015).   

 

3.4.3. Factores que influyen en la velocidad de extracción 

 

Los materiales vegetales poseen una naturaleza compleja, por lo que la extracción de 

las sustancias contenidas en matrices vegetales está determinada por diversas condiciones de 

proceso como temperatura, acción mecánica, tipo de disolvente y solubilidad de los 

compuestos deseados, entre otras (Takeuchi et al., 2009). A continuación se explica 

brevemente cada una de ellas. 

 

3.4.3.1. Tipo de disolvente 

Es básico considerar la solubilidad del compuesto deseado (analito) en el disolvente, 

por lo que es necesario conocer la naturaleza química y polaridad de las dos sustancias, así 

como la matriz en que se encuentra el analito, con el fin de seleccionar el disolvente con las 

propiedades adecuadas que permitan obtener un alto rendimiento de extracción y una alta 

estabilidad del compuesto en disolución (Aguilera, 2003).  

Además de ser capaz de solubilizar el analito, el disolvente debe tener baja tensión 

interfacial para ser capaz de penetrar la muestra sólida, y viscosidad lo suficientemente baja 

para alcanzar altas velocidades de difusión en la fase líquida y permitir una buena circulación 

a través del lecho del sólido (Brennan et al., 1998). Al tratarse de un extracto para uso 

alimentario, el disolvente no debe ser tóxico, peligroso, reactivo e inflamable, debe ser 

inofensivo para el medio ambiente y barato. 
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Para la elaboración de extractos de vainilla tanto de forma industrial como artesanal, 

normalmente se utiliza el etanol. El uso estandarizado de este disolvente está establecido por 

la Norma Oficial Mexicana (DOF, 2011) y el Código Federal de Regulaciones de Estados 

Unidos (US Federal Government, 1999), donde se indica que el diluyente de los extractos de 

vainilla debe ser etanol.  

Por otro lado, Jadhav et al. (2009) cuantificaron el contenido de vainillina durante la 

extracción mediante dos métodos (Soxhlet y ultrasonido) con seis disolventes diferentes: 

etanol, metanol, acetonitrilo, acetona, cloroformo y hexano. En la Figura 5 se muestran los 

resultados de este estudio al extraer vainillina mediante el método Soxhlet a 95 °C utilizando 

2 g de frutos de vainilla en 200 mL de disolvente por 7 h, mientras que la Figura 6 presenta 

los resultados de la extracción asistida por ultrasonido a temperatura ambiente utilizando 1 g 

de frutos de vainilla en 100 mL de disolvente, durante 70 min.  

Los resultados demuestran que se obtiene mayor rendimiento de extracción con el uso 

de disolventes polares, de los cuales, el etanol favorece el mayor grado de extracción, por lo 

que es el disolvente óptimo para la elaboración de extractos.  

Debido a su toxicidad, el uso de algunos disolventes orgánicos en la industria 

alimentaria presenta ciertas restricciones. El etanol es aceptado para el consumo humano (es 

el más seguro en aplicaciones alimentarias y el de menor costo), puede emplearse en 

alimentos en pequeñas cantidades residuales de acuerdo con las BPM y es clasificado en la 

Clase 3 por la FDA, mientras que otros (Clase 2) como acetonitrilo, cloroformo, hexano, 

metanol y tolueno sólo pueden emplearse bajo condiciones específicas y su uso es muy 

limitado en productos farmacéuticos y alimenticios debido a su toxicidad y peligrosidad 

inherente (Takeuchi et al., 2009). 
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Figura 5. Efecto de diferentes disolventes en el grado de extracción 

de vainilla mediante el método Soxhlet a 95 °C con una 

relación 1:100 de muestra/disolvente (Jadhav et al., 2009). 

 

Figura 6. Efecto de diferentes disolventes en el grado de extracción 

de vainilla mediante extracción asistida por ultrasonido a 

temperatura ambiente con una relación 1:100 de 

muestra/disolvente (Jadhav et al., 2009). 

 



   27 

    

  

3.4.3.2. Concentración de disolvente 

No sólo escoger el tipo de disolvente es importante, sino también conocer la 

proporción a la que este disolvente es efectivo en la extracción del soluto en cuestión. En este 

aspecto, Dong et al. (2014) establecen que los cambios en la concentración del disolvente 

modifican principalmente su polaridad, densidad, viscosidad y tensión superficial, lo que a 

su vez puede afectar los procesos de transferencia de masa de una extracción, ya sea positiva 

o negativamente (Dong et al., 2014).  

En su estudio para optimizar el proceso de extracción y reducir los costos, Dong et 

al. (2014) evaluaron el rendimiento de vainillina mediante el método de microondas variando 

la concentración de etanol: 40 %, 70 % y 100 %. Estos investigadores observaron que una 

concentración de etanol de 70 % (v/v) provee al disolvente una polaridad similar a la de la 

vainillina y, consecuentemente, favorece mayor rendimiento de extracción que otras 

concentraciones (Dong et al., 2014). 

 

3.4.3.3. Tamaño de partícula y proporción de muestra respecto al disolvente 

La velocidad de transferencia de la masa desde la superficie del sólido es directamente 

proporcional al área de la interfase sólido–líquido; es decir, cuanto menor sea el tamaño de 

partícula, mayor es la tasa de transferencia de soluto a la disolución y la eficiencia de 

extracción (Brennan et al., 1998).  

Así pues, la reducción del tamaño de partícula debe aumentar la velocidad de 

extracción, debido al aumento del área superficial y a la reducción de la distancia que el 

soluto tiene que migrar en el interior del sólido para alcanzar la superficie. En otras palabras, 

la zona interfacial entre el sólido y el líquido es mayor y la resistencia a la difusión dentro de 

las partículas se hace más pequeña a causa de las longitudes de trayectoria de difusión más 

cortas (Takeuchi et al., 2009; Chanioti et al., 2015). 

Por otro lado, debido a que el soluto deseado no siempre se encuentra en la superficie 

de las células vegetales, la reducción del tamaño de partícula favorece la extracción en gran 

medida cuando se trata de analitos que se encuentran almacenados en los espacios 

intracelulares, capilares o estructuras celulares. Sin embargo, es importante considerar que 
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un sólido finamente dividido puede dificultar el flujo de la disolución (Brennan et al., 1998; 

Chanioti et al., 2015). 

Debido a que el éxito de la extracción sólido-líquido depende fuertemente del tamaño 

de partícula, es necesario considerar la trituración o molienda de la materia prima como una 

de las etapas cruciales del pretratamiento de la muestra, al promover un aumento del área de 

contacto entre el disolvente y la matriz sólida. No obstante, en las investigaciones este 

parámetro no está establecido: varía de polvo con tamaño promedio de partícula de 0,630 

mm (Dong et al., 2014), hasta piezas de 2 cm (Ovando et al., 2005; Waliszewski et al., 2007). 

Dong et al. (2014) demostraron que el grado de extracción de vainillina en etanol al 

70 % (v/v) mediante el método de microondas, aumenta al disminuir el tamaño de los frutos 

de 5 mm a 2 mm (Figura 7).  

Además, existe una clara diferenciación en el rendimiento de vainillina al emplear 

frutos curados molidos y troceados como materia prima. Entre menor sea el tamaño de 

partícula, mayor será el contenido de vainillina extraído, pues una mayor superficie de 

transferencia aumenta la elusión externa desde la superficie al disolvente y disminuye la 

difusión interna, facilitando la transferencia de masa del soluto al disolvente (Dong et al., 

2014). 

La proporción en que se añade el disolvente con respecto a la masa de muestra sólida 

también es crucial para garantizar que el flujo de la disolución y la circulación del disolvente 

sean adecuados y, consecuentemente, se lleve a cabo el proceso de extracción de forma 

eficiente. En la Figura 7 se muestra que, incluso tratándose de un mismo tamaño de partícula 

(frutos molidos), el contenido de vainillina extraída a través del tiempo puede variar al 

modificar la proporción de la muestra respecto al disolvente.  
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Figura 7. Rendimiento de vainillina en extracción asistida por microondas a partir de 

muestras de vainilla con diferente tamaño de partícula y relación muestra/disolvente, 

a 150 W y 70 % de etanol acuoso (Dong et al., 2014). 

En este caso, los resultados arrojan que se da un aumento en el grado de extracción 

cuando la relación muestra/disolvente disminuye de 7 g/100 mL a 4 g/100 mL, en 

comparación con la débil variación de este mismo factor cuando dicha relación disminuye de 

4 g/100 mL a 1 g/100 mL. El aumento en el rendimiento es el resultado del gradiente de 

concentración causado por el cambio en la relación muestra/disolvente, lo que facilita la 

transferencia de masa y, por ende, aumenta la eficiencia de extracción (Dong et al., 2014). 

Por su parte, Jadhav et al. (2009) estudiaron el efecto de la cantidad de muestra de 

vainilla (en el rango de 1 g a 3 g) en el grado de extracción de vainillina a una cantidad de 

etanol constante (200 mL). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 8 donde se 

observa que la cantidad de vainilla depende de las proporciones relativas de muestra y 

disolvente en el proceso de extracción.  
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Cuando se emplea 1 g de frutos curados y pulverizados se observa una tendencia 

lineal conforme avanza la operación, mientras que con 3 g, la tasa de extracción disminuye 

al aumentar el tiempo. Al comparar las cantidades finales de vainillina a 8 h de extracción, 

el grado de extracción es mínimo con la relación 3 g/200 mL, aumenta cerca de un 50% con 

la relación 2 g/200 mL y esta a su vez es muy similar a 1 g/200 mL. Por esta razón, Jadhav 

et al. (2009) coinciden con Dong et al. (2014)  en que la relación muestra/disolvente para 

obtener resultados óptimos es de 100 mL de disolvente por 1 g de frutos de vainillina 

(relación 1:100).  

 

Figura 8. Efecto de la cantidad de muestra de vainilla en el grado de extracción de vainillina 

en el método Soxhlet a 95 °C con una cantidad constante de etanol de 200 mL (Jadhav 

et al., 2009). 
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3.4.3.4. Humedad de la muestra 

Frenkel y Havkin-Frenkel (2006), en sus estudios para determinar las características 

físicas y químicas de la vainillina, encontraron que el contenido y la distribución de las 

moléculas de agua en los frutos de vainilla rigen la reactividad química de la vainillina 

favoreciendo su liberación y consecuente pérdida a través de formación de bases Schiff con 

aminas. Por lo que resulta claro que, durante el curado, se debe controlar el contenido de 

humedad para prevenir pérdidas de este compuesto.  

Por otro lado, el agua en la muestra sólida puede competir con el disolvente de 

extracción para la disolución del soluto y además modifica la polaridad del disolvente, lo que 

afecta a la transferencia de masa (Takeuchi et al., 2009). Es por esto que, para la extracción 

de vainillina, los estudios recomiendan realizar un secado previo de la muestra bajo 

condiciones que no causen la degradación de los compuestos, normalmente en estufa de vacío 

que permite emplear temperaturas de secado menores a las del secado convencional (Pérez-

Silva et al., 2011). 

 

3.4.3.5. Temperatura y agitación del fluido 

Teóricamente, la elevación de la temperatura aumenta la velocidad de disolución del 

soluto en el disolvente y la velocidad de difusión del soluto a través de la disolución, 

aumentando la velocidad de extracción. Sin embargo, en algunos casos las elevadas 

temperaturas pueden dañar la calidad del producto e inducir cambios físicos y químicos 

(Brennan et al., 1998). Por ejemplo, en el caso de la vainilla que posee pigmentos y 

compuestos polifenólicos, se tienen ciertas limitaciones en cuanto a la temperatura y la luz, 

debido a que estos factores degradan los componentes mencionados (Takeuchi et al., 2009).  

 

En cuanto a la agitación, la literatura especifica que, entre más alta sea la velocidad y 

más turbulento sea el flujo del disolvente sobre la superficie del sólido, mayor es la velocidad 

de extracción (Brennan et al., 1998). No obstante, tanto la temperatura como la velocidad de 

agitación son propias de cada investigación, de hecho no siempre son detalladas en las 

publicaciones, por lo que no hay nada definido. Además, son parámetros que dependen 

estrechamente del método utilizado. Por ejemplo, en el método Soxhlet, la temperatura define 
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la velocidad de generación de vapor y, por tanto, la tasa de recirculación del disolvente a 

través de la muestra. Jadhav et al. (2009) demostraron que el grado de extracción de vainillina 

aumentó al incrementar la temperatura de 90 °C a 100 °C en dicho método. 

Con el fin de ejemplificar la variedad de condiciones reportadas en las publicaciones, 

se tiene que Ranadive (1992) efectuó maceración de pedacitos de frutos en etanol al 44% por 

48 h a 45 °C con agitaciones ocasionales en la mezcla de extracción, Voisine et al. (1995) 

realizaron la maceración en etanol al 50% por 2 h a 60 °C y a una velocidad de agitación 

orbital de 200 rpm. Ruiz-Terán et al. (2001) emplearon la técnica Soxhlet a 70°C por 8 h, 

Ovando et al. (2005), maceración por 96 h a 30 °C con agitación magnética lenta y 

Waliszewski et al. (2007), igual que el anterior pero por 30 días.  

 

3.4.4. Maceración 

 

La maceración es un tipo de extracción sólido-líquido que se fundamenta en la 

difusión libre del analito de la matriz vegetal hacia el disolvente. Es un método convencional 

y es el más común porque es simple y económico, pues no requiere el uso de tecnologías 

sofisticadas (Chanioti et al., 2015). 

En la industria alimentaria, esta operación unitaria es empleada para obtener 

sustancias importantes como carotenoides o flavonoides y remover componentes no deseados 

como contaminantes o micotoxinas (Aguilera, 2003; Takeuchi et al., 2009). Su simplicidad 

es tal que puede ser aplicada por productores artesanales que deseen incursionar en la venta 

de extractos naturales.  

La técnica consiste en la agitación constante de la muestra en un disolvente (o mezcla 

de disolventes) bajo condiciones de tiempo y temperatura controladas. No obstante, la 

desventaja asociada más importante corresponde a la diferencia de criterios en cuanto al 

tiempo de extracción. El tiempo es muy variado y prolongado, por ejemplo, en las 

investigaciones varía de 10 h (Dong et al., 2014) hasta 30 días (Waliszewski et al., 2007).  

A pesar de que muchos investigadores emplean tiempos de maceración muy largos, 

Dong et al. (2014) demostraron que no existe diferencia estadísticamente significativa 
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(p>0,05) entre el contenido de vainillina extraída mediante maceración durante 600 min (10 

h) y el contenido obtenido después de 720 min (12 h). 

