UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROALIMENTARIAS

ESCUELA DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Trabajo Final de Graduacién bajo la modalidad de Proyecto de Investigacidn presentado a la Escuela
de Tecnologia de Alimentos para optar por el grado de Licenciada en Ingenieria de Alimentos

Evaluacion del proceso de curado de la vainilla (Vanilla sp.) en condiciones de laboratorio y
empleando una tecnologia artesanal mediante la cuantificacion de los principales compuestos
aromaticos y el agrado por parte del consumidor

Elaborado por:
Alejandra Zufiiga Carmiol

Carnet: A96991

Ciudad Universitaria Rodrigo Facio
San José, Costa Rica

2017



TRIBUNAL EXAMINADOR

Proyecto de graduacion presentado a la Escuela de Tecnologia de Alimentos como requisito
parcial para optar por el grado de Licenciatura en Tecnologia de Alimentos.

Elaborado por:

Alejandra Zuiiga Carmiol

Aprobado por:

M.Sc. Marvin Soto Retana

Presidente del Tribunal

QJZQLLCL NQ/_/MAAM(&'--{)

M.Sc. Alicia Hernandez Penaranda

Directora del Proyecto

Ph.D. Elba Cubero Castillo

Asesora del Proyecto

(87— e

Ing’ Eduardo Thompson Vicente

Asesor del Proyecto

)

Ph.D. Nadiard Jiménez Elizondo

Profesora Designada



Confidencialidad del trabajo

La informacidn obtenida en este proyecto no cuenta con confidencialidad parcial.



Agradecimientos

A mi familia y especialmente a mis padres, Marta y Rodrigo, por su amor y esfuerzo durante estos
afios, ademas fueron un pilar fundamental durante la carrera, y aln son ese apoyo que toda persona
necesita en su vida. A Rorri por ensefiarme ciertos secretos del funcionamiento de Word. A Caro, tio

Alex y tita Estelia por el apoyo.

A mi directora de tesis, dofia Alicia y a Eric Wong por alentarme a seguir adelante cuando pensaba
que todo estaba perdido. A mis asesores, dofia Elba y don Eduardo, por su valiosa guia durante la

investigacion.

A Karina Gomez por el suministro de vainas y la informacion sobre el beneficiado, que fue esencial
para este trabajo. A don Guillermo Navarro por la materia prima suministrada sin la cual este trabajo

no hubiera sido posible.

A los amigos del cole por el constante apoyo y por siempre hacerme ver el lado gracioso de las

cosas, siempre han logrado hacerme reir ain cuando estoy en las peores situaciones.

A Glori por aguantarme cuando estaba muy estresada y por su ayuda desinteresada en todo

momento, siempre dispuesta a ayudarme en lo que pudiera, gracias.

A las amistades de la u, especialmente a “La Temporada de Conejos” por el apoyo moral durante la
carrera, “Aqui no se gana pero se goza”. A Bea por la ayuda invaluable que me dio siempre en todo
momento de la carrera y en las pruebas sensoriales para este trabajo, gracias por estar siempre. A Ara
por ayudarme con el papeleo cuando yo no estaba y por la ayuda con la presentacion. A todos los
comparieros de carrera con los que comparti, pues de todos aprendi algo y me llevo muy buenos

recuerdos.

Al personal de la Escuela de Tecnologia de Alimentos por hacerme crecer como profesional y como

persona, por ensefiarme todo lo que sé sobre esta hermosa carrera.

A la Universidad de Costa Rica por ser una institucion que no solo se preocupa por la formacion
académica, sino que va mas alla y se preocupa por formar seres humanos decentes, fue la institucion

ideal para mi aprendizaje no solo académico, sino también como ser humano.



indice general Pagina
Indice general Pagina.............. 5
TNAICE U8 FIGUIAS ...ttt sttt e et s et n st et e s s s e st s e e et nsetesne et esanessnenes 7
INAICE B8 CUAAIOS .......cvoeveeeeeeee ettt sas s sa s e ena s st essssanesssssensssanessassnsssssssnensaneans 9
INAICE 08 AOFEVIBIUIAS. .......e.veceeceeeceeececeeecte ettt e et e e st s s et e sn s s s s ss s snssssnsanessaressaneanes 11
TR 1 1 SR 12
N 03 1 [ (oY [ o OSSO 13
N O o] 1=] (A0 L3OO SRR 16
2.1 ODJELIVO GENETAL ...ttt b ettt renren 16
2.2 ODjJEtiVOS BSPECITICOS. ...cuirviuiriiietiietere ettt sttt b et be e 16
K TR |V - Lo 8 =T | [ o SRR 17
3.1 Proceso de cultivo y beneficiado de la vainilla .............c.ooovoiieieiiiiceeecee e 17
3.2 Sintesis de los principales compuestos aromaticos de la vainilla............cccoeveeeviineeceeniceeceseeceseeens 21
3.3 Analisis sensorial de 12 VAINIIA ..........coeveieieiieeee st seens 30
3.4 Situacion de la vainilla €N COSta RICA ........coveirieirieirieiriesieee et 32
4. MaterialeS Y MELOUOS. ....cueeuiieietitiieteeett ettt sttt eebe st e e te st e s aesse s esaeseeseeseesessessessessensesaeseesessensessans 34
O A o Tor: | [ - Tod o o (=1 I o0 V1 (o OSSP 34
O Y 1 T [OOSR 34
4.2.1 IMIALEITA PIIMA .veveeiicieeie ettt ettt e st e te et e et e s te e st e beeaaesbeebeesbestaesaesbesssessesbeensesteesaentesseenns 34
4.2.2 REACHIVOS Y SOIVENTES......cveetiieceieeeee ettt ettt st st e ra et eae et e s be et e steesaenbesrnenns 34
4.2.3 EQUipos Y Utiles de 1aD0ratorio ..........ccciverierieieieieceee et nens 35
4.3 Pruebas PreliMINAIES .......coceeeerieieiereeiesteetee e e et e e s e eseeste et e stesreessestesseessesseessessesssessesseensessenseens 36
4.3.1 Determinacién de condiciones de marchitamiento y SECA0 .......c.ccveveeeieiririsieceeeeee e 36
432 Pruebas preliminares para determinar las condiciones de marchitamiento y secado utilizando