Voisine et al. (1995), por su parte, demostraron que la maceración de los frutos 

curados y molidos tanto en etanol al 50 % (v/v) como en metanol al 80 % (v/v) es un método 

muy eficiente para extraer vainillina, pues obtuvieron resultados satisfactorios que indican 

que el rendimiento de extracción con 24 h de maceración es similar o ligeramente superior 

al obtenido con el método Soxhlet en el mismo tiempo de extracción.  

También se tiene disponible el estudio de Setyaningsih et al. (2006), quienes 

optimizaron el método de extracción por maceración de frutos curados de vainilla. Para ello 

utilizaron la metodología de superficie de respuesta y encontraron que la maceración en una 

sola etapa puede extraer más vainillina (un promedio de 2,3 g·L-1) que la maceración en dos 

etapas, empleando una composición de disolvente etanol-agua de 7:3. 

 

3.4.5. Sonicación (radiación ultrasónica) 

 

La sonicación, al igual que la maceración es un tipo de extracción sólido-líquido, y 

consiste en la aplicación de ultrasonido que, dependiendo de la frecuencia, intensidad y 

energía aplicada, pueden destruir las estructuras celulares (Chemat et al., 2008; Vilkhu et al., 

2008).  

Esto ofrece importantes beneficios porque reduce el tiempo de extracción como 

consecuencia de una reducción de las resistencias de transferencia de masa (Chemat et al., 

2008) y, en teoría, es una alternativa más sencilla, económica y eficiente que los métodos de 

extracción tradicionales que utilizan disolventes, como Soxhlet, destilación o maceración 

(Sinha et al., 2008; Pacheco, 2009).  

Por ejemplo, Jadhav et al., 2009 demostraron que se obtienen contenidos de vainillina 

relativamente similares con 8 h de extracción convencional y tan solo 1 h de tratamiento con 

ultrasonido (Figura 9).  
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Figura 9. Comparación de la concentración de vainillina extraída por ultrasonido (tiempo = 

1 h) y Soxhlet (tiempo = 8 h) (Jadhav et al., 2009). 

 Dong et al. (2014) llegaron a la misma conclusión que Jadhav et al. (2009) en su 

estudio donde comparan las técnicas de ultrasonido y maceración. Determinaron que se 

alcanza la estabilidad en el contenido de vainillina a 1 h y 10 h, respectivamente, según se 

muestra en la Figura 10. 

Por ello, la energía ultrasónica es utilizada para la extracción de algunos compuestos 

fenólicos de plantas porque mejora el rendimiento al romper las paredes celulares que actúan 

como barreras mecánicas en el proceso de extracción y al provocar cambios en la 

permeabilidad de los organelos internos de la célula, favoreciendo la actividad de las enzimas 

e incrementando los fenómenos de transferencia de masa (Chemat et al., 2008; Pacheco, 

2009).  

La reducción de las resistencias de transferencia de masa se debe al aumento de la 

temperatura y cavitación, lo que provoca constante circulación del disolvente y turbulencia 

(Chemat et al., 2008; Jadhav et al., 2009; Dong et al., 2014). 
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Figura 10. Rendimiento de vainillina a diferentes tiempos de extracción por medio de 

maceración y ultrasonido (Dong et al., 2014). 

Dong et al. (2014) demostraron, mediante un análisis microscópico de las estructuras 

celulares de los frutos curados de vainilla, que el uso de sonicación promueve un mayor grado 

de desintegración celular mediante ruptura de los tejidos y mayor pérdida de pigmentos, con 

respecto a la maceración. Esto es proporcional a la liberación de los compuestos bioactivos 

hacia el disolvente, según lo indicado por los investigadores.  

Valdez-Flores y Cañizares-Macías (2007) aplicaron energías alternas de sonicación y 

microondas para obtener extractos de vainilla en tiempos menores que los requeridos en el 

método Soxhlet y la maceración, mientras que Pacheco (2009) aplicó la sonicación en el 

proceso de curado, con lo que encontró que la pérdida de firmeza en los tejidos vegetales de 

los frutos es determinante dentro de los primeros días de beneficiado al generar mejores 

condiciones para el contacto entre los sustratos precursores de la vainillina y las enzimas. 
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3.5. Hidrólisis enzimática 

 

3.5.1. β-glucosidasa, exocelulasa que libera la vainillina 

 

En los frutos de vainilla recién cosechados, la vainillina y otros compuestos aromáticos 

se encuentran exclusivamente de forma conjugada, unidos a β-D-glucósidos, por lo que los 

frutos verdes no poseen aroma (Dignum et al., 2004; Odoux, 2011b; Pérez-Silva et al., 2011).  

Ahora bien, es sabido que en la senescencia de los frutos se llevan a cabo degradaciones 

hidrolíticas de macromoléculas celulares, catalizadas por diversas enzimas hidrolíticas 

(Rogers, 2005; Hopkins et al., 2007), por lo que, en el proceso de curado de los frutos de 

vainilla (que imita el proceso de senescencia) es de esperar que se den reacciones enzimáticas 

de este tipo (Odoux et al., 2006; Frenkel et al., 2011).  

De hecho, la reacción más estudiada que tiene lugar en el desarrollo de la calidad 

aromática a lo largo del proceso de curado es la hidrólisis de los precursores de la vainillina 

(principalmente la glucovainillina) y de otros compuestos aromáticos (Odoux et al., 2003; 

Dignum et al., 2004; Odoux, 2011a; Paramita & Yulianto, 2013).  

Para que esta reacción se lleve a cabo en el transcurso del curado y se generen las 

características sensoriales deseadas, la glucovainillina y otros compuestos fenólicos 

glicosilados deben entrar en contacto con las enzimas hidrolíticas específicas (Figura 11) 

(Walton et al., 2003; Sowbhagya & Chitra, 2010; Odoux, 2011b). 

Estas enzimas se denominan β-D-glucosidasas, las cuales, debido a sus propiedades 

catalíticas, pertenecen al grupo de las exocelulasas, son degradativas y poseen especificidad 

para varios sustratos de β-D-glucósidos. Son las encargadas de catalizar la hidrólisis de 

residuos terminales no reductores en β-D-glucósidos, produciendo glucosa, pues actúa sobre 

los enlaces β 1-4 que unen dos glucosas o moléculas con sustituciones de glucosa, como es 

el caso de la glucovainillina (Dignum et al., 2004; Havkin-Frenkel & Belanger, 2008; Puri 

et al., 2012).  

https://es.wikipedia.org/wiki/Sustrato_(bioquímica)
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidrólisis
https://es.wikipedia.org/wiki/Residuo
https://es.wikipedia.org/wiki/Reducción-oxidación#Reducci.C3.B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
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Figura 11. Reacción de hidrólisis de la glucovainillina mediada por β-glucosidasa (Pacheco, 

2009). 

De esta manera, en los frutos curados se despliega el aroma como resultado de 

reacciones enzimáticas inducidas durante el proceso (Ruíz-Terán et al., 2001; FAO, 2009, 

Pardio et al., 2009). Ranadive (1992) realizó el proceso de curado en el laboratorio y, con 

sus resultados, logró demostrar que los componentes aromáticos de la vainilla están presentes 

en los frutos en su forma glucosídica y su forma libre se genera en el curado mediante la 

acción de enzimas glucosidasas nativas de la planta. 

 

3.5.2. Efecto de la β-glucosidasa en el curado convencional 

Se ha demostrado que la hidrólisis del precursor de la vainillina inicia durante las fases 

de escaldado (killing) y sudado, y continúa lentamente durante el secado y afinado (Odoux, 

2011a). Un comportamiento similar se ha observado con otros glucósidos precursores del 

aroma a vainilla (Dignum et al., 2002; Pérez-Silva et al., 2011). No obstante, las enzimas 

endógenas pueden perder su actividad debido a las altas temperaturas del proceso de curado 

(principalmente la etapa de marchitamiento que alcanza temperaturas superiores a los 60 °C), 

donde puede presentarse una desnaturalización de las β-D-glucosidasas (Arellano, 2014).  

Márquez y Waliszewski (2008) comprobaron lo anterior al someter los frutos de 

vainilla verdes a diferentes condiciones de escaldado. Cuando se hizo a 60 °C por 3 min, 

determinaron una pérdida de actividad de la β-glucosidasa de un 51 %, mientras que a 70 °C 
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por 90 s la pérdida de actividad enzimática fue de un 60 %, y a 80 °C por 30 s fue de 48 %. 

Cuando los frutos fueron marchitados en un horno a 60 °C de 36 h a 48 h se perdió toda la 

actividad de β-glucosidasa. Todo lo anterior indica que la formación del aroma no se debe 

únicamente a procesos enzimáticos (Dignum et al., 2002; Odoux et al., 2006).  

Otro argumento que respalda el hecho de que las reacciones enzimáticas endógenas del 

fruto no son realmente eficientes, es que los precursores de la vainillina y las enzimas 

encargadas de catalizar su hidrólisis se encuentran en compartimentos celulares distintos 

(Odoux et al., 2003; Dignum et al., 2004; Lapeyre-Montes et al., 2011), lo que dificulta el 

contacto para que se lleve a cabo la reacción. Los compuestos precursores glucosídicos se 

encuentran encapsulados principalmente en las estructuras celulares llamadas vacuolas, 

mientras que las enzimas se encuentran en el citoplasma, periplasma, apoplasto, mesocarpio 

y/o pared celular (Ranadive, 1992; Odoux et al., 2003; Walton et al., 2003; Pacheco, 2009).  

Ranadive (1992) también demostró que es verdadera la hipótesis que establece que 

las enzimas nativas de los frutos verdes no completan al 100% la hidrólisis de los glicósidos 

de vainillina en el curado. El autor establece que esto puede deberse a diversas razones: 

cantidad insuficiente de enzimas en los frutos verdes, contacto inadecuado entre las enzimas 

y los sustratos y/o desnaturalización de las enzimas por los fenoles oxidativos que se 

producen durante el curado. 

Este investigador realizó una inactivación térmica de las enzimas de frutos de vainilla 

verdes, a los que adicionó β-glucosidasa, y sus resultados arrojan que los frutos tratados con 

enzima exógena producen cantidades mayores de ácido p-hidroxibenzoico, p-

hidroxibenzaldehído, ácido vanílico y vainillina, que los frutos curados de forma normal (con 

el sistema enzimático nativo intacto y sin adición de enzimas). 

 

3.5.3. Enzimas que degradan la estructura celular 

 

Por otro lado, no sólo adicionando enzimas hidrolíticas específicas para los 

precursores del aroma se obtienen rendimientos mayores, sino también degradando la 

estructura celular por medio de celulasas o pectinasas (Puri et al., 2012); pues el principal 
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componente de los frutos, la celulosa (en una proporción del 15 % a 30 % del peso seco) 

(Figura 12), es un secuestrador de componentes de interés en los vegetales que impide su 

extracción completa (Ovando & Waliszewski, 2005; Ovando &Waliszewski, 2006).  

 

Figura 12. Estructura de un segmento de la molécula de celulosa, agente secuestrador de los 

precursores de vainillina en la célula vegetal. 

Ovando y Waliszewski (2005) explican el proceso de hidrólisis enzimática de la 

celulosa, la cual se lleva a cabo en tres etapas: 

1. La endo β-1,4-glucanasa actúa al azar sobre los enlaces β-1,4 glucosídicos internos 

presentes entre las unidades de glucosa que forman la molécula de celulosa, y convierte 

las cadenas largas en oligosacáridos, los cuales mantienen la configuración β en su 

estructura.  

La acción de esta enzima es sobre las regiones amorfas de la molécula de celulosa y tiene 

como resultado la disminución de la longitud de la cadena y la creación de nuevos 

extremos reactivos que sirven de sustrato para la siguiente etapa. 

2. La exo β-1,4-glucanasa corta la cadena β-D-glucano a partir del extremo no reductor de 

la molécula de celulosa, lo que provoca la remoción de unidades de celobiosa o glucosa. 

Ambas enzimas endoglucanasa y exoglucanasa son inhibidas por uno de los productos 

de la hidrólisis enzimática, la celobiosa, lo que disminuye la eficiencia de la hidrólisis. 

 

3. La etapa que limita la degradación de la celulosa es la hidrólisis de la celobiosa a glucosa 

mediante la acción de la β-1,4-glucosidasa. Además, esta etapa va a depender de si el 

preparado enzimático contiene o no este tipo de enzimas. 

Algunos estudios que validan el uso de celulasas en el proceso de extracción de 

vainillina se mencionan a continuación:  
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Dignum et al. (2001) señalan que se ha logrado obtener un contenido de vainillina de 

hasta 6 % cuando los frutos han sido tratados con enzimas pectinasas y β-glucosidasas. Ruiz-

Terán et al. (2001) encontraron que la extracción de glucovainillina de las vainas verdes y la 

conversión simultánea a vainillina por una combinación de pectinasa (poligalacturonasa) y 

β-glucosidasas en presencia de etanol al 47,5 % durante 8 h a 70 ° C, es un tratamiento 

altamente eficiente que genera un aumento del 14 % de vainillina.  

De este modo, el contenido de vainillina extraído fue 3,13 veces mayor que el 

obtenido con el método Soxhlet, por lo que se concluyó que la reacción enzimática podría 

sustituir el proceso de fermentación previo a la extracción. Además, Ovando et al. (2005) y 

Ovando y Waliszewski (2006) coinciden en sus conclusiones al demostrar que la predigestión 

enzimática favorece la liberación de vainillina residual que se encuentra atrapada por la 

celulosa de los frutos curados. 

Los estudios realizados por Mane y Zucca (1993) y Rao y Ravishankar (2000) 

también demuestran que la adición de preparados enzimáticos comerciales que degradan la 

pared celular, aceleran la hidrólisis de glucovainillina a vainillina durante el proceso de 

curado. La patente generada por Brunerie (1998) describe un protocolo de uso de complejos 

enzimáticos que contienen β-glucosidasa para la extracción de vainillina de frutos verdes 

molidos hidratados, mientras que la patente generada por Labuda (2010) es para frutos 

curados y molidos que emplea celulasa, pectinasa, hemicelulasa, lipasa y oxidoreductasa en 

la hidrólisis. Todas estas publicaciones coinciden en que la glucovainillina y otros 

compuestos fenólicos glicosilados atrapados en la célula podrían ser liberados por la 

degradación de la estructura celular y así estar accesibles para la acción de las β-glucosidasas.  

La Figura 13 muestra los resultados de Frenkel et al. (2011) donde queda evidenciado 

que la adición de preparados de pectinasa a los frutos verdes degrada la estructura celular 

acelerando la conversión de glucovainillina a vainillina durante el proceso de beneficiado. 

Además, la conversión del precursor a vainillina es más violenta y rápida cuando los frutos 

están troceados, no enteros. 
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(a) (b) 

Figura 13. Cambios en el contenido de glucovainillina y vainillina en frutos enteros (a) y 

frutos troceados de vainilla (b) durante el beneficiado, con tratamiento enzimático de 

pectinasas a 50 °C (Frenkel et al., 2011). 

 

 

3.5.3. Base teórica sobre los preparados enzimáticos utilizados 

 

El preparado enzimático B de grado alimentario contiene celulasas, hemicelulasas y 

β-glucosidasas (ficha técnica no especificada debido a la confidencialidad parcial) y el 

preparado enzimático A se compone de endoglucanasas y β-glucosidasas. 

 En cuanto al preparado B, la casa productora de esta enzima indica en la ficha técnica 

que el pH óptimo es de 5,0 a 5,5 (Figura 14a) y su actividad es óptima a una temperatura 

entre 45 °C y 50°C (Figura 14b). Además, señala que el uso sugerido es en sustratos ricos en 

lignocelulosa, polímero complejo y variable que forma una red tridimensional y está presente 

en recursos maderables (Primo, 2007), para la generación de etanol como combustible.  
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(a) (b) 

Figura 14. Curva de actividad relativa del preparado enzimático comercial B según el pH (a) 

y la temperatura (b) (ficha técnica no especificada debido a la confidencialidad parcial). 

Es importante recalcar que la ficha técnica no reporta una gráfica de cinética 

(actividad vs. tiempo) de este preparado, sino que solamente indica tiempos definidos de 3 y 

7 días en una gráfica de conversión de celulosa en función de la concentración del complejo 

enzimático (indicando que a los 7 días se obtiene mayor actividad). No se encuentra reportado 

en la literatura el fundamento que justifique la actividad de este preparado enzimático durante 

tiempos prolongados (ficha técnica no especificada debido a la confidencialidad parcial). 

Con respecto a la concentración, la ficha técnica recomienda una dosis del preparado 

enzimático B de 0,05 % (m/m) hasta 0,50 % (m/m), pero a la vez manifiesta que la dosis 

requerida depende en gran medida del tipo de materia prima, el tratamiento previo de la 

misma y las condiciones de procesamiento. 

 En cuanto al preparado enzimático A, no se tiene disponible la ficha técnica pero sí 

algunos estudios con cinéticas de hidrólisis de vainillina. Se encontró que, dentro de los 

valores de pH evaluados (3,5; 4,0; 5,0; 6,0 y 6,5), el de mayor rendimiento fue a 6,0 (Figura 

15a). También encontraron que la temperatura de hidrólisis para una mayor extracción con 

el pretratamiento con el preparado enzimático A es 40 °C, en comparación con 30 °C y 50 

°C (Figura 15b).  
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(a) (b) 

Figura 15. Efecto del pH (a) y la temperatura (b) en la liberación de vainillina durante la 

predigestión enzimática de frutos de vainilla con el preparado enzimático A. 

La dosis de la enzima utilizada dependía de la actividad enzimática de las celulasas, 

la cual determinaron por la técnica de la degradación del papel filtro (Eveleigh et al., 2009). 

Mediante este método estandarizaron la actividad celulolítica de todos los preparados 

enzimáticos comerciales y agregaron 2,64 IFPU·g-1 de peso seco de los frutos de vainilla.  

En otro estudio reportado, se probó 1,32 IFPU·g-1, 2,64 IFPU·g-1, 3,98 IFPU·g-1 y 

5,28 IFPU·g-1 y encontraron que un aumento de la proporción de enzima de 2,64 IFPU·g-1 

no incrementaba la hidrólisis de vainillina. 

Con respecto al tiempo, las cinéticas de hidrólisis de las Figuras 15a y 15b demuestran 

que con el preparado enzimático A, se empieza a estabilizar el contenido de vainillina cerca 

de las 5 h después de las 48 h de hidratación. No obstante, otro reporte (Figura 16) pone esto 

en duda, pues hasta las 15 h se obtuvo una cantidad constante de vainillina. 
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Figura 16. Tasa de liberación de vainillina durante pretratamiento enzimático de frutos de 

vainilla con tres preparados enzimáticos comerciales con respecto al tratamiento 

control. 

 

 

3.6. Pretratamiento de hidratación 

 

Waliszewski et al. (2007) determinaron la actividad de preparados enzimáticos 

comerciales de grado alimenticio a diversos tiempos de hidratación de la muestra sólida 

(frutos curados molidos) en una proporción muestra/disolvente de 1:4 y en 

presencia/ausencia de etanol, en términos de liberación de azúcares reductores y liberación 

de glucosa, Cuadro V y Cuadro VI, respectivamente. 

Los resultados indican que la hidratación mejora la tasa de hidrólisis enzimática, lo que 

permite concluir que provee el medio de reacción apto y facilita la hidrólisis. Además, no 

existe diferencia significativa entre la hidratación durante 48 h y 72 h. Por tanto, los 
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investigadores concluyeron que la hidratación previa es apropiada durante un tiempo máximo 

de 48 h para evitar promover la contaminación microbiana.  

Cuadro V. Efecto del etanol en diferentes tiempos de hidratación 1:4 previo al tratamiento 

enzimático (26 h) sobre la liberación de azúcares reductores (mg·g-1 de celulosa) 

(Waliszewski et al., 2007). 

Enzima Etanol (%) 0 h 24 h 48 h 72 h 

 
Letras diferentes indican diferencia significativa (𝛼 = 0,05) para cada tratamiento enzimático (fila). 

Cuadro VI. Efecto del etanol en diferentes tiempos de hidratación 1:4 previo al tratamiento 

enzimático (26 h) sobre la liberación de glucosa (mg·g-1 de celulosa) 

(Waliszewski et al., 2007). 

Enzima Etanol (%) 0 h 24 h 48 h 72 h 

 
Letras diferentes indican diferencia significativa (𝛼 = 0,05) para cada tratamiento enzimático (fila). 

En este sentido, Jadhav et al. (2009), aunque no efectuaron tratamiento enzimático, 

demostraron que un remojo durante 30 minutos eleva el rendimiento de la extracción 

ultrasónica en un 20%, y sugieren que la razón de esto es la hinchazón de la estructura vegetal 

que aumenta la permeabilidad de las células y promueve la liberación de vainillina.  

En cuanto al contenido de etanol, Ovando et al. (2005) encontraron que la estabilidad 

de ocho preparados enzimáticos comerciales es distinta conforme varía la concentración de 

este disolvente (0, 5, 10, 12,5 y 15 % v/v) en la etapa de hidrólisis, siendo 10 % (v/v) la 

concentración que favorece mayor rendimiento de vainillina y acelera la extracción con el 

uso de algunos preparados enzimáticos.  

Por su parte, el estudio realizado por Waliszewski et al. (2007) ha sido el único en el 

que se empleó una disolución etanólica propiamente en una etapa de hidratación previa al 

tratamiento enzimático y fue de 5% (v/v), tal como se muestra en el Cuadro V y Cuadro VI.  
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Con base en los resultados, estos investigadores determinaron que a una concentración 

de 5 % (v/v) se favorece aún más el desempeño de los preparados enzimáticos sin que el 

etanol ejerza un efecto inhibitorio sobre las celulasas ni su desnaturalización. Por esto, 

recomiendan el uso de etanol en la etapa de hidratación porque además es beneficioso por su 

efecto antimicrobiano. 

A modo resumen, Waliszewski et al. (2007) encontraron que una combinación de 

hidratación en etanol al 5% durante 48 h y el pretratamiento enzimático con las preparaciones 

celulolíticas podría duplicar el contenido de vainillina en el extracto etanólico y producir un 

producto de excelentes propiedades sensoriales. 

 

3.7. Cuantificación de vainillina 

 

Sinha et al. (2008), en su revisión bibliográfica, reportan el uso de varias técnicas 

para cuantificar el contenido de vainillina que ha sido extraída, tales como: cromatografía de 

capa fina, cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas, cromatografía líquida 

de alta resolución (CLAR o HPLC, por sus siglas en inglés), cromatografía micelar 

electrocinética, electroforesis capilar y resonancia magnética nuclear.  

De ellas, la cromatografía es la herramienta analítica más empleada porque ofrece 

excelente resolución y tiempos de retención selectivos. Específicamente, CLAR es la 

preferida debido a su sencillez, sensibilidad, precisión y selectividad (Sinha et al., 2008). Se 

han publicado varios métodos desde los años 80 para la separación y cuantificación de la 

vainillina en extractos mediante CLAR de fase reversa (donde la fase estacionaria es no 

polar) (Wallace, 1983), pero algunos de los más recientes son: Ehlers (1999), Farthing et al. 

(1999), Jagerdeo et al. (2000), Beckers (2005), Waliszewski et al. (2006), Jager et al. (2007), 

Sinha et al. (2007), Hilmer et al. (2011), Huesgen (2011) y la patente publicada por Han et 

al. (2012). 

En su revisión bibliográfica, Sinha et al. (2008), describe detalladamente cuáles han 

sido las investigaciones que utilizaron la tecnología CLAR de fase reversa bajo diferentes 

condiciones para determinar este analito (vainillina) y analizar los resultados: Ranadive 
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(1992), Voisine et al. (1995), Ruiz-Terán et al. (2001), Dignum et al. (2002), Dignum et al. 

(2004), Ovando et al. (2005), Pérez-Silva et al. (2006), Waliszewski et al. (2007), Shyamala 

et al. (2007), Jadhav et al. (2009), Pérez-Silva et al. (2011), Gu et al. (2012), Paramita y 

Yulianto (2013) y Dong et al. (2014). 

Para la cuantificación de la vainillina en este proyecto de investigación se probaron 

diferentes métodos, de los cuales, el más rápido y efectivo en la separación de la vainillina 

de otros compuestos químicos estructuralmente similares (alcohol p-hidroxibenzoico, 

alcohol vanílico, ácido p-hidroxibencílico, ácido vanílico y p-hidroxibenzaldehído) resultó 

ser el método de Huesgen (2011) deAgilent Technologies, Inc. con modificaciones 

implementadas en el CIPRONA, Universidad de Costa Rica. 
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4. Materiales y métodos 

 

4.1. Localización del proyecto 

 

El proyecto se desarrolló en el Laboratorio de Química, el Laboratorio de 

Biotecnología Microbiana, el Laboratorio de Biotecnología y Tecnología Química y la 

Unidad de Equipos Analíticos del Centro de Investigaciones en Productos Naturales 

(CIPRONA) de la Universidad de Costa Rica, ubicado en la Ciudad de la Investigación 

(Sabanilla, cantón de Montes de Oca) de la sede Rodrigo Facio, San José, Costa Rica.  

 

4.2. Materia prima 

 

La muestra consistió en un lote de 75 frutos curados de vainilla provenientes de una 

finca productora ubicada en Atenas, Costa Rica, de la cosecha del año 2014 y que fueron 

sometidos a un mismo proceso de curado. Fueron adquiridos empacados al vacío y antes de 

su uso se almacenaron en un lugar oscuro a temperatura ambiente.  

 

4.3. Reactivos y disolventes 

 

 Acetonitrilo de J.T. Baker®, Estados Unidos. 

 Ácido acético glacial al 99,80 % (v/v) de Fisher Scientific®, Estados Unidos. 

 Ácido cítrico anhidro de Fisher Scientific®, Estados Unidos. 

 Agua destilada y desionizada para CLAR (filtrada en poro de 0,2 μm). 

 Alcohol etílico (etanol) puro y anhidro de la Fábrica Nacional de Licores, Costa Rica. 

 Hidróxido de sodio de Sigma-Aldrich®, Estados Unidos. 
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 Kit enzimático de Laboratorios TicoLab S.A., Costa Rica, para la determinación de 

glucosa. Contiene reactivo enzimático de color (glucosa oxidasa, peroxidasa, fenol, 

estabilizadores y detergentes) y patrón de glucosa a 100 mg∙dL-1. 

 Metanol grado CLAR (filtrado en poro de 0,2 μm) de Fisher Scientific®, Estados 

Unidos. 

 Patrón de vainillina de Sigma-Aldrich Co., Estados Unidos, ReagentPlus®, 99%, 

Lote #MKBR3790V. 

 Preparados enzimáticos 

 

4.4. Metodología 

 

4.4.1. Evaluación de dos métodos de extracción de vainillina en frutos curados de 

vainilla 

 

4.4.1.1. Descripción del proceso  

 

En la primera parte de esta investigación se evaluaron dos métodos de extracción 

(maceración y ultrasonido) en frutos de vainilla curados troceados y molidos a diferentes 

tiempos. La Figura 17 muestra las operaciones unitarias que conforman todo el proceso. En 

el tratamiento de la muestra se tienen diferentes etapas: troceado, secado y, cuando 

corresponda, molienda y tamizado. Posteriormente se lleva a cabo la fase de extracción, 

filtración y, por último, la cuantificación del contenido de vainillina presente en disolución. 
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0
 

Frutos curados

TROCEADO
Manual, piezas de 0,4 cm-0,5 cm de 

longitud y 0,7 cm-0,8 cm de grosor

SECADO
Estufa de convección con conexión 

de vacío, 5 h, 70 °C

EXTRACCIÓN
Maceración,  t variable, 25 °C ± 1  

°C, 110 rpm, muestra:solvente 1:100

EXTRACCIÓN
Ultrasonido, t variable, 25 °C ± 1  

°C, muestra:solvente 1:100

EtOH 

70% (v/v)

EtOH 

70% (v/v)

MOLIENDA I ETAPA

Molino de cuchillas

FILTRACIÓN I ETAPA

Diámetro de poro de filtro: 110 mm

Análisis de datos

Determinación del tratamiento de 

extracción de mayor rendimiento

MOLIENDA II ETAPA

Molino de cuchillas 

TAMIZADO

Malla de apertura 0,25 mm  

SECADO
Estufa de convección con conexión 

de vacío, 5 h, 70 °C

FILTRACIÓN II ETAPA

Diámetro de poro de filtro: 0,45 µm

CUANTIFICACIÓN
Vainillina por CLAR

FILTRACIÓN I ETAPA

Diámetro de poro de filtro: 110 mm

FILTRACIÓN II ETAPA

Diámetro de poro de filtro: 0,45 µm

EXTRACCIÓN
Maceración,  t variable, 25 °C ± 1  

°C, 110 rpm, muestra:solvente 1:100

EXTRACCIÓN
Ultrasonido, t variable, 25 °C ± 1  

°C, muestra:solvente 1:100

EtOH 

70% (v/v)

EtOH 

70% (v/v)

FILTRACIÓN I ETAPA

Diámetro de poro de filtro: 110 mm

FILTRACIÓN II ETAPA

Diámetro de poro de filtro: 0,45 µm

FILTRACIÓN I ETAPA

Diámetro de poro de filtro: 110 mm

FILTRACIÓN II ETAPA

Diámetro de poro de filtro: 0,45 µm

  

Figura 17. Diagrama del proceso para la evaluación de dos métodos de extracción de vainillina (maceración y ultrasonido) en frutos 

curados de vainilla troceados y molidos a diferentes tiempos de extracción.
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 A continuación se explicará brevemente el proceso. 