VAINICAS 0B TITJOL...eieieeieie ettt e e st e s ra et esreesseteeneensesrennnas 36

4.3.3 Pruebas preliminares para determinar las condiciones adecuadas de marchitamiento y secado en
RV LT U] o SO STP 38
4.3.4 Prueba sensorial PrelimMinNar ..........ocveieeiereiieececeee ettt e re e beseeenes 39
4.4 Procesamiento de muestras para la evaluacion del marchitamiento y secado de la vainilla ............. 39
44.1 Beneficiado y MUeStre0 de 18S VAINAS........cecvereeierieeeeiereeee et 40
4.4.2 Determinacion del contenido de humedad ..........cocoeevererieieieiceeccese e 43

443 Elaboracion del eXtracto de VAINITIA ........cooeeeeeeeeeee e e e e e e e e 43



5.

© © N o

4.4.4 Cuantificacién de los principales compuestos de aroma y sabor de la vainilla........................ 44
445 Concentracion de los principales compuestos de aroma y sabor de la vainilla......................... 47
4.5 ANALISIS SENSOTIAL......ccuieuiiiisiisieieieieie ettt s e st e st e s e e e e eseeseesestessessenseneeseeseesensessensan 47
45.1 JUBCES . ettt et b e h e h e st e b e e be e ehe e s h e e e ate s bt e beenbeenbeesaeesateentean 47
45.2 e (0T [N T (o =1V 7= [ To o I USSR 47
45.3 Yoo (0TI 4] o] [=T: Uo o TSRS 49
4.6  Diseno experimental y analisis de dat0S.........ceevuerieveeriieieeiriiieese sttt st ae e ereens 50
4.6.1 Evaluacion de las condiciones de elaboracion del extracto vainilla..........cccccceeeeevevinencnnnnne 50

4.6.2 Comparacion sensorial del agrado y la preferencia de dos extractos de vainilla: natural (tipo

artesanal y en condiciones de laboratorio) respecto a la esencia de vainilla artificial .............. 53
RESUItAAOS Y GISCUSION ...ttt ettt ettt sttt e st e sa e be e te et e beesaesteebaensesteesnensessnenns 54
5.1 Marchitamiento, secado, sudado y acondicionamiento de la vainilla............cccceeveveeceniecenienccecereeens 54

51.1 Determinacion del efecto del marchitamiento y secado sobre la concentracién de vainillina en
125 VaINAS e VAINITIA ....cveeiieeeee sttt 54

5.1.2 Determinacion del efecto del beneficiado sobre la concentracion de 4-hidroxibenzaldehido... 61

513 Determinacion del efecto del beneficiado sobre el &cido vanilico .........cceevvevieieceeicicecein, 64
514 Determinacion del efecto del beneficiado sobre el &cido 4-hidroxibenzoico...........c.cccceveueneee. 67
515 Determinacion del efecto del beneficiado en el alcohol 4-hidroxibencilico...........ccccocvvenuennen. 69
5.2 Anadlisis sensorial de los extractos naturales de vainilla y la esencia artificial............ccccccovveeverenenns 72
(073 Tod (11 o] 4SS 80
RECOMENUACIONES ...ttt ettt b bbbttt et ea e bt s bt s bt st et et et eneeseebeebenbeneennen 81
Referencias DibIIOGIrATICAS .......ccecveieieieecesee et sttt seeaesreaan 82
AANEXOS ..ttt sttt et h ettt et ettt b b et R et e et Rt e Rt e Rt e s R e e s ae e s n e e bt bt e beeareeeneeeaneenreen 87