 

A) Tratamiento de la muestra 

 

Una porción del lote de “vainas” de vainilla, cuyo grosor era de 0,7 a 0,8 cm, se sometió 

a troceado con cuchillo en piezas de 0,4 cm – 0,5 cm de longitud (Figura 18a) y la otra porción 

fue molida en molino de cuchillas (Figuras 18b y 18c). 

   
(a) (b) (c) 

Figura 18. Frutos de vainilla curados y troceados (a), molino de cuchillas marca Braun® (a) y 

frutos de vainilla curados y molidos (b). 

Tanto las vainas molidas como las troceadas fueron secadas en estufa al vacío (entre -

381 mmHg y -508 mmHg) durante 5 h a una temperatura constante de 70 °C (Figura 19). Para 

la determinación del contenido de humedad se realizaron los pesajes en la balanza analítica 

marca AND®, Estados Unidos, modelo HM-200, número de serie 13506822, con precisión de 

± 0,0001 g y capacidad máxima de 210 g 

 
 

Figura 19. Estufa con conexión de vacío marca Napco®, Estados Unidos, modelo 5831, para 

el secado de la muestra y determinación de humedad. 
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 Los frutos troceados, después del secado, ya estaban listos para ser extraídos. Los frutos 

molidos se sometieron a una segunda molienda para ser tamizados en una malla cuyo diámetro 

de apertura es de 0,25 mm y así obtener un polvo fino (Figura 20). 

 

Figura 20. Muestra de frutos de vainilla molida y tamizada en tamiz estándar No. 60 mesh, 

diámetro de apertura de 250 μm (0,0098 plg), ASTM E11, A.S.S.H.O. M-92, de 

Humboldt MFG. Co., Estados Unidos. 

 

 

B) Extracción  

 

Se empleó etanol acuoso como disolvente para la extracción de vainillina, a una 

concentración de 70 % (v/v) y una relación muestra/disolvente de 1 g de muestra seca por cada 

100 mL de disolvente. Para la medición de masa se empleó la balanza granataria marca AND®, 

Estados Unidos, modelo EK-2000i, número de serie P1884583, con precisión de ± 0,1 g y 

capacidad máxima de 2000 g. 

 

La maceración se llevó a cabo en Erlenmeyers de 125 mL, en un baño de agitación 

orbital (Figura 21a) a una velocidad de 110 rpm y 25 °C ± 1 °C. El tiempo en que se evaluó la 

maceración en los frutos molidos fue de 162 h, período en que se tomaron 15 muestras por 

triplicado para la cuantificación de vainillina a tiempos diferentes. Para los frutos troceados se 

efectuó maceración por 10 h en las que se tomaron 6 muestras por triplicado a través del tiempo. 

En todos los casos, una muestra equivale a un Erlenmeyer 
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La extracción por sonicación o ultrasonido (US) se llevó a cabo en tubos de plástico que 

fueron introducidos dentro del baño ultrasónico lleno de agua (Figura 21b). En este baño no se 

agitó la muestra porque la naturaleza del método no lo requiere, pero se debe añadir hielo 

constantemente para mantener la temperatura en 25 °C ± 1 °C . La temperatura se monitoreó 

mediante un termómetro de mercurio y el tiempo de extracción fue de 3 h. Durante este período 

se tomaron 13 muestras por triplicado de los frutos molidos y 9 muestras por triplicado de los 

frutos troceados. Seguido, se llevó a cabo la cuantificación de vainillina mediante CLAR. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
(a) (b) 

Figura 21. Equipos utilizados para la extracción de vainillina: vista frontal y superior del 

agitador orbital de Hotech Instruments Corp., Taiwán, modelo 721 (a) y baño 

ultrasónico marca Branson®, Estados Unidos, modelo 5510 (b). 

  

C) Filtración por gravedad (en dos etapas) 

 

La primera etapa de la filtración por gravedad consistió en separar la fase sólida del 

extracto mediante papel filtro para análisis cualitativo marca Albet®, Estados Unidos, que tiene 

un diámetro de poro de 110 mm.  
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Posteriormente, se filtró el extracto en una filtración más fina en filtros de membrana de 

nylon blanca, lisa, no estéril, con diámetro de poro de 0,45 μm, marca Albet®, Estados Unidos, 

y marca Minisart® NY 25 de Sartorius Stedim Biotech, Estados Unidos. El objetivo de esta 

filtración previa a la inyección de la muestra en el equipo CLAR es eliminar partículas que 

podrían obstruir la columna.  

 

D) Cuantificación 

 

 Método: Huesgen (2011) de Agilent Technologies, Inc. con modificaciones, 

desarrollado en el CIPRONA (Hernández, 2015). 

 

 Variable respuesta: Concentración de vainillina por interpolación en curva de 

calibración. 

 

 Aparato: 

 

(a) Cromatógrafo para CLAR, HPLC+ Focused, marca Dionex®, Estados Unidos, modelo 

Ultimate 3000 (incluye software Chromeleon®, automuestreador, bomba y detector de 

arreglo de diodos Ultimate 3000 Rapid Separation) (Figura 22).  

(b) Columna Nucleosil C18 de Phenomenex®, Estados Unidos, para CLAR – 150 × 4,6 

mm, 2,49 mL, funciona a pH 2,0 – 8,0, T < 60 °C y P < 3500 psi (245 bar). 

 

Figura 22. Equipo de CLAR (HPLC+ Focused), marca Dionex®, Estados Unidos, modelo 

Ultimate 3000, utilizado para la cuantificación de vainillina. 
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 Ejemplo de cromatograma: ver Figura 23. 

 

Figura 23. Cromatograma de la curva patrón para la separación de los compuestos mayoritarios 

presentes en los extractos de vainilla obtenido mediante el método CLAR desarrollado 

en el CIPRONA a λ=280 nm (Hernández, 2015). 

 

4.4.1.2. Diseño experimental y análisis estadístico 

 

El diseño experimental aplicado fue un irrestricto aleatorio con un arreglo factorial 

incompleto de tres factores: el método de extracción (con dos niveles: ultrasonido y 

maceración), grado de reducción de tamaño (con dos niveles: frutos troceados y molidos) y el 

tiempo anidado en el método, lo que implica que el tiempo se tuvo que considerar como una 

variable discreta. La cantidad de niveles del factor tiempo para cada combinación de método y 

grado de reducción de la muestra es la siguiente: 

 US/troceados: 9 niveles 

 US/molidos: 13 niveles 

 Maceración/troceados: 6 niveles 

 Maceración/molidos: 15 niveles 

Las diferencias entre los niveles del factor tiempo anteriormente mencionados se 

debieron a limitaciones en cuanto a la disponibilidad de la materia prima y a que las muestras 
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molidas y tamizadas fueron monitoreadas con mayor minuciosidad (se realizaron mediciones 

más seguidas en el tiempo, en comparación con los frutos troceados) por presentar un mayor 

potencial de extracción gracias a su área superficial superior.  

Se efectuaron tres repeticiones por cada tratamiento. Para esto se cuantificó la variable 

respuesta (el rendimiento de vainillina) a lo largo del tiempo. Los tiempos definidos para la 

toma de muestra se encuentran en el Cuadro VII. El tiempo inicial en todos los casos es 1 minuto 

(0,02 h) de contacto entre la muestra y el disolvente, que corresponde al tiempo que transcurre 

mientras se lleva a cabo la primera filtración. 

Cuadro VII. Tratamientos definidos para determinar el método de extracción que favorezca 

mayor rendimiento de vainillina. 

Método de extracción Grado de reducción de tamaño de 

los frutos 

Tiempo (h) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ultrasonido 

 

 

 

Troceados 

(piezas de 0,4 cm – 0,5 cm de 

longitud) 

0,02 

0,25 

0,50 

0,75 

1,00 

1,50 

2,00 

2,50 

3,00 

 

 

 

 

 

Molidos 

(tamaño de partícula ≤ 250 µm) 

0,02 

0,05 

0,10 

0,15 

0,20 

0,25 

0,50 

0,75 

1,00 

1,50 

2,00 

2,50 

3,00 
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Método de extracción Grado de reducción de tamaño de 

los frutos 

Tiempo (h) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Maceración 

 

 

Troceados 

(piezas de 0,4 cm – 0,5 cm de 

longitud) 

0,02 

2,00 

4,00 

6,00 

8,00 

10,00 

 

 

 

 

 

 

Molidos 

(tamaño de partícula ≤250 µm) 

0,02 

0,25 

0,50 

1,00 

1,50 

2,00 

4,00 

6,00 

8,00 

10,00 

24,00 

48,00 

72,00 

140,50 

162,00 

 

En cuanto al análisis de los datos, la prueba estadística utilizada fue Análisis de Varianza 

(ANDEVA), con un nivel de confianza de 95 % y se consideró el tiempo como variable 

nominal. Para esto se utilizó el software estadístico JMP® 7 de SAS Institute, Inc. En caso de 

encontrar diferencias significativas, se aplicó una prueba de comparación de medias, Tukey, 

para conocer cuáles tratamientos son los responsables de la significancia estadística y así definir 

el de mayor rendimiento. Por otro lado, se propuso calcular el tiempo de máxima extracción 

con cada método y con esos tiempos realizar un ANDEVA para buscar diferencias debidas a 

los tratamientos de extracción. 

Cuadro VII. Tratamientos definidos para determinar el método de extracción que 

favorezca mayor rendimiento de vainillina. 
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4.4.2. Determinación del efecto de la aplicación de tratamientos previos a la 

extracción de vainillina en frutos curados 

 

4.4.2.1. Pruebas preliminares para la determinación de la actividad enzimática de las celulasas 

Para este fin se utilizaron dos métodos: el método de degradación del papel filtro 

propuesto por Adney y Baker (2008) y el método de cuantificación de glucosa de Laboratorios 

Ticolab S.A. (determinación de glucosa por el método Trinder).  

Este último es un método espectrofotométrico para el cual se requiere realizar un barrido 

de absorción a diferentes longitudes de onda en el Espectrofotómetro UV/Vis marca Lambda 

25® de Perkin Elmer, Estados Unidos, con el software UV WinLab®, para determinar aquella 

a la que se da mayor absorción por parte del patrón de glucosa. Su fundamento científico 

consiste en que la glucosa oxidasa convierte la glucosa en ácido D-glucónico y peróxido de 

hidrógeno. La peroxidasa, a su vez, cataliza la oxidación de la 4-aminofenazona y su 

subsecuente reacción con un fenol. El producto final absorbe a ~500 nm. La intensidad del color 

es directamente proporcional a la concentración de glucosa (Ticolab, s.f.).  

 Para conocer la concentración de glucosa según la absorbancia por el método Trinder, 

se construyó una curva de calibración con concentraciones conocidas de glucosa de 0,0 mg·0,5 

mL-1 a 2,0 mg·0,5 mL-1, según los pasos establecidos por Adney y Baker (2008). De esta curva 

se interpolan las concentraciones de glucosa para construir la gráfica requerida en la técnica del 

papel filtro, la cual consiste en una línea de concentración de glucosa en función de la 

proporción enzima/buffer en el rango de 0,010 a 0,025, de la cual se obtiene la ecuación de la 

recta: 

y = mx + b 

 Donde y = concentración de glucosa 

  x = proporción enzima/buffer 

  m = pendiente de la recta 

b = intercepto con el eje de las ordenadas 
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 De allí se interpola la proporción enzima/buffer a la cual se obtienen 2,0 mg de glucosa 

por cada 0,5 mL. Para luego aplicar la fórmula: 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑝𝑒𝑙𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑜 =
0,37

[𝑐𝑜𝑛. 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎] 𝑞𝑢𝑒 𝑙𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎 2,0 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎
𝑢𝑛𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑠 𝑚𝐿⁄  

La constante 0,37 es derivada de las siguientes variables del método: 

(2,0 𝑚𝑔 𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 0,18016⁄ 𝑚𝑔 𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎 𝜇𝑚𝑜𝑙⁄ )

(0,5 𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 𝑥 60)
= 0,37 𝜇𝑚𝑜𝑙 𝑚𝑖𝑛⁄ − 𝑚𝐿 

Al conocer con exactitud el volumen de enzima por masa de sustrato y la actividad de 

papel filtro del preparado enzimático comercial, es posible aplicar una regla de 3 para obtener 

la cantidad de enzima necesaria para obtener una unidad de concentración equivalente a la dosis 

2,64 IFPU·g-1 utilizada por Ovando et al. (2005) y Waliszewski et al. (2007): 

𝐼𝐹𝑃𝑈 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 (𝑚é𝑡𝑜𝑑𝑜 𝑝𝑎𝑝𝑒𝑙 𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑜)

2,64 𝐼𝐹𝑃𝑈 · 𝑔−1
=

[𝑐𝑜𝑛𝑐. 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎] 𝑞𝑢𝑒 𝑙𝑖𝑏𝑒𝑟𝑎 2,0 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑎

𝑋
 

Donde 𝑋 = [𝑐𝑜𝑛𝑐. 𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎] 𝑎 𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑟 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 

 

4.4.2.2. Descripción del proceso 

Para la segunda parte de la investigación se utilizó el método y las condiciones de 

extracción definidas en la etapa anterior que generó el mayor rendimiento de extracción de 

vainillina. La Figura 24 detalla las operaciones unitarias que conforman el proceso para evaluar 

el efecto de pretratamientos a la extracción de vainillina en frutos molidos. Las etapas del 

tratamiento de la muestra son iguales a las explicadas en la sección anterior para los frutos que 

fueron molidos.  

Además, las condiciones de extracción son iguales a las explicadas para maceración 

pero esta vez en un tiempo definido de 24 h. Las etapas de filtración y cuantificación posteriores 

a la extracción también son iguales que en la primera parte de la investigación.  

En esta parte de la investigación, lo que varían son los tratamientos que se realizan 

previo a la maceración, los cuales corresponden a la hidratación, seguida de la hidrólisis 

enzimática. Las condiciones de cada una de estas etapas se especifican a continuación y es 

importante aclarar que la hidrólisis es una etapa posterior e independiente a la hidratación.
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  6
0
 

Frutos curados

HIDRATACIÓN

(48 h, 25 °C, muestra:solvente 1:4)

HIDRATACIÓN
(48 h, 25 °C, muestra:solvente 1:4)

Agua

HIDRÓLISIS 

ENZIMÁTICA 
(pH=5,0, T=50°C, 

tiempos: 1 y 2 días)

Etanol 5% (v/v)

EXTRACCIÓN
Maceración,  24 h, 25 °C ± 1 °C, 110 

rpm

HIDRÓLISIS 

ENZIMÁTICA
(pH=6,0, T=40°C, 

tiempos: 5 y 15 horas)

Preparado B

Concentraciones: 

0,039 mL/g y 

0,156 mL/g

Preparado A

Concentraciones: 

0,039 mL/g y 

0,390 mL/g

Ajuste de EtOH al 70% 

(v/v) y proporción 

muestra/solvente 1:100

HIDRÓLISIS 

ENZIMÁTICA 
(pH=5,0, T=50°C, 

tiempos: 1 y 2 días)

HIDRÓLISIS 

ENZIMÁTICA
(pH=6,0, T=40°C, 

tiempos: 5 y 15 horas)

Preparado B

Concentraciones: 

0,039 mL/g y 

0,156 mL/g

Preparado A

Concentraciones: 

0,039 mL/g y 

0,390 mL/g

TROCEADO
Manual, piezas de 0,4 cm-0,5 cm de 

longitud y 0,7 cm-0,8 cm de grosor

SECADO
Estufa de convección con conexión 

de vacío, 5 h, 70 °C

MOLIENDA I ETAPA

Molino de cuchillas

MOLIENDA II ETAPA

Molino de cuchillas

TAMIZADO

Malla de apertura 0,25 mm  

FILTRACIÓN I ETAPA

Diámetro de poro de filtro: 110 mm

Análisis de datos

Determinación del pretratamiento 

de extracción de mayor 

rendimiento

FILTRACIÓN II ETAPA

Diámetro de poro de filtro: 0,45 µm

CUANTIFICACIÓN
Vainillina por CLAR

Buffer Na-

citrato

Buffer Na-

citrato

TRATAMIENTO TÉRMICO 

(Inactivación enzimática)

5 min, baño maría 97 °C – 100 °C

HIDRÓLISIS 

ENZIMÁTICA 
(pH=5,0, T=50°C, 

tiempos: 1 y 2 días)

HIDRÓLISIS 

ENZIMÁTICA
(pH=6,0, T=40°C, 

tiempos: 5 y 15 horas)

Preparado B

Concentraciones: 

0,039 mL/g y 

0,156 mL/g

Preparado A

Concentraciones: 

0,039 mL/g y 

0,390 mL/g

Control

 

  

Figura 24. Diagrama del proceso para la 

evaluación de tratamientos previos a la extracción 

de vainillina en frutos curados de vainilla molidos, 

tamizados y secos. 
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A) Hidratación 

 

Se llevó a cabo la hidratación de la muestra sólida, seca y molida por inmersión en 

agua y en etanol al 5 % durante 48 h de la siguiente manera: en Erlenmeyer de 125 mL se 

midió la masa de la muestra (frutos secos, molidos y tamizados en 60 mesh) y se añadió el 

medio de hidratación: a unos agua y a otros etanol acuoso al 5 % (v/v) en una relación 

muestra:disolvente de 1:4. Esta mezcla se dejó en reposo a 25 °C ± 1° C durante dos días.  

En esta misma etapa se ajustó el pH de cada Erlenmeyer rotulado, según fuera el 

preparado enzimático a añadir posteriormente (6,0 para el preparado enzimático A y 5,0 para 

el complejo enzimático B), con un buffer de sodio-citrato preparado en el laboratorio por el 

método de Adney y Baker (2008). 

 

B) Hidrólisis enzimática 

 

A las muestras hidratadas en el medio de pH 5,0 (con y sin etanol), por ser el pH 

óptimo declarado en la ficha técnica del preparado enzimático B (Figura 14a) (ficha técnica 

no especificada debido a la confidencialidad parcial), se adicionó dicho preparado enzimático 

en proporciones de 0,039 mL·g-1 y 0,156 mL·g-1, con respecto a la masa de muestra seca, 

molida y tamizada.  

Luego se realizó la incubación en el equipo de la Figura 25 a una temperatura 

constante de 50 °C (reportada como la de óptima actividad, tal como muestra la Figura 14b), 

y agitación de 100 rpm por 1 y 2 días. Estos dos tiempos seleccionados responden a los 

períodos de hidrólisis reportados en la ficha técnica (entre 3 y 7 días), al tiempo y equipo 

disponible en el laboratorio para el experimento.  

Tal como indica la Figura 24, el preparado enzimático A se adicionó a la mezcla de 

frutos secos, molidos, tamizados e hidratados en el medio de pH equivalente a 6,0 (con y sin 

etanol) por ser el pH óptimo (Figura 15a) en concentraciones de 0,039 mL·g-1 y 0,390 mL·g-

1, con respecto a la masa de muestra seca. Esto porque, por medio de la determinación de la 



   62 

    

  

actividad enzimática por el método de Adney y Baker (2008), se encontró que 0,039 mL·g-1 

sería la concentración equivalente a 2,64 IFPU·g-1 en base seca. 

Estas muestras fueron incubadas en el equipo mostrado en la Figura 25 a una 

temperatura constante de 40 °C (Figura 15b), con agitación a 100 rpm por 5 h y 15 h. Estos 

dos tiempos de incubación se determinaron con base en las cinéticas publicadas por los 

investigadores (Figuras 15a y 15b), donde se observa de forma cualitativa que las primeras 5 

h fueron el inicio la hidrólisis, mientras que a las 15 h se alcanzó el equilibrio de extracción 

(indistintamente de las condiciones de pH y temperatura evaluadas). Razón por la cual, esta 

diferencia de tiempos fue objeto de evaluación estadística en esta investigación. 

  
(a) (b) 

Figura 25. Vista externa (a) e interna (b) de la incubadora con control de temperatura, 

velocidad de agitación y tiempo, marca Gemmyco®, Alemania, modelo IN-666, 

empleada en la hidrólisis enzimática. 

También se efectuó la hidrólisis enzimática con los dos preparados comerciales sin 

hidratación, para conocer si realmente la hidratación ejerce un efecto positivo sobre la 

actividad enzimática, y un tratamiento control que sólo fue sometido a maceración en etanol 

al 70 % (v/v), proporción muestra:disolvente 1:100, a 25 °C ± 1 °C, por 24 h (sin hidratación 

ni hidrólisis enzimática). Posteriormente, la reacción de hidrólisis se detuvo al sumergir los 

Erlenmeyers en agua en ebullición durante 5 minutos. Seguido de esto, se realizó el ajuste 

del etanol al 70 % (v/v) y de la proporción muestra:disolvente 1:100 para iniciar la 

maceración por 24 h. 
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4.4.2.3. Diseño experimental y análisis estadístico 

 

En los Cuadros VIII y IX se muestran los tratamientos de hidrólisis estudiados para 

cada preparado enzimático comercial. Se hacen por separado porque los complejos 

enzimáticos tienen condiciones de concentración y tiempo distintas. En este diseño 

experimental la variable respuesta es la misma que en el anterior: el rendimiento de vainillina.  

Ambos diseños experimentales corresponden a diseños irrestrictos al azar con un 

factorial de 3x2x2. Se evaluaron tres factores (medio de hidratación, concentración del 

preparado enzimático y tiempo de hidrólisis) con dos niveles cada uno. Por otro lado, al igual 

que en el objetivo específico anterior, se efectuaron tres repeticiones por tratamiento. 

Cuadro VIII. Tratamientos para la evaluación del contenido de vainillina extraído después 

del tratamiento con el preparado enzimático B (pH=5,0 y T=50 °C). 

Medio de 

hidratación   

Concentración enzima  

(mL·g-1) 

Tiempo de incubación  

(h) 

Agua 

 

0,039  24 

48 

 0,156 

 

24 

48  

Etanol 5% (v/v) 

 

0,039  

 

24 

48 

 0,156 

 

24 

48 

Sin hidratación 0,039  24 
  48 
 0,156 24 
  48 
 0,000* 0 

 
*Tratamiento control: sin hidratación ni hidrólisis. 
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Cuadro IX. Tratamientos para la evaluación del contenido de vainillina extraído después del 

tratamiento con el preparado enzimático A (pH=6,0 y T=40 °C). 

Medio de  

hidratación   

Concentración enzima  

(mL·g-1) 

Tiempo de incubación  

(h) 

Agua 

 

0,039  5 

15 

 0,390 

 

5 

15  

Etanol 5% (v/v) 

 

0,039  

 

5 

15 

 0,390 

 

5 

15 

Sin hidratación 0,039  5 
  15 
 0,390 5 
  15 
 0,000* 0 

 
*Tratamiento control: sin hidratación ni hidrólisis. 

 

 En cuanto al análisis de datos, los diseños factoriales, por separado, se analizaron 

estadísticamente mediante la prueba ANDEVA con un 95 % de confianza y se consideró el 

tiempo como variable nominal. Además, se consideraron los efectos simples y las 

interacciones, cuando aplicara, mediante la prueba de comparación de medias Tukey con un 

nivel de confianza de 95% para cada uno de los diseños experimentales.  

Una vez obtenidas las mejores condiciones de hidrólisis para cada preparado 

enzimático, se aplicó una comparación de medias mediante la prueba estadística Tukey, con 

un nivel de confianza de 95 %, para comparar todos los tratamientos entre sí. El análisis de 

los datos, al igual que en el experimento anterior, se hizo mediante el software estadístico 

JMP® 7 de SAS Institute, Inc. 

  



   65 

    

  

5. Resultados y discusión 

 

 

5.1. Evaluación de dos métodos de extracción de vainillina en frutos 

curados de vainilla 

 

Con el fin de complementar el análisis estadístico con una interpretación gráfica, en 

la Figura 26 se presenta cada una de las cinéticas de extracción de vainillina conforme avanza 

el tiempo de extracción. Dicha Figura abarca los resultados en un tiempo total de ultrasonido 

(US) equivalente a 3 h y un tiempo parcial de maceración de 10 h, tanto para la muestra 

molida como troceada. Es importante mencionar que la maceración de frutos molidos se 

evaluó durante 162 h; sin embargo, no se presentan todos los resultados experimentales 

graficados ya que a partir de las 10 h el comportamiento es estable. Los resultados completos 

se presentan en los Cuadros XII y XIII.  

Además, en la Figura 26 se muestran las cinéticas de extracción para tener una idea 

del comportamiento del proceso. Según Segovia et al. (2013), las cinéticas de extracción son 

la observación de la respuesta del sistema versus otra variable; en este caso, el tiempo, para 

relacionarla con los modelos adecuados. Ello nos permite obtener coeficientes que describen 

el fenómeno para fabricar el modelo matemático que se ajusta al proceso y más adelante 

optimizar el mismo. Además, permiten determinar puntos de control en el proceso de 

extracción, ya que ofrece un panorama de las variables que afectan directamente el proceso. 

El análisis de los datos se realizó mediante un Análisis de Varianza (ANDEVA) del 

modelo o diseño experimental completo y se muestra en el Cuadro X. El resultado que se 

obtiene es que todas las fuentes de variación tienen un efecto estadísticamente significativo 

en al menos uno de sus niveles, con un nivel de confianza de 95%. Por tanto, de este 

ANDEVA global se concluye que emplear frutos molidos arroja contenidos de vainillina 

estadísticamente distintos (p<0,05) a los obtenidos al utilizar frutos troceados, lo mismo 

sucede entre maceración y US y en los tiempos dentro de cada uno de los métodos. 
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Cuadro X. ANDEVA del contenido de vainillina extraído mediante dos métodos y grados 

de reducción del tamaño de la muestra distintos (con un nivel de confianza de 95 

%). 

Fuente de  

variación 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

F Pr > F 

Tiempo[Método] 

 

24 782,0222 7,7469 <0,0001* 

Método 

 

3 613,2098 48,5971 <0,0001* 

Grado de reducción del 

tamaño de la muestra 

1 1801,3849 428,2811 <0,0001* 

*Las medias del contenido de vainillina presentan diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) para la 

fuente de variación respectiva. 

Si bien es cierto, se podría analizar la prueba estadística Tukey de comparación de 

medias entre todos los tratamientos, ésta no brinda resultados concluyentes al tratarse de un 

diseño experimental complejo y desbalanceado en el que existe un faltante de datos para 

realizar todas las correlaciones. Llama la atención que esta prueba ofrece conclusiones con 

fundamento estadístico limitadas sólo a los factores tiempo y método, indistintamente del 

grado de reducción de la muestra, es por esto que se decide abordar el análisis desde otro 

punto de vista, y es que como existen fuertes evidencias para demostrar que la muestra molida 

(partículas de ≤ 0,25 mm) da contenidos de vainillina mayores a la muestra troceada (de 4 

mm a 5 mm) (Figura 26), es válido estudiar el efecto puro del tiempo anidado en el método 

según el grado de reducción de los frutos, por separado.   

El grado de reducción es un factor que presenta significancia según el ANDEVA, 

porque los resultados estadísticos muestran que los contenidos de vainillina en frutos molidos 

siempre superan por mucho a los frutos troceados, por lo que resulta lógico no combinar 

todos los datos para las siguientes pruebas estadísticas.  

La Figura 26 evidencia que con los frutos molidos, sin importar el método de 

extracción, se alcanzan concentraciones de vainillina altas en tiempos muy reducidos, 

mientras que con los frutos troceados la tasa de liberación de vainillina al disolvente es más 

lenta, mostrando los mismos resultados que Dong et al. (2014) (Figura 7), quienes 

establecieron que la extracción es más rápida y, por ende, más eficiente cuando la muestra se 

encuentra molida con respecto a frutos cortados (de 2 mm y 5 mm), incluso 

independientemente de la relación muestra:disolvente. 
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Figura 26. Concentración de vainillina según el tiempo de extracción mediante dos métodos y dos grados de reducción del tamaño de 

los frutos curados de vainillina en etanol al 70 % (v/v), 25 °C ± 1 °C, relación muestra:disolvente 1:100 (maceración de frutos 

molidos hasta las 10 h). 
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La Figura 26 muestra que el rendimiento de extracción incrementa aceleradamente al 

inicio de la extracción cuando la muestra se usa molida. A modo de ejemplo, al observar 

únicamente el tratamiento de maceración, a las 10 h de extracción de los frutos troceados ni 

siquiera se habían alcanzado los niveles de vainillina obtenidos desde las 2 h de maceración 

de los frutos molidos, que a este punto presentan una tendencia a mantenerse constantes.  

Con estos resultados queda demostrado que, efectivamente, la reducción del tamaño 

de partícula acelera la transferencia de masa al promover un aumento del área de contacto 

entre el disolvente y la matriz sólida (Valdez-Flores & Cañizares-Macías, 2007). Esto hace 

que el pretratamiento de la muestra antes de realizar un análisis o un proceso sea de vital 

importancia para definir la eficiencia de la operación. 