Indice de figuras

Figura 1. Reaccidn de la glucovainillina para obtener como producto vainillina (Pacheco, 2009). ................. 27
Figura 2. Ruta bioquimica de los compuestos de fenilpropano via &cido siquimico y L-fenilalanina y ruta del
acido 4-cumarico a la vainillina propuesta por Kanisawa y Podstolki (Lapeyre-Montes et al., 2010).
........................................................................................................................................................... 28
Figura 3. Reaccidn de la vainillina catalizada por la peroxidasa para producir &cido vanilico (Pacheco, 2009).
........................................................................................................................................................... 29
Figura 4. Reaccion del 4-hidroxibenzaldehido catalizada por la peroxidasa (Pacheco, 2009)...........c.cccecevunee 29
Figura 5. Marchitamiento de las vainas mediante inmersion en agua caliente..........cccceeveeeveneeveeieeceesecveenn, 40
Figura 6. Tipos de secado empleados para realizar el beneficiado de las vainas de Vanilla sp. .........cccc.c........ 41
Figura 7. Vainas envueltas en la etapa de SUdadO. ..........cceoveiririnininieniccecee e 42
Figura 8. Escala heddnica hibrida utilizada para medir agrado...........cccecvevueiiecieniceecececeee e 49
Figura 9. Forma en que se presento a los panelistas las pruebas de agrado (9a) y preferencia (9b) de vainilla.50
Figura 10. Esquema del analisis de humedad que se realiza a un tratamiento. ...........cccecererereeeneierieererenienens 51
Figura 11. Esquema de la cuantificacién por triplicado de compuestos aromaticos por HPLC........................ 52
Figura 12. Distribucion de tareas a través del tiempo de beneficiado de la vainilla. ...........cccocovevinniinennnne 52
Figura 13. Deshidratacion promedio de la vainilla a través del tiempo de secado, sudado y acondicionamiento.
*Los datos de esta figura son un promedio de todos 10s tratamientos. ..........cccceveeeecieneeeenreennene 55
Figura 14. Concentracion promedio a lo largo del tiempo de la vainillina alcanzada de acuerdo al tratamiento
utilizado durante el marchitamiento. Datos reportados en Dase SECaA. .......cccevveeeevereeciesieeresre e 58
Figura 15. Efecto en la concentracion de la vainillina al variar del tipo de secado a través del tiempo de
(0T 0T T ol - Vo o J TR 60
Figura 16. Concentracion del 4-hidroxibenzaldehido a través del tiempo de beneficiado. ..........ccccoecereininee 63
Figura 17. Concentracion del &cido vanilico a través del tiempo de beneficiado de la vainilla......................... 65
Figura 18. Concentracion del acido vanilico al variar el marchitamiento y el tipo de secado durante el
beneficiado de vainas de vainilla. Datos reportados en base SECa. .......cceevveerieeeresreeciecieeeecre e 67
Figura 19. Concentracion del &cido 4-hidroxibenzoico de acuerdo al tratamiento utilizado durante el
MANCHITAMIBNTO. ..evititeet ettt b e bbbttt et be st sbe st b nee 68
Figura 20. Concentracion del alcohol 4-hidroxibencilico de acuerdo al tratamiento utilizado durante el
MAFCRITAMIBNTO. ..etititeee ettt b e bbbttt et be b beste b e 70
Figura 21. Concentracion del alcohol 4-hidroxibencilico a través del tiempo de beneficiado............ccccouen..... 71

Figura 22. Concentracion de los 5 compuestos estudiados en los extractos naturales a través del tiempo de

0TS T<] Lo F=To [0 R PPTRRRRRTRON 72

Figura 23. Frecuencia de preferencia de 100 consumidores sobre la esencia artificial y cada uno de los

extractos naturales de vainilla, con o = 0,05. .........coooiiiiiiiiiie e e 73

Figura 24. Comparacion de medias por Fisher LSD para determinar las diferencias significativas en la prueba

de agrado de los extractos naturales y la esencia artificial de vainilla. ...........ccccoooeveeiinieninnnnenne 75

Figura 25. Concentracion de compuestos aromaticos de cada extracto natural de vainilla, representado en

forma de grafico de telarafia..........cccecveieirirereee e 76

Figura 26. Concentracion de compuestos aromaticos de la esencia artificial de vainilla, representado en forma

de GrafiCo de tRIAraNa. .......ccveveieeieicece ettt neeneere st 77

Figura 27. Vainas de vainilla verdes de diferentes calidades. ...........cooveeeiirineninieeree e 78



Figura 28. Curva de calibracion utilizada para realizar los calculos de la concentracion de vainillina mediante

HPLC. ettt b et b bbbt e bRt bRt b b ettt n ettt nens 91
Figura 29. Curva de calibracion utilizada para realizar los calculos de la concentracion de 4-
hidroxibenzaldehido mediante HPLC. ..........cooieieieieeseseeseee et 91
Figura 30. Curva de calibracion utilizada para realizar los calculos de la concentracion de &cido vanilico
MEAIANTE HPLC ...ttt et ettt et te st et e st e e ntesse e st entesneensesteeneensesneenes 92
Figura 31. Curva de calibracion utilizada para realizar los célculos de la concentracion de cido 4-
hidroxibenzoico Mediante HPLC. .........ccoooiiieeeeeeee ettt sttt 92
Figura 32. Curva de calibracion utilizada para realizar los célculos de la concentracion de alcohol 4-
hidroxibencilico Mediante HPLC...........cooiierieieieieeees ettt 93

Figura 33. Curva de calibracion utilizada para realizar los calculos de la concentracion de etil vainillina
MEAIANTE HPLC ...ttt ettt te s e e st e et e seeseestesseensenteessensenseenes 93



indice de cuadros

Cuadro I. Pérdida de actividad de la enzima B-glucosidasa de acuerdo al tratamiento térmico aplicado (Arroyo,

2006). cueveteteiet ettt ettt h bt bt e b et et et e Rt Rt e bt ehesh et et et et eneeneeneebeneenan 22
Cuadro I1. Concentracion de los compuestos volatiles de un extracto de vainilla mexicana (Hernandez et al.,

70 0 ) TSRO 22
Cuadro 1. Continuacion del CUAAIO 1. ......ccveveuieieiieieeseseet ettt seere s e 23
Cuadro IV. Concentracion de los &cidos que conforman la mayoria de compuestos volatiles de un extracto de

vainilla mexicana (Hernandez et al., 2010). .......ccoveireireiniirereee e 23

Cuadro V. Concentracion de los acidos aromaticos, alcoholes y aldehidos que conforman los compuestos

voléatiles de un extracto de vainilla mexicana (Hernandez et al., 2010).......ccccvverererirenneneeenenes 24