El Cuadro XI reafirma, con valores numéricos, que la reducción del tamaño de 

partícula acelera la transferencia de masa, ya que en promedio, sin tomar en cuenta los 

tiempos ni los métodos, se obtuvo el doble de vainilla con la muestra molida en comparación 

con la muestra troceada. 

Cuadro XI. Parámetros estadísticos descriptivos del contenido de vainillina para los dos 

niveles del factor “Grado de reducción del tamaño de la muestra”. 

Nivel Media de los 

cuadrados medios 

Desviación 

estándar 

Media del contenido de 

vainillina (mg/g base seca) 

Muestra molida 

 

15,891 0,465 20,568 

Muestra troceada 

 

6,280 0,518 10,371 

 

Las siguientes pruebas estadísticas se muestran en el Cuadro XII, resultado de la 

prueba Tukey del tiempo anidado en el método para las muestras molidas, y Cuadro XIII, 

para las muestras troceadas. En estos dos Cuadros, las letras iguales significan que los 

intervalos se traslapan con un 95% de confianza. 
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Cuadro XII. Resultado de la prueba de Tukey (p=0,05) para el contenido de vainillina 

extraído de la muestra molida (tamaño de partícula ≤250 µm) de frutos curados 

de vainilla mediante dos métodos. 

Método Tiempo 

(h) 

Prueba Tukey Media del contenido de 

vainillina (mg/g base 

seca) 

Desviación 

estándar 

Maceración 140,50 A         25,59 0,457 

Maceración 162,00 A B        25,02 0,754 

Maceración 24,00 A B        24,98 0,241 

Maceración 72,00 A B        24,59 0,262 

Maceración 48,00  B        23,78 1,267 

Maceración 10,00   C       21,85 0,410 

Maceración 8,00   C       21,60 0,082 

US 0,50   C       21,38 0,579 

Maceración 6,00   C       21,36 0,312 

US 1,50   C       21,26 0,463 

US 3,00   C D      21,17 0,386 

US 2,50   C D      21,11 0,333 

US 0,25   C D      21,08 0,778 

Maceración 4,00   C D E     20,85 0,198 

US 2,00   C D E F    20,81 0,196 

Maceración 2,00   C D E F    20,60 0,081 

US 0,15    D E F G   19,62 0,257 

US 0,10     E F G H  19,23 0,704 

Maceración 1,50      F G H  19,18 0,090 

Maceración 1,00       G H  18,76 0,217 

US 1,00       G H  18,62 0,446 

US 0,05       G H  18,47 0,148 

US 0,75       G H  18,41 0,910 

US 0,20       G H  18,37 0,363 

Maceración 0,50        H  17,77 0,135 

Maceración 0,25        H  17,63 0,151 

Control 0,02         I 12,28 1,028 
Las medias de concentración de vainillina que no están relacionados con la misma letra, son significativamente 

diferentes (p<0,05). 

Del Cuadro XII es posible concluir que el contenido de vainillina extraído mediante 

la maceración de frutos molidos aumenta conforme aumenta el tiempo de extracción. Es 

decir, conforme avanza el tiempo de la operación, la vainillina recuperada en el disolvente 

aumenta. No obstante, al alcanzar tiempos prolongados (de las 24 h en adelante) no se 

observa incremento considerable en la variable respuesta.  

Es bien sabido que durante el contacto tiene lugar la transferencia de masa de los 

componentes de las fases, con una progresiva aproximación al estado de equilibrio (Sinha et 
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al., 2007, Jadhav et al., 2009). El equilibrio de una etapa de extracción supone que las fases 

han sido íntimamente mezcladas y han permanecido en contacto el tiempo suficiente para 

alcanzar el equilibrio termodinámico entre ellas, antes de proceder a su separación (Brennan 

et al., 1998). Es por esto que el comportamiento que se espera en la extracción sería un 

aumento del compuesto extraído al inicio y luego que se estabilice (Sinha et al., 2007).  

En este aspecto, mediante las tendencias mostradas en la Figura 26, es posible deducir 

que la extracción de vainillina de frutos molidos, tanto con ultrasonido como con maceración, 

es una operación que tiende a alcanzar el equilibrio más rápidamente que al utilizar frutos 

troceados, lo cual coincide con los resultados obtenidos por Dong et al. (2014) quienes 

compararon cuatro tipos de extracción de vainillina en frutos curados de vainilla. 

Por todo lo anterior, se toma 24 h como el tiempo máximo de maceración al que se 

alcanza el mayor contenido de vainillina. Y además esto permite deducir que los tiempos 

prolongados de maceración de Ovando et al. (2005) y Waliszewski et al. (2007), de 96 h y 

30 días, respectivamente, no son necesarios al no aportar mayor contenido de vainillina en el 

equilibrio si la muestra es molida. 

Con los resultados experimentales de la Figura 26 se ensayó un ajuste logarítmico que 

permitió una modelización aceptable para la maceración de frutos molidos, el cual describe 

la evolución del contenido de vainillina en función del tiempo con un R2 de 0,97 y que 

presenta tendencia asintótica, que es aquel comportamiento de la variable que tiende a ser 

constante de manera continua a medida que el tiempo se avanza indefinidamente. Sin 

embargo, la extracción mediante ultrasonido de los frutos molidos presentó un pobre ajuste 

de regresión en todos los modelos ensayados, por lo que con los datos experimentales de este 

método no es posible establecer ninguna cinética de extracción. No obstante, como se 

mencionó anteriormente, a partir de las 2 h empieza a estabilizarse, pero es necesario medir 

más datos a través del tiempo para modelar el fenómeno. 

El Cuadro XII también muestra que la operación de US con vainas molidas no brinda 

resultados tan ordenados en el tiempo como la maceración. Por ejemplo, el contenido de 

vainillina a 0,5 h (30 min) es igual al de 3 h, pero estadísticamente diferente al de 1 h. El 

hecho que en el resultado de la prueba Tukey para ultrasonido de muestras molidas los 

tiempos no estén en orden se explica por los mismos saltos que se ven en la gráfica de la 
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Figura 26 pues los valores de vainillina no siempre van ascendiendo conforme avanza el 

tiempo. Este tipo de fluctuaciones debidas a fuentes de variación no controladas o la 

naturaleza variable del método y/o la materia prima dificulta obtener conclusiones 

contundentes e impide sugerir este método como recomendación para futuros experimentos. 

El Cuadro XIII, que presenta los resultados de la prueba Tukey para muestras 

troceadas, es el claro ejemplo que, con frutos troceados, tanto en maceración como en US, sí 

se tienen modelos en los que la tasa de liberación de vainillina aumenta al incrementar el 

tiempo de extracción (dentro del rango evaluado). Sin embargo, éste no fue el tiempo 

suficiente para alcanzar el equilibrio, debido a que se requería evaluar tiempos mayores de 

maceración y de radiación ultrasónica. Además el Cuadro XIII reafirma que, en este caso, el 

US es más eficiente, pues tan sólo 2,5 h de US alcanza un contenido de vainillina igual al 

obtenido después de 10 h de maceración, con un nivel de confianza del 95 %. 

Cuadro XIII. Resultado de la prueba de Tukey (p<0,05) para el contenido de vainillina 

extraído de la muestra troceada (de 0,4 cm – 0,5 cm de longitud) de frutos 

curados de vainilla mediante dos métodos. 

Método Tiempo 

(h) 

Prueba Tukey Media del contenido de 

vainillina (mg/g base seca) 

Desviación 

estándar 

Maceración 10,00 A         17,60 0,738 

US 3,00 A         17,48 1,219 

US 2,50 A         15,44 2,121 

Maceración 8,00 A B        15,19 1,343 

US 2,00 A B C       14,52 1,165 

US 1,50  B C D      11,86 0,981 

Maceración 6,00   C D      11,23 0,884 

US  1,00    D E     9,83 1,725 

Maceración 4,00    D E F    9,16 0,480 

US 0,75     E F G   7,30 0,510 

US 0,50      F G H  6,35 1,898 

Maceración 2,00       G H  5,60 0,408 

US 0,25        H  3,59 0,368 

Control 0,02         I 0,04 0,041 
Las medias de concentración de vainillina que no están relacionados con la misma letra, son significativamente 

diferentes (p<0,05). 

Para el caso de extracción de frutos troceados, se ensayó un ajuste polinómico de 

segundo grado que permitió una modelización aceptable para ambos métodos. Los 

coeficientes de correlación (R2) mostrados en la Figura 26 indican que el comportamiento de 
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aproximación al equilibrio responde a dicho ajuste cuando se utiliza la materia prima que ha 

sido sometida al troceado (R2=0,98 US de frutos troceados y R2=0,99 maceración de frutos 

troceados), identificando un incremento en el contenido de vainillina frente al tiempo.  

En la Figura 26 se observa que la radiación ultrasónica provoca un aumento mayor 

en la velocidad de extracción, con respecto a la maceración, siempre y cuando se utilicen 

frutos troceados; en comparación con frutos molidos donde el aumento al emplear US es 

menor. No obstante, este aumento no es tan marcado cuando se comparan los dos métodos 

con la muestra molida. Por tanto, es posible suponer que, cuando se usa la muestra troceada, 

se tiene la matriz apropiada para que el ultrasonido aplicado rompa la estructura vegetal y 

reduzca la resistencia de transferencia de masa (Chemat et al., 2008) reduciendo el tiempo 

de extracción.  

De hecho, a pesar de que el ultrasonido es ampliamente conocido y estudiado por su 

simplicidad, rapidez y requerimientos reducidos en cuanto a volúmenes de disolvente, 

Borhan et al. (2013) establecen que es un método de extracción cuya eficiencia depende 

íntimamente del tamaño de partícula de la muestra vegetal. Además, Gutte et al. (2015) 

indican que las ondas ultrasónicas afectan la tasa de transferencia de masa principalmente en 

la etapa de penetración de disolvente, lo cual resulta en un efecto débil cuando la muestra ya 

ha recibido un pretratamiento de molienda y se encuentra finamente dividida pues la 

trayectoria que tiene que recorrer el disolvente es menor que en la muestra troceada. 

No obstante, a pesar de que la sonicación acelera la extracción cuando la muestra está 

troceada, en comparación con el menor efecto que ejerce con la muestra molida, 

indiscutiblemente la velocidad inicial de cualquiera de los dos métodos de extracción con 

frutos troceados es menor que con frutos molidos. Esto puede deberse a que la vainillina 

cuenta con más barreras físicas para salir de la matriz celular en los trozos de frutos, lo que 

ocasiona que la liberación de este compuesto sea paulatina y lenta. Por el contrario, la 

extracción de vainillina en los frutos molidos se da de forma muy rápida en las primeras 2 h 

de tratamiento.  

Para revalidar esto, los datos del Cuadro XII y Cuadro XIII al tiempo de 1 minuto, 

únicamente al tener contacto la muestra con el disolvente y agitar levemente para filtrar de 

inmediato, demuestran que la extracción en frutos troceados se lleva a cabo con mayor 
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lentitud (el disolvente logra extraer un contenido de vainillina de apenas 0,04 mg·g-1 en 

comparación con 12,28 mg·g-1).  

Sin embargo, resulta interesante considerar que la liberación de vainillina al emplear 

frutos molidos, el US es más irregular en las primeras horas en comparación con la 

maceración. Según Montgomery (1991), cuando una misma muestra se comporta de forma 

regular con un método y con otro no, es posible atribuir las irregularidades al tipo de método 

empleado.  

Como se dijo anteriormente, y quedó demostrado con la prueba Tukey (Cuadro XII), 

el método de ultrasonido es muy variable cuando la muestra se usa molida. La irregularidad 

de la curva de US/molidas en comparación con la curva maceración/molidas permite deducir 

que este método, por su naturaleza, es muy inestable; o que la forma de aplicación de este 

método debe estandarizarse ya que aparentemente hubo variables que no se controlaron.  

A diferencia de los resultados US/molidos, la Figura 26 evidencia que el método de 

maceración de frutos molidos es relativamente estable, con contenidos de vainillina de muy 

poca variabilidad en la mayoría de los tiempos muestreados. Cuando la muestra está troceada, 

por el contrario, la variabilidad es mayor, pues la vainillina se encuentra dentro de las semillas 

y éstas pueden quedar heterogéneamente distribuidas en los frutos troceados de una muestra 

a otra. 

Además, variables propias del método de US no controladas pudieron haber 

contribuido con la variabilidad. Por ejemplo, por limitaciones de espacio, algunas muestras 

fueron suspendidas en el baño ultrasónico mediante una gradilla en contacto con el agua, 

mientras que otras se colocaron directamente en recipientes dentro del baño como en la 

Figura 21b. Los recipientes dentro del baño, por ejemplo, pudieron provocar mayor 

resistencia a los ultrasonidos y, por ende, unas muestras recibieron una menor intensidad de 

energía que otras. 

Finalmente, con base en todas las pruebas estadísticas y los análisis de las cinéticas, 

se recomienda utilizar el método de maceración durante 24 h con la materia prima molida, 

por ser un método seguro en cuanto a la variabilidad de los resultados, su agitación asegura 

el constante contacto entre la muestra y el disolvente para una extracción eficaz y eficiente, 
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es fácil de ejecutar, el método tiene un procedimiento estándar, no requiere equipos 

sofisticados y además se tiene la garantía de obtener el equilibrio de extracción después del 

tiempo mencionado.  

Además, los extractos obtenidos en todo el experimento, cumplen con las 

especificaciones de apariencia que deben tener los extractos de vainilla de buena calidad 

según Arellano (2014) y Pérez-Silva et al. (2015), ya que son traslúcidos y de color ámbar 

intenso, sin turbidez ni opacidad que en muchas ocasiones puede indicar presencia de 

contaminantes. Por todas estas razones, éste el tratamiento base para la extracción en la 

segunda parte de esta investigación donde se llevan a cabo pretratamientos. 

 

5.2. Determinación del efecto de la aplicación de tratamientos previos a la 

extracción de vainillina en frutos curados 

 

La Figura 27 presenta la apariencia de los extractos después de haberse realizado la 

maceración por 24 h y antes de ser filtrados. Los extractos sin pretratamiento son de color 

ámbar traslúcido, mientras que los extractos hidrolizados enzimáticamente, tanto con el 

preparado enzimático B como con el preparado A, son de color café y de apariencia turbia.  

Además se observan conglomerados de la muestra molida en las Figuras 27b y 27c, 

lo que indica que hubo desintegración y degradación de la matriz vegetal, a diferencia de la 

Figura 27a donde el sólido se conserva finamente dividido en el fondo del Erlenmeyer como 

al inicio del proceso.  

   
(a) (b) (c) 

Figura 27. Extractos de vainilla sin pretratamiento (a), hidrolizados con el preparado 

enzimático B (b) e hidrolizados con el preparado enzimático A (c). 
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Para reafirmar lo anterior, se tiene la Figura 28 que muestra el aspecto de los residuos 

sólidos remanentes en el papel filtro en la primera etapa de filtración. A diferencia de los 

residuos sin hidrolizar que se mantienen compactos y las partículas íntegras, los que fueron 

tratados con preparados enzimáticos celulolíticos tienen aspecto desintegrado y amontonado. 

Estas diferencias demuestran que hubo actividad enzimática en la hidrólisis de los frutos 

curados de vainilla molidos. 

   
(a) (b) (c) 

Figura 28. Residuo sólido de la muestra al filtrar los extractos sin pretratamiento (a), 

hidrolizados con el preparado enzimático B (b) e hidrolizados con el preparado 

enzimático A (c). 

 En cuanto a los resultados experimentales, en primer lugar se analizarán los de las 

pruebas estadísticas aplicadas a los tratamientos donde se aplicó el preparado enzimático B, 

compuesto por celulasas, hemicelulasas y β-glucosidasas. El Cuadro XIV demuestra que 

existen diferencias estadísticamente significativas en el contenido de vainillina extraído en 

el modelo experimental completo, pero no indica cuáles niveles o factores son responsables 

de la significancia. 

Cuadro XIV. ANDEVA del contenido de vainillina extraído por maceración a 24 h después 

de pretratamiento de hidratación e hidrólisis enzimática con el preparado 

enzimático B (con un nivel de confianza de 95 %). 

Fuente de  

variación 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

F Pr > F 

Modelo 12 10677,56 134,4263 <0,0001* 

Error 26 172,1 

Total 38 10849,66 
*Las medias del contenido de vainillina presentan diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 
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 Es por esto que se efectúa otro ANDEVA que involucra los factores simples y las 

interacciones entre ellos (Cuadro XV) para conocer cuáles son aquellos que aportan 

diferencia estadísticamente significativa al modelo experimental. 

Los resultados del Cuadro XV muestran que existe una interacción significativa y es 

la interacción triple entre tiempo de incubación, concentración de enzima y medio de 

hidratación. Es decir, el contenido de vainillina va a depender de la combinación de las 

condiciones de hidratación y de hidrólisis aplicadas, por lo que no procede el análisis o la 

interpretación de los efectos simples de estos factores por separado.  

Cuadro XV. ANDEVA de los efectos simples e interacciones del contenido de vainillina 

extraído después de pretratamiento de hidratación e hidrólisis enzimática con el 

preparado enzimático B (con un porcentaje de confianza de 95 %). 

Fuente de  

variación 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

F Pr > F 

Tiempo (días) 

 

1 

 

1121,022 

 

163,9018 

 

<0,0001* 

Medio hidratación 

 

2 

 

1167,2144 

 

85,3278 

 

<0,0001* 

Tiempo (días) x Medio 

hidratación 

2 

 

1098,2999 

 

80,2898 

 

<0,0001* 

Conc enzima 

 

1 

 

896,9027 

 

131,1339 

 

<0,0001* 

Tiempo (días) x Conc 

enzima 

1 

 

900,9002 

 

131,7184 

 

<0,0001* 

Medio hidratación x Conc 

enzima 

2 

 

1102,6414 

 

80,6072 

 

<0,0001* 

Tiempo (días) x Medio 

hidratación*Conc enzima 

2 

 

1006,3981 

 

73,5715 

 

<0,0001* 

*Las medias del contenido de vainillina presentan diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 

Esto quiere decir que la actividad enzimática de las celulasas, hemicelulasas y/o β-

glucosidasas del preparado enzimático B a una misma concentración va a ser distinta 

conforme varíe el tiempo de hidratación y según el medio de hidratación utilizado, en otras 

palabras, el efecto que cada factor o variable tenga sobre el rendimiento de vainillina en este 

caso va a ser dependiente de los cambios que sufran los otros factores. La variación del 

rendimiento de extracción con la cantidad de enzima, el tiempo de hidrólisis y el método de 

hidratación se presenta en la Figura 29.  
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En la Figura 29 es importante destacar que, todos los pretratamientos evaluados 

generan un aumento de más del doble en el contenido de vainillina liberado en comparación 

con el tratamiento control, resultado que coincide con el reportado por Waliszewski et al. 

(2007). En este caso, en promedio y sin contar el tratamiento de la interacción triple, se 

cuantifica alrededor de un aumento en el rendimiento de vainillina del 150 % con respecto al 

tratamiento control (el contenido de vainillina extraído fue 2,5 veces mayor que el obtenido 

con la extracción en ausencia de pretratamientos).  

 

Figura 29. Contenido de vainillina promedio obtenido por maceración de frutos molidos de 

vainilla con o sin hidratación (48 h en agua o en etanol al 5 %) e hidrólisis enzimática 

con el preparado B a dos concentraciones y tiempos diferentes, donde d=días. 
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Tratamientos que no están conectados por las mismas letras presentan diferencia estadísticamente 

significativa (p<0,05). 

Los resultados demuestran que la predigestión enzimática favoreció la liberación de 

vainillina que se encuentra atrapada por la celulosa de los frutos curados al degradar la pared 

celular, en concordancia con los resultados obtenidos por Frenkel et al. (2011), Ruiz-Terán 

et al. (2001), Rao y Ravishankar (2000), Brunerie (1998) y Mane & Zucca (1993), entre 

otros. 

Por otro lado, el preparado B además de hemicelulasas y celulasas que favorecen la 

accesibilidad para la acción de otras enzimas y liberación de vainillina, contiene β-

glucosidasas que convierten glucovainillina en vainillina, terminando el proceso de 

obtención de vainillina de forma exitosa. 

En cuanto a la interacción, la Figura 29 muestra que el preparado enzimático B 

favorece una mayor liberación de vainillina cuando no se hidrata la muestra, se adiciona la 

concentración menor de preparado enzimático (0,039 mL·g-1) y se realiza la digestión 

enzimática únicamente por 24 h, obteniendo un contenido de vainillina promedio de más de 

100 mg·g-1 (10 % m/m) de muestra seca y molida, cuando lo usual (sin pretratamientos), 

según Rao y Ravishankar (2000) y según los resultados del tratamiento control es 

aproximadamente 25 mg·g-1. 

La Figura 29 también evidencia que la hidratación en etanol no ejerce efecto 

significativo sobre la liberación de vainillina contrario a los resultados encontrados por 

Waliszewski et al. (2007), pues el siguiente tratamiento con mayor contenido de vainillina 

es la hidrólisis con el preparado enzimático B también a 0,039 mL·g-1 después de hidratación 

con agua durante 1 día. Los demás tratamientos aumentado el tiempo de hidrólisis y la 

proporción de preparado enzimático y modificando el medio de hidratación por etanol no 

favorecen contenidos de vainillina mayores entre sí. 

 Una razón que podría explicar por qué una mayor concentración de enzima, 

manteniendo el tiempo de hidrólisis constante, o un tiempo de hidrólisis más prolongado, a 

una misma concentración de enzima no generan un aumento en el contenido de vainillina; es 

lo propuesto por Puri et al. (2012). Estos investigadores establecen que las enzimas pueden 
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romper los coloides que se forman por polisacáridos y proteínas de las paredes celulares, 

ocasionando el fenómeno de desestabilización denominado floculación (formación de 

conglomerados) que puede interferir con el proceso de extracción (Puri et al., 2012).  

Esto fue evidente en la práctica, pues la operación de filtración del extracto era 

considerablemente más lenta conforme aumentaba el tiempo de hidrólisis y la concentración 

de enzima, demostrando que la floculación es un fenómeno muy probable que haya ocurrido. 

Además, el extracto con la matriz sólida tenía aspecto turbio en comparación con los 

extractos obtenidos tras las hidrólisis realizadas con la concentración de enzima menor (0,039 

mL·g-1) y 24 h de operación. 

Los resultados del tratamiento con el preparado B a 0,039 mL·g-1, por 24 h y sin 

previa hidratación de la muestra sólida, seca y molida destacan por ser los más altos del 

experimento. No se descarta que esto pueda haberse derivado de alguna variable que no se 

controló, por lo que repetir el tratamiento daría mayor claridad en los resultados. 

 La segunda parte de la discusión corresponde a los resultados estadísticos del modelo 

experimental completo con el preparado enzimático A (Cuadro XVI). Estos indican que al 

menos uno de los tratamientos provoca significancia en el contenido de vainillina. Este 

preparado contiene endoglucanasas, que convierten las cadenas largas de celulosa en 

oligosacáridos lo cual provoca una degradación de la estructura celular parcial, y β-

glucosidasas, que favorece la conversión de glucovainillina en vainillina.  

Cuadro XVI. ANDEVA del contenido de vainillina extraído por maceración a 24 h después 

de pretratamiento de hidratación e hidrólisis enzimática con el preparado 

enzimático A (con un nivel de confianza de 95 %). 

Fuente de  

variación 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

F Pr > F 

Modelo 12 2678,3827 44,2575 

 

 

<0,0001* 

Error 26 131,1226 

Total 38 2809,5053 
*Las medias del contenido de vainillina presentan diferencias estadísticamente significativas (p<0,05). 

El segundo ANDEVA realizado se presenta en el Cuadro XVII y demuestra que no 

existen diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos de hidratación y 

hidrólisis enzimática, mientras que la prueba Tukey presentada en la Figura 30 evidencia que 
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el tratamiento control es el único tratamiento responsable de la significancia estadística, por 

lo que todos los demás tienen el mismo efecto sobre el contenido de vainillina, 

estadísticamente hablando.  

Cuadro XVII. ANDEVA de los efectos simples e interacciones del contenido de vainillina 

extraído por maceración a 24 h después de pretratamiento de hidratación e 

hidrólisis enzimática con el preparado enzimático A (con un nivel de confianza de 

95 %). 

Fuente de  

variación 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

F Pr > F* 

Tiempo (h) 

 

1 

 

0,25 

 

0,05 

 

0,83 

 

Medio hidratación 

 

2 

 

4,92 

 

0,46 

 

0,64 

 

Tiempo (h) x Medio 

hidratación 

2 

 

12,41 

 

1,15 

 

0,33 

 

Conc enzima 

 

1 

 

1,28 

 

0,24 

 

0,63 

 

Tiempo (h) x Conc enzima 

 

1 

 

2,07 

 

0,38 

 

0,54 

 

Medio hidratación x Conc 

enzima 

2 

 

2,52 

 

0,23 

 

0,79 

 

Tiempo (h) x Medio 

hidratación x Conc enzima 

2 

 

2,09 

 

0,19 

 

0,82 

 
*No existen diferencias estadísticamente significativas en el contenido de vainillina (p>0,05). 

La Figura 30 muestra que, al aplicar cualquiera de los tratamientos evaluados, se 

obtienen concentraciones de vainillina de aproximadamente el doble que con el control (el 

contenido de vainillina extraído fue 2 veces mayor que el obtenido con la extracción en 

ausencia de pretratamientos). Estos resultados superan los obtenidos por Mane y Zucca 

(1993) y Ruiz-Terán et al. (2001) quienes reportan incrementos de vainillina del 14% - 24% 

sobre el método convencional al utilizar β-glucosidasa y pectinasa. 

De esta forma se comprueba la efectividad de la hidrólisis enzimática, lo cual se 

asemeja a los resultados de otros reportes que no se mencionan debido a la confidencialidad 

parcial de este trabajo. Sin embargo, en comparación con investigaciones publicadas, en la 

presente investigación se obtuvo un incremento de vainillina mayor, reafirmando la 

conclusión obtenida en el primer objetivo, que indica que no es necesario llevar a cabo 
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extracciones ni hidrólisis de 30 días para obtener altos contenidos de vainillina en el 

tratamiento control.  

Con base en la Figura 30 es posible concluir que ni aumentar la concentración del 

preparado enzimático A de 0,039 mL·g-1 a una concentración 10 veces mayor, 0,390 mL·g-1 

ni aumentar el tiempo de hidrólisis, ejerce efecto significativo sobre el rendimiento de 

extracción de vainillina. Tampoco el hecho de hidratar (ya sea con agua o con etanol acuoso 

al 5 %) favorece la actividad enzimática. Por todo esto, el tratamiento de hidrólisis 

recomendado es el más simple, 0,039 mL·g-1 por 5 h y sin hidratación, pues aparentemente a 

las 5 h se habría alcanzado el equilibrio. 

 

 
 

Figura 30. Contenido de vainillina promedio obtenido por maceración de frutos molidos de 

vainilla con o sin hidratación (48 h en agua o en etanol al 5 %) e hidrólisis enzimática 

con el preparado enzimático A a dos concentraciones y tiempos diferentes. Tratamientos 

que no están conectados por las mismas letras presentan diferencia estadísticamente significativa 

(p<0,05). 

La tercera parte de esta discusión consiste en comparar estadísticamente las medias 

de todos los tratamientos entre sí (preparados enzimáticos A y B). De esta prueba se obtiene 

la Figura 31 que pone en manifiesto que, desde la perspectiva más general, la aplicación de 
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hidrólisis enzimática favorece un aumento en el rendimiento de vainillina sin importar el 

método de hidratación utilizado ni el tipo de enzima. De hecho, obviando los resultados del 

tratamiento con el preparado B a 0,039 mL·g-1 por 24 h y sin hidratación previa que generan 

las más altas concentraciones de vainillina (y suponiendo que podrían deberse a un error 

experimental), todos los tratamientos aplicados tienen el mismo efecto sobre el contenido de 

vainillina (p>0,05).  

Lo anterior concuerda con los resultados publicados por Ranadive (1992), que es uno 

de los estudios pioneros referenciados en todas las demás investigaciones sobre el uso de 

preparados enzimáticos para el aumento de vainillina en frutos curados de vainilla. Sin 

embargo, el aumento en dicho rendimiento es mayor en esta investigación que en el estudio 

de Ranadive (1992), quien utiliza una disolución de β-glucosidasa no especificada y pasa, en 

promedio, de 12 mg·g-1 a 28 mg·g-1 dependiendo de la procedencia de los frutos; por lo que 

su método de extracción para el tratamiento control (10 g de frutos curados picados en 74 

mL de disolución etanólica al 44 % durante 48 h a 45 °C) es menos eficiente que el 

desarrollado en esta investigación en el primer objetivo. 

Con base en los resultados experimentales, no es posible determinar si las celulasas y 

hemicelulasas del preparado B generan mejores condiciones para la extracción debido a la 

degradación celular para la liberación de vainillina secuestrada en la estructura vegetal que 

las endoglucanasas del preparado enzimático A. Tampoco es posible conocer si las β-

glucosidasas del preparado B son más específicas y/o tienen mayor actividad en la hidrólisis 

de la glucovainillina residual que las del preparado enzimático A. En resumen, no habría 

diferencias estadísticamente significativas entre todas las condiciones de pretratamientos 

evaluadas. 