Cuadro VI. Concentracion de los ésteres, hidrocarburos, compuestos heterociclicos y cetona que conforman
parte de los compuestos volatiles de un extracto de vainilla mexicana (Hernandez et al., 2010). 25
Cuadro VII. Condiciones utilizadas para evaluar las etapas de marchitamiento y secado del beneficiado de la

VAINTIIAL <ottt et e et e e s te e s abestbe e beebe e baesbaestbeesseenbeebeessaesanenns 42
Cuadro VIII. Cantidad de dias necesaria para realizar el secado de acuerdo con la calidad de la vainilla
(Vanilla sp.) segun la FAO (De La Cruz et al., 2009). .....c.ccevueieerineeesiesiesieseeeeeeeeee e 56

Cuadro IX. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en el analisis
de varianza (ANDEVA) para la concentracién de vainillina en funcién del tipo de
marchitamiento, tipo de secado y tiempo de beneficiado, con o= 0,05. ......cccceerreeveiieceneennnns 57

Cuadro X. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en el andlisis
de varianza (ANDEVA) para los datos de tipo de marchitamiento, tipo de secado y dia de
beneficiado en funcién de la concentracion del 4-hidroxibenzaldehido, con a = 0,05. ................. 62

Cuadro XI. Coeficiente de determinacion de los tratamientos presentados en la figura 16. .........cccccoeveveneeee. 63

Cuadro XII. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en el
analisis de varianza (ANDEVA) para los datos de la concentracion del acido vanilico en funcion
del tipo de marchitamiento, tipo de secado y tiempo de beneficiado, con a = 0,05. .................... 65

Cuadro XIII. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en el

andlisis de varianza (ANDEVA) para los datos de concentracion del acido 4-hidroxibenzoico en
funcion del tipo de marchitamiento, tipo de secado y tiempo de beneficiado, con a = 0,05. ..... 68
Cuadro XIV. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en el
andlisis de varianza (ANDEVA) para los datos de la concentracion del alcohol 4-
hidroxibencilico en funcion del tipo de marchitamiento, tipo de secado y tiempo de beneficiado,
(o103 0000 Al O X SRR 69
Cuadro XV. Resultados del andlisis de varianza (ANDEVA) realizado a los datos obtenidos con la prueba de
agrado a muestras con los 6 extractos de vainilla naturales y la esencia de vainilla artificial, con
L0 B0 A O 0 SRR 74
Cuadro XVI. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en el
andlisis de varianza (ANDEVA) para los datos de humedad de las vainas en funcién del tipo de
marchitamiento, tipo de secado y tiempo de beneficiado, con o =0,05. .....cccccevvvierveerieerieerinnnns 87



10

Cuadro XVII. Mediciones de grosor, largo y peso realizadas a 61 vainas de vainilla, para determinar
variabilidad de la materia prima. (“-” significa que no hay datos.) ......c.cceceevenerreeninieenenennne. 88
Cuadro XVIII. Frecuencias en que fueron preferidas cada una de las muestras evaluadas y determinacion de la
significancia (0=0,05) de las observaciones utilizando las tablas de distribucion binomial
segun Roessler et al., (1978), con n = 100; p=1/2; dos COlas. ........cevvevereevreiiecieseciece e 89
Cuadro XIX. Namero minimo de jueces de acuerdo, necesarios para establecer significancia a varios niveles

de probabilidad para pruebas de preferencia pareada (dos colas, p=1/2) (Roessler et al., 1978).

................................................................................................................................................... 90
Cuadro XX. Datos de humedad relativa y temperatura, de enero y febrero del 2014 para San Pedro de Montes
de Oca 0torgados POr €l CIGEF. ... e 94

Cuadro XXI. ContinUAaCION GBI CUAATO XX, ..eeeiieeeeeeeeeee ettt e e e et e e e e et e s seereeeseeseeesseseeessesreeessasreeessasrenes 95



11

indice de abreviaturas

ANDEVA: Anélisis de varianza

Cn: concentracion

°C: grado Celsius

FAOQO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (por sus siglas en
inglés: Food and Agriculture Organization).

HPLC: Por sus siglas en inglés (High Performance Liquid Chromatography) o Cromatografia
Liquida de Alto Rendimiento en espafiol.

Ix: corresponde al simbolo de lux, que es la unidad derivada del Sistema Internacional de Unidades
para la iluminancia o nivel de iluminacion.

UPLC: Por sus siglas en inglés (Ultra Performance Liquid Chromatography) o Cromatografia
Liquida de Ultra Rendimiento en espariol.

%: porcentaje



12

i.  Resumen
Zuiiga Carmiol, Alejandra

Evaluacion del proceso de curado de la vainilla (Vanilla sp.) en condiciones de laboratorio y
empleando una tecnologia artesanal

Tesis de Licenciatura en Ingenieria de Alimentos. San Jose, Costa Rica

A. Z(higa., 2017.

95h: 33 il. — 54 refs.

Se compararon los procesos de curado de la vainilla (artesanal y el llevado a cabo en condiciones de
laboratorio) evaluando las concentraciones de vainillina, 4-hidroxibenzaldehido, &cido vanilico,
acido 4-hidroxibenzoico y alcohol 4-hidroxibencilico yel agrado por parte de los consumidores.

El proceso de curado se realizd6 mediante variaciones en el marchitamiento y en el tipo de secado.
Para la primera etapa, en el marchitamiento se utilizo tres tratamientos: agua caliente a 60°C durante
3 min, agua caliente a 80°C durante 1 min, y -20°C durante 24 horas. En la segunda etapa del curado
se uso secador solar y secado al sol. Posteriormente, se hizo el acondicionamiento y se realizaron
extractos de cada tratamiento para cuantificar vainillina, 4-hidroxibenzaldehido, acido vanilico, &cido
4-hidroxibenzoico y alcohol 4-hidroxibencilico mediante HPLC. Ademas se cuantificé vainillina y
etil vainillina en la esencia artificial. Finalmente, se realizaron pruebas de agrado y preferencia con
consumidores para comparar los extractos naturales y la esencia artificial.

El marchitamiento que més cantidad de vainillina produjo fue el que se llevo a cabo a -20°C durante
24 horas, mientras que el secado mediante secador solar fue el que presenté mayor velocidad de
produccién de vainillina. En las pruebas de preferencia en todos los casos, los consumidores
prefirieron la esencia artificial, mientras que en la prueba de agrado, las muestras que obtuvieron
mejor calificacion fueron la artificial y la natural con el tratamiento a 60°C durante 3 minutos y con

secador solar, estas dos muestras no tuvieron diferencia significativa (p>0,05).

Palabras clave: VAINILLA, CURADO, BENEFICIADO, MARCHITAMIENTO, KILLING,
SECADO, SUDADO, ACONDICIONAMIENTO, VAINILLINA, PREFERENCIA, AGRADO.
M.Sc. Alicia Hernandez Pefiaranda

Escuela de Tecnologia de Alimentos
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1. Justificacién

La vainilla natural proviene de la planta cuyo nombre comin es vainilla, de la cual existen
110 especies, y donde las mas utilizadas para la produccién del aroma son: Vanilla planifolia,
Vanilla tahitensis, Vanilla pompona, Vanilla odorata y Vanilla insignis; sin embargo, se han
desarrollado también dos hibridos, que se introdujeron a Costa Rica hace més de diez afios y ahora se
utilizan por su tolerancia al hongo Fusarium oxysporum, f. sp. vanillae, principal limitante en la
produccion de vainilla en el pais (Hernandez et al., 2010).

Por otro lado, V. planifolia es una especie originaria de México y Centroamérica, distribuida
naturalmente en los bosques tropicales desde el sureste de México hasta Costa Rica. Es la especie de
mayor importancia econdémica debido a sus caracteristicas arométicas y saborizantes requeridas por
las industrias (Hernandez y Lubinsky, 2010)

Las vainas recién cosechadas o frescas, carecen del olor y sabor caracteristico de la vainilla;
sin embargo, contienen los precursores necesarios para producir ese aroma y sabor, por lo que es
necesario realizar un beneficiado o curado de la vainilla donde se produce la deshidratacion gradual
del fruto verde, que favorece las reacciones enzimaticas y bioquimicas responsables del aroma y
sabor (Krishnakumar et al., 2007).

De acuerdo con Guzman y Zara (2012) el aroma y sabor asociados con la vainilla resultan de
una compleja y variada mezcla de compuestos quimicos. Aproximadamente, se encuentran 170
constituyentes volatiles, la mayoria de los cuales estan por debajo de una concentracién de 1 ppm. La
vainillina es el principal compuesto del aroma y sabor de la vainilla, y esta presente en un 1,52 a un
2,42 % del peso de la vaina seca. Otros componentes principales son acido p-hidroxibenzoico, p-
hidroxibenzaldehido, &cido vanilico, alcohol p-hidroxibencilico y alcohol vanilico.

Segun Hernandez (2011) el proceso de curado comprende entre 3 a 5 meses y consta de
varias fases: despezonado, marchitamiento del fruto o “killing”, secado y sudado, y finalmente
acondicionamiento.

Durante el proceso de curado, las vainas desarrollan el olor y sabor caracteristicos de la
vainilla como resultado de las reacciones enzimaticas inducidas naturalmente. El desarrollo de este
olor y sabor requiere un proceso de curado de semanas que es muy laborioso. Algunos paises en los
que se cultiva vainilla han desarrollado su propio protocolo de curado (Pardio et al., 2009). Sin
embargo, se debe tomar en cuenta que el proceso de curado varia mucho entre productores de

acuerdo al método que utilicen.
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Aunque todas las etapas del curado son importantes, el marchitamiento es considerada la méas
importante porque finaliza los procesos celulares de las vainas frescas e inicia el rompimiento de la
membrana celular, y de esta forma los precursores de los compuestos aromaticos y sus enzimas
hidroliticas catalizan la liberacion de vainillina y otros compuestos de la vainilla (Mariezcurrena et
al., 2008). El compuesto quimico a partir del cual se deriva la vainillina esta presente en las vainas
sin curar, en forma de un glucésido llamado glucovainillina. Durante el proceso de curado este
glucosido es hidrolizado para formar vainillina y glucosa mediante la accion de la enzima [-
glucosidasa (Guzman y Zara, 2012). La temperatura de marchitamiento y secado, en el proceso de
beneficiado, parece ser critica para la actividad de la B-glucosidasa. Los estudios han mostrado que la
temperatura Optima para la actividad enzimatica de la B-glucosidasa es de 50 °C (Frenkel et al.,
2011).