Solamente es posible conocer que la aplicación de los preparados enzimáticos es 

favorable. Por lo tanto, con base en la composición de cada una de los preparados enzimáticos 

utilizados y los resultados obtenidos, está claro que el aumento en el rendimiento de vainillina 

se logra por dos vías: 1) al mejorar el grado de formación del compuesto mediante la 

hidrólisis directa de los precursores o 2) al degradar la pared celular rica en celulosa, lo que 

aumenta la accesibilidad de la vainillina para ser extraída y crea mejores condiciones para el 

contacto entre las enzimas y los sustratos (Gu et al., 2012; Paramita & Yulianto, 2013). 
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Por otro lado, no se recomienda realizar la etapa de hidrólisis (ni con etanol ni agua 

pura), pues sería incurrir en una pérdida de tiempo y recursos, ya que la hidrólisis previa no 

generó un aumento significativo (p<0,05) en el contenido de vainillina. En todos los casos, 

la hidrólisis enzimática sin hidratación tuvo resultados iguales que al haber aplicado algún 

tipo de hidrólisis, a diferencia de Waliszewski et al. (2007), quienes demostraron que la etapa 

de hidrólisis favorece mayor rendimiento de vainillina y acelera la extracción con el uso de 

algunos preparados enzimáticos. 

Además, se demostró que el etanol, a la concentración evaluada, no provoca ningún 

tipo de inhibición enzimática. No obstante, no fue posible comprobar los resultados de 

Ovando et al. (2005), quienes encontraron que el etanol a una concentración de 5 % (v/v) 

favorece una mayor estabilidad y desempeño de los preparados enzimáticos. 

La Figura 31 también muestra que los tratamientos control de ambos tipos de 

preparados enzimáticos no presentan una diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) 

y además son los resultados esperados, pues en la primera parte del estudio quedó demostrado 

que la extracción de frutos molidos mediante maceración durante 24 h sin ningún tratamiento 

previo permite alcanzar contenidos de vainillina de 25 mg·g-1 en base seca aproximadamente.  

Al igual que los resultados de Ovando y Waliszewski (2006), independientemente del 

preparado enzimático utilizado para la predigestión enzimática de los frutos curados, la 

liberación de vainillina fue significativamente mayor (p<0,05) comparado con el tratamiento 

de las muestras no tratadas, esto es atribuido a que los preparados enzimáticos analizados 

degradaron la celulosa del residuo de los frutos de vainilla facilitando así la liberación de la 

vainillina atrapada por este polisacárido. 
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8
4
 

 

Figura 31. Contenido de vainillina promedio obtenido por maceración de frutos molidos de vainilla con o sin hidratación e hidrólisis 

con dos preparados enzimáticos diferentes. Tratamientos que no están conectados por las mismas letras presentan diferencia 

estadísticamente significativa (p<0,05).  
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Todo el experimento, por tanto, demuestra realmente que el método tradicional de 

curado es capaz de generar, en promedio, la mitad de vainillina de la que se podría obtener, 

lo que hace que sea un método ineficiente en términos de la cantidad de vainillina generada, 

en concordancia con los resultados publicados y los análisis expuestos por Havkin-Frenkel 

et al., (2004), Bartnick et al. (2005), Odoux et al. (2006), Havkin-Frenkel y Belanger (2007), 

Lapeyre-Montes et al. (2011), Odoux (2011a), Sowbhagya & Chitra (2010) y Pacheco 

(2009), entre otros. 
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6. Conclusiones 

 

 La extracción de frutos molidos (tamaño de partícula ≤0,25 mm) es más eficiente y 

alcanza el equilibrio con mayor rapidez (p<0,05) con respecto a la extracción de los 

frutos troceados de 4 mm a 5 mm de longitud.  

 

 La extracción por maceración de frutos molidos durante 24 h es suficiente para 

alcanzar el equilibro termodinámico y es el método más eficiente al favorecer el 

mayor rendimiento de vainillina bajo las condiciones de relación muestra:disolvente 

de 1:100, temperatura de 25 °C y agitación de 110 rpm. 

 

 La extracción de vainillina por ultrasonido genera un menor efecto cuando la muestra 

está molida en comparación con la muestra troceada, sin embargo con la muestra 

troceada se tienen rangos de variabilidad más amplios debido a la distribución 

heterogénea de las semillas en los trozos de frutos. 

 

 La hidratación con agua y la hidratación con etanol de los frutos molidos de vainilla 

no ejercen un efecto significativo sobre el rendimiento de extracción de vainillina 

(p>0,05), por lo que no favorecen la actividad enzimática de los preparados 

utilizados. El etanol no inhibe la actividad enzimática pero tampoco la potencia.  

 

 La aplicación de hidrólisis enzimática de frutos curados con el complejo enzimático 

B a 0,039 mL·g-1 y 0,156 mL·g-1 (incubación a 50 °C por 1 día y 2 días), y con el 

preparado A a 0,039 mL·g-1 y 0,390 mL·g-1 (incubación a 40 °C por 5 h y 15 h), es 

efectiva al favorecer extracción de casi más del doble de vainillina que los 

tratamientos control, lo que indica que el proceso de curado convencional no es eficaz 

en liberar la totalidad de vainillina presente en los frutos. 
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7. Recomendaciones 

 

 Estandarizar el procedimiento de extracción por ultrasonido con la muestra molida para 

encontrar las condiciones de agitación y posición de la muestra en el baño ultrasónico 

que disminuyan la variabilidad del método y favorezcan altos y estables rendimientos de 

vainillina en tiempos reducidos. 

 

 Hacer medidas más cercanas en el tiempo al inicio en el estudio de la sonicación, así 

como evaluar otros métodos de extracción como Soxhlet, microondas y altas presiones. 

 

 Repetir el tratamiento de hidrólisis con el complejo enzimático B a 0,039 mL·g-1 y sin 

hidratación previa, para descartar que los altos contenidos de vainillina obtenidos bajo 

estas condiciones sea debido a alguna variable no controlada.  

 

 Realizar lavados a la torta de filtrado con etanol como Ranadive (1992) para recuperar 

la mayor cantidad de vainillina posible en los extractos. 

 

 Evaluar mayor variedad de condiciones de hidrólisis enzimática con el preparado 

comercial B para determinar su actividad bajo otras concentraciones y tiempos de 

incubación. Esto ayudaría a definir si se presenta el fenómeno de floculación bajo otras 

condiciones y si esto afecta el proceso de extracción de vainillina. 

 

 Aplicar una mayor diversidad de complejos enzimáticos a los frutos de vainilla curados, 

inclusive mezclas de preparados enzimáticos para conocer qué tan influyente es la 

composición de cada uno de ellos sobre el rendimiento de vainillina liberada y extraída 

y si existe sinergia entre ellos. 

 

 A pesar de que los pretratamientos no presentan diferencias estadísticamente 

significativas sobre el contenido de vainillina, se recomienda realizar un análisis 
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sensorial para conocer si existe un efecto significativo en el uso de etanol o agua pura en 

la hidratación o si el uso de uno u otro preparado enzimático influye sobre las 

características sensoriales del producto y/o la percepción del consumidor hacia el mismo. 

 

 Complementar los resultados de extracción mediante ultrasonido y maceración de frutos 

molidos de vainilla con un análisis sensorial de los extractos para comprobar que existe 

una relación proporcional entre el contenido de vainillina y el agrado de los 

consumidores hacia el producto. 
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9. Anexos 

 

 

Figura 32. Curva de calibración de vainillina determinada mediante CLAR. 

 

Fórmula para obtener concentración en (mg∙g-1 de vainillina en base seca): 

 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑝𝑜𝑙𝑎𝑑𝑎(𝑚𝑔 ∙ 𝐿−1) ∙ 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛(𝐿)

𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎(𝑔)
= 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (𝑚𝑔 ∙ 𝑔−1) 

 

(
Á𝑟𝑒𝑎 − 𝑏

𝑚 ) ∙ 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛(𝐿)

𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎(𝑔)
= 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (𝑚𝑔 ∙ 𝑔−1) 

  

y = 1,3466x + 4,7019
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Figura 33. Determinación de la actividad enzimática del preparado B por el método de 

degradación del papel filtro (Adney & Baker, 2008). 

 

 

Figura 34. Curva de calibración de glucosa por el método de TicoLab (Trinder) para la 

determinación de la actividad enzimática del preparado B a 510 nm. 
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Cuadro XVIII. Concentración de vainillina a diferentes tiempos de maceración de frutos 

molidos de vainilla. 

Tiempo (h) Repetición Concentración (mg/g base seca) 

0,02 1 12,829 

0,02 2 11,092 

0,02 3 12,913 

0,25 1 17,454 

0,25 2 17,726 

0,25 3 17,704 

0,50 1 17,916 

0,50 2 17,649 

0,50 3 17,749 

1,00 1 18,786 

1,00 2 18,956 

1,00 3 18,524 

1,50 1 19,270 

1,50 2 19,090 

1,50 3 19,170 

2,00 1 20,609 

2,00 2 20,677 

2,00 3 20,517 

4,00 1 20,809 

4,00 2 21,064 

4,00 3 20,675 

6,00 1 21,319 

6,00 2 21,076 

6,00 3 21,695 

8,00 1 21,508 

8,00 2 21,670 

8,00 3 21,608 

10,00 1 21,903 

10,00 2 22,226 

10,00 3 21,413 

24,00 1 24,704 

24,00 2 25,087 

24,00 3 25,149 

48,00 1 25,119 

48,00 2 22,602 

48,00 3 23,604 

72,00 1 24,841 
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Tiempo (h) Repetición Concentración (mg/g base seca) 

72,00 2 24,318 

72,00 3 24,601 

140,50 1 26,087 

140,50 2 25,188 

140,50 3 25,493 

162,00 1 25,530 

162,00 2 24,153 

162,00 3 25,373 

 

Cuadro XIX. Concentración de vainillina a diferentes tiempos de maceración de frutos 

troceados de vainilla. 

Tiempo (h) Repetición Concentración (mg/g base seca) 

0,02 1 0,082 

0,02 2 0,000 

0,02 3 0,034 

2,00 1 5,169 

2,00 2 5,983 

2,00 3 5,628 

4,00 1 8,815 

4,00 2 8,963 

4,00 3 9,710 

6,00 1 12,014 

6,00 2 11,406 

6,00 3 10,272 

8,00 1 16,564 

8,00 2 15,118 

8,00 3 13,879 

10,00 1 18,436 

0,00 2 17,333 

10,00 3 17,037 

 

 

 

Continuación del Cuadro XVIII. 
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Cuadro XX. Concentración de vainillina a diferentes tiempos de US de frutos molidos y 

tamizados de vainilla. 

Tiempo (h) Repetición Concentración (mg/g base seca) 

0,02 1 12,829 

0,02 2 11,092 

0,02 3 12,913 

0,05 1 18,306 

0,05 2 18,513 

0,05 3 18,592 

0,10 1 18,847 

0,10 2 20,041 

0,10 3 18,796 

0,15 1 19,329 

0,15 2 19,691 

0,15 3 19,825 

0,20 1 18,033 

0,20 2 18,313 

0,20 3 18,753 

0,25 1 21,931 

0,25 2 20,406 

0,25 3 20,900 

0,50 1 21,998 

0,50 2 20,848 

0,50 3 21,303 

0,75 1 17,411 

0,75 2 18,617 

0,75 3 19,193 

1,00 1 18,501 

1,00 2 18,244 

1,00 3 19,112 

1,50 1 21,035 

1,50 2 21,795 

1,50 3 20,957 

2,00 1 20,997 

2,00 2 20,605 

2,00 3 20,827 

2,50 1 20,817 

2,50 2 21,045 
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Tiempo (h) Repetición Concentración (mg/g base seca) 

2,50 3 21,474 

3,00 1 21,431 

3,00 2 20,725 

3,00 3 21,350 

 

Cuadro XXI. Concentración de vainillina a diferentes tiempos de US de frutos troceados de 

vainilla. 

Tiempo (h) Repetición Concentración (mg/g base seca) 

0,02 1 0,082 

0,02 2 0,000 

0,02 3 0,034 

0,25 1 3,219 

0,25 2 3,955 

0,25 3 3,589 

0,50 1 4,801 

0,50 2 8,465 

0,50 3 5,774 

0,75 1 7,555 

0,75 2 6,713 

0,75 3 7,634 

1,00 1 11,715 

1,00 2 9,448 

1,00 3 8,328 

1,50 1 12,660 

1,50 2 12,154 

1,50 3 10,764 

2,00 1 15,867 

2,00 2 13,908 

2,00 3 13,796 

2,50 1 17,189 

2,50 2 16,056 

2,50 3 13,083 

3,00 1 18,411 

3,00 2 16,102 

3,00 3 17,934 

  

Continuación del Cuadro XX. 
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Cuadro XXII. Efecto de los pretratamientos sobre el contenido de vainillina promedio. 

Enzima Pretratamiento 

Promedio vainillina 

(mg/g base seca) ẟ 

B Agua • 39 µL/g • 1 d 63,28 4,28 

B Etanol • 39 µL/g • 1 d 54,59 2,54 

B Sin hidratación • 39 µL/g • 1 d 105,07 1,60 

B Agua • 156 µL/g • 1 d 54,09 4,90 

B Etanol • 156 µL/g • 1 d 54,00 4,90 

B Sin hidratación • 156 µL/g • 1 d 54,89 0,49 

B Agua • 39 µL/g • 2 d 52,57 0,90 

B Etanol • 39 µL/g • 2 d 53,07 1,89 

B Sin hidratación • 39 µL/g • 2 d 53,80 0,89 

B Agua • 156 µL/g • 2 d 53,43 0,24 

B Etanol • 156 µL/g • 2 d 53,05 0,49 

B Sin hidratación • 156 µL/g • 2 d 53,02 1,03 

B Sin hidratación • Control 23,78 2,00 

A Agua • 39 µL/g • 5 h 58,78 2,61 

A Etanol • 39 µL/g • 5 h 59,89 2,10 

A Sin hidratación • 39 µL/g • 5 h 58,70 1,26 

A Agua • 390 µL/g • 5 h 57,68 1,06 

A Etanol • 390 µL/g • 5 h 59,09 0,40 

A Sin hidratación • 390 µL/g • 5 h 58,03 1,10 

A Agua • 39 µL/g • 15 h 59,57 2,48 

A Etanol • 39 µL/g • 15 h 58,68 2,25 

A Sin hidratación • 39 µL/g • 15 h 57,18 1,58 

A Agua • 390 µL/g • 15 h 59,73 2,98 

A Etanol • 390 µL/g • 15 h 57,54 1,62 

A Sin hidratación • 390 µL/g • 15 h 58,47 4,92 

A Sin hidratación • Control 27,66 0,95 

 

 

 

 

 

 