La variabilidad del proceso de curado se ve directamente reflejada en el aroma y sabor de la
vainilla, por lo que las empresas de alimentos requieren predecir si sus productos seran comprados
por los consumidores. Esta prediccion constituye una de las mediciones mas relevantes para el éxito
de la compariia. Es por esto que se deben realizar pruebas sensoriales, como los métodos afectivos
(Angulo y O’Mahony, 2009).

Cuando un investigador necesita determinar el estatus de un producto, por ejemplo, qué tanto
le gusta a los consumidores, una prueba de aceptacion es la opcion correcta. El producto es
comparado contra otro de una comparfiia que a los consumidores les gusta y se utiliza la escala
hedodnica para indicar el grado de aceptacion o rechazo que sienten los consumidores por el producto
(Meilgaard et al., 1999).

Por este motivo, en el presente proyecto se busca determinar si sensorialmente el extracto de
vainilla natural obtenido (mediante el tratamiento de las vainas con marchitamiento, secado, sudado,
acondicionamiento y posteriormente la extraccion) tiene aceptacién entre los consumidores y si éstos
lo prefieren sobre la vainilla artificial ya que, aunque es de gran relevancia obtener un extracto con
gran cantidad de vainillina, es mas importante ain obtener datos sensoriales de la vainilla, porque
esto puede influir sobre la eleccion de compra de los consumidores.

Las exportaciones de vainilla han sido variables a lo largo de los afios, aunque hay una
pequefia tendencia al alza. El precio de la vainilla ha aumentado estrepitosamente, y esto se ve
reflejado en que en el 2014 se exportaron 0,2 toneladas, con un valor de $2300, mientras que en el
2016 se exportaron 2,3 toneladas de vainilla y se percibieron $191 400 (PROCOMER, 2017)

Es por eso que es de gran importancia incentivar la produccion de vainilla y lograr el mayor

rendimiento posible tanto en su cultivo como en la concentracion de vainillina y otros compuestos
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aromaticos en las vainas. Se busca que al mejorar la calidad de la vainilla nacional se pueda cotizar
internacionalmente como una vainilla de primer nivel y se generen mayores ganancias para los
productores nacionales y para el pais.

Mediante esta investigacion se evalud las condiciones de las etapas de marchitamiento y
secado de la vainilla para determinar de qué forma se puede obtener mas cantidad de los principales
compuestos aromaticos. Posteriormente, se evalué sensorialmente el producto obtenido para
determinar qué tan competitivo es de acuerdo a los resultados arrojados por pruebas de

consumidores.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Comparar los procesos de marchitamiento y secado de la vainilla (el artesanal y el realizado en
condiciones de laboratorio) mediante la evaluacion de la concentracion de vainillina desarrollada y el

agrado por parte de los consumidores.

2.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de las condiciones de marchitamiento y tipo de secado sobre el contenido de
vainillina y otros compuestos en Vanilla sp.

2. Comparar a nivel sensorial el agrado y la preferencia que se logra con los extractos obtenidos
a partir de vainilla curada de forma artesanal y bajo condiciones de laboratorio respecto a los

alcanzados con una esencia de vainilla artificial.
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3. Marco tedrico

3.1 Proceso de cultivo y beneficiado de la vainilla

El fruto de la planta de vainilla es usualmente conocido como “vaina”, y es similar en forma a
las legumbres, que se derivan de la evolucion de un solo carpelo. De hecho, desde un punto de vista
botanico, en realidad no es una vaina que resulta de la evolucion de tres carpelos unidos, sino una
capsula. En la familia de las orquideas, que incluye el género Vanilla, la capsula se compone de tres
valvulas que estan delimitadas por seis divisiones de dehiscencia (dos por carpelo) situadas a ambos
extremos de las placentas (Lapeyre-Montes et al., 2010).

Para V. planifolia y el hibrido, las flores de la planta se agrupan en inflorescencias que se
asemejan a un racimo, mientras que el ovario inferior simula un peddnculo de la flor que esta ausente
(Lapeyre-Montes et al., 2010).

Dado que la vainilla es una orquidea requiere de un tutor, que puede ser un arbol o un arbusto
cuya principal funcién es proporcionar sostén a la planta de vainilla. Cuando se utiliza un arbol para
sostener, este puede ademas, cumplir la funcion de proporcionar sombra y materia organica. En los
sistemas tradicionales de cultivo, la primera floracién de la vainilla ocurre generalmente a los tres
afios de plantar el esqueje, pero cuando se utilizan los citricos como tutores y con riego, la floracion
se inicia a partir del segundo afio ya que las plantas tienen mayor crecimiento gracias a las mejores
condiciones de luz y manejo. Normalmente, la planta florece sélo una vez por afio por lo que es
necesario sacar el mayor provecho posible de esa produccion (Hernandez et al., 2010).

Usualmente, se abre una flor al dia por racimo, en ocasiones dos o ninguna (cuando no
existen botones florales desarrollados). De esta manera, la planta tarda aproximadamente un mes en
abrir todas sus flores, que es cuando se debe polinizar manualmente, ya que de manera natural
unicamente se poliniza cerca del 1% del total de las flores. Después de la polinizacion empieza a
crecer el fruto, el cual alcanza su maximo crecimiento en longitud y diametro alrededor de los 45
dias de la polinizacion; posteriormente ya no crece, sino que entra en una etapa de maduracién por
un periodo de 7,5 meses (Hernandez et al., 2010).

Luego, la vainilla se cosecha cuando alcanza su madurez comercial, esto es, cuando el apice o
punta del fruto cambia de un color verde a amarillo, lo que generalmente ocurre a los ocho 0 nueve
meses después de la polinizacién. Si los frutos se cosechan antes de su madurez, seran de menor
peso, mas susceptibles al ataque de hongos y una vez beneficiados resultaran con un menor
contenido de vainillina. Por el contrario, si se dejan mas tiempo en la planta, ocurre una sobre

maduracion y ocasiona la dehiscencia o “rajado” del fruto y cambia de color amarillo a café oscuro o
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negro, iniciandose este proceso en la parte apical del fruto. Las vainas sobre maduradas se
denominan “rajaduras” y son pagadas a menor precio (Hernandez et al., 2010).

Segun el Consejo Nacional de Produccion (2016) el método de beneficiado difiere entre las
diversas areas de produccidn, y esto puede tener una influencia muy importante en la variacion de la
calidad y del perfil aromatico de las vainas que se comercializan. Aunque existen varias formas de
curado o beneficiado, todas tienen en comun varias fases principales. Segun Hernandez (2011), por
lo general, todo el proceso de curado comprende entre 3 a 5 meses y consta de las siguientes etapas:

1. Despezonado: las vainas son separadas del “pezén” y se clasifican de acuerdo al tamafio y
tipo. El tipo se refiere a “entero”, “abierto” (cuando la vaina se ha abierto),
“pintado/manchado” (cuando los frutos estan infectados con Colletotrichum sp.) y “zacatillo”
(vainas pequefias y curveadas). Cada clase se cura por aparte debido a las diferencias en
calidad.

2. Marchitamiento del fruto o “killing”: este paso corta o finaliza los procesos celulares de las
vainas y previene que la vaina se abra. Algunos estudios han demostrado que al variar las
condiciones de curado de las vainas, el rendimiento de vainillina aumenta significativamente,
como lo muestran Pardio et al. (2009) quienes modificaron las condiciones de la etapa de
marchitamiento o “killing”.

Existen varios métodos de marchitamiento de los frutos, donde los méas usados son:
exposicion directa al sol, en horno calorifico, por inmersion en agua caliente y mediante
congelamiento de las vainas. La exposicion directa al sol consiste en acomodar los frutos en
filas sobre un petate en el patio, para que reciban los rayos solares, con los cuales se calientan
y se deshidratan paulatinamente. Las vainas también pueden colocarse en bolsas plésticas
sobre petates para que se calienten mas rapido. Después de que los frutos alcanzan una
temperatura de 30 a 50 °C, se colocan en cajones de madera donde contindian con su proceso
de marchitamiento y sudado. Con el método de exposicion al sol, el marchitamiento es mas
lento, ya que la humedad se va perdiendo paulatinamente (Hernandez et al., 2010).

En el método de horno calorifico, cuando éste alcanza de 30 a 40 °C, se introducen los
frutos para su marchitamiento, se cierran las puertas del horno y se aumenta la temperatura
gradualmente hasta alcanzar 60 °C como méaximo. Después de las 24 o 48 horas, los frutos se
sacan del horno y se someten a un primer “sudor” (Hernandez et al., 2010). Cabe resaltar que
el primer sudor se refiere al inicio de la sudoracion la cual es una etapa en la que se

mantienen las vainas envueltas en sabanas, con altas temperaturas (45 a 65 °C) y alta
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humedad (Unicamente los primeros dias). Durante este periodo se desarrolla el aroma, color y
sabor caracteristicos de la vainilla (Frenkel et al., 2011).

Por otro lado, la técnica de inmersion en agua consiste en calentar agua y sumergir las
vainas. En este méetodo se puede variar la temperatura y el tiempo de inmersion. Pardio et al.
(2009) mencionan la aplicacion de las siguientes condiciones durante el “killing”: inmersién
en agua a 65 °C durante 3 min, inmersion en agua a 70 °C durante 2 min e inmersién en agua
a 80 °C durante 10 s en intervalos de 30 s durante 3 ciclos. Hernandez et al. (2010)
mencionan que si la temperatura o el tiempo de inmersion es menor o si hay escape de calor
de los cajones sudadores, el marchitamiento no se realiza y los frutos conservan su color
verde. Por el contrario, si se excede el tiempo o temperatura, la vainilla puede “quemarse”, lo
cual se notara posteriormente por la formacion de ampollas en las vainas (levantamiento de la
epidermis).

El método de congelamiento consiste en someter el fruto a congelacion durante varias

horas. Pardio et al. (2009) congelaron vainas a -10 °C durante 24 horas, y bajo estas
condiciones obtuvieron los mejores resultados en cuanto a concentracion de vainillina con
respecto a los métodos de inmersion en agua mencionados anteriormente. Guzman y Zara
(2012) indican que entre las ventajas de esta técnica se encuentra la obtencion de un aroma
sofisticado y que practicamente no se presenta crecimiento de mohos.
Secado y sudado: cuando se realiza de forma artesanal, las vainas se colocan en las cajas de
sudado (cajas de madera) durante varios dias, luego se remueven y se colocan en sabanas en
el patio al sol por 3 a 4 horas; durante este proceso se permite que las vainas alcancen un
maximo de 50 a 55 °C. Una vez alcanzada esta temperatura se cubren con las sabanas y se
devuelven a las cajas de sudado para conservar el calor y permitir que las vainas pierdan agua
gradualmente. Esta etapa se repite durante semanas hasta que las vainas alcancen un 30 % de
humedad (Hernandez, 2011).

Otra manera de realizar esta etapa del secado es mediante tuneles de secado. Este
método se basa en deshidratar con aire caliente, en vez de calentar por medio del sol, y
produce grandes cantidades de vainas muy homogéneas y de buena calidad. Se ha visto que
un secado no uniforme o llevado a cabo bajo el sol, con el uso de sébanas sucias o0 con una
ventilacion indebida en los cuartos de sudado, contribuye a la susceptibilidad de las vainas a
una infeccion de mohos, que reduce la calidad del producto (Guzméan y Zara, 2012).

También, se alterna el proceso de sudado con el secado en tdneles.
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También, se recomienda combinar el método tradicional de secado al sol con el
método de aire caliente para acortar el periodo de secado. Aparentemente, la etapa de secado
es critica para desarrollar un buen aroma y sabor en la vainilla, pero un secado prolongado
puede llevar a una pérdida de estas propiedades y en el contenido de vainillina (Hernandez,
2011).

4. Acondicionamiento: las vainas clasificadas como “secas”, es decir, aquellas que se considera
que ya se han deshidratado lo suficiente, se colocan en cajas de madera para que continien
desarrollando su sabor y aroma gradualmente. Ademas, estas vainas son inspeccionadas para
verificar que fueron secadas y sudadas adecuadamente. Si presentan indicios de que estan
colonizadas por hongos o su contenido de humedad es muy alto, las vainas deben ser
devueltas al sol para que se sequen mas. Esta etapa dura de 30 a 45 dias. Sin embargo, el
tiempo de acondicionamiento puede ser menor si se considera que las vainas se estan secando
mas de lo adecuado (Hernandez, 2011).

A pesar de que existen muchos métodos de beneficiado de vainilla, el principal que se utiliza
en Costa Rica es inmersion de las vainas a 60°C durante 3 min, posteriormente el sudado se
realiza envolviendo las vainas en sabanas y colocandolas en una caja de sudado, mientras que el
secado se realiza al sol durante varias horas (en el pais no hay un verdadero control del tiempo
secado, puede ser desde dos horas hasta toda la mafiana), y por ualtimo la etapa de
acondicionamiento se realiza dejando las vainas envueltas en sabanas en la caja de sudado a
temperatura ambiente. Este es el método artesanal de produccién de vainilla en el pais (Gémez,
2014).

Debido a que en Costa Rica la produccion de vainilla ain es pequefia, no hay un proceso
industrializado, a diferencia de México en donde se producen toneladas y el proceso
industrializado consiste en: el marchitamiento se realiza colocando las vainas en cajas de madera
en un horno de 24 h a 48 h a 60°C, posteriormente el sudado se realiza envolviendo las vainas en
sébanas y colocandolas en una caja de sudado, mientras que el secado se realiza en la mafiana al
sol de 3 a 4 horas hasta alcanzar de 50°C a 55°C, normalmente se realizan de 11 a 24 ciclos de
secado de acuerdo a la vainilla que se tenga como materia prima, por ultimo el
acondicionamiento se hace de 30 a 45 dias a temperatura ambiente en cajas de madera
(Hernandez, 2011).
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3.2 Sintesis de los principales compuestos aromaticos de la vainilla

Los tratamientos térmicos iniciales del proceso de beneficiado se dirigen principalmente a
detener la dehiscencia de la vaina, como se mencion0 anteriormente. Sin embargo se sabe que esos
tratamientos también tienen un papel en la iniciacion de la fase de desarrollo aromatico, que es
continuo a lo largo del proceso de curado de la vainilla (Odoux, 2010b).

La hidrdlisis de diferentes precursores glucosilados es la reaccion mejor conocida en el
desarrollo de la calidad aromatica de la vainilla; y se debe notar que muchos compuestos aromaticos
tales como la vainillina, &cido vanilico, p-hidroxibenzaldehido, &cido p-hidroxibenzoico estan
presentes en vainas verdes de vainilla en su forma glucosilada, por lo que se requiere de su hidrolisis
para hacer posible que puedan liberar su parte aromatica (Odoux, 2010b).

El compuesto quimico a partir del cual se deriva la vainillina esta presente en las vainas sin
curar, en forma de un glucésido llamado glucovainillina. Durante el proceso de curado este
glucosido, que segin Arroyo (2016) se encuentra encapsulado principalmente en las estructuras
celulares llamadas vacuolas, es hidrolizado para formar vainillina y glucosa mediante la accién de la
B-glucosidasa, que se encuentran en el citoplasma, periplasma, apoplasto, mesocarpio y/o pared
celular. La actividad de esta enzima cambia con la madurez de las vainas, siendo insignificante en las
verdes y mas alta en las amarillas. Otros constituyentes de aroma y sabor tales como el &cido p-
hidroxibenzoico, el p-hidroxibenzaldeido y el &cido vanilico también estan presentes en la vaina
verde en sus formas glicosidicas y son liberados a través de la hidrolisis enzimatica en el curado
(Guzméan y Zara, 2012).

La vaina verde también contiene otras glicosilhidrolasas, que incluyen a-glucosidasa, a- y B-
galactosidasa, asi como o- y B-manosidasa. La temperatura de marchitamiento y secado, en el
proceso de beneficiado, parece ser critica para la actividad de la B-glucosidasa. Estudios efectuados
han mostrado que la temperatura 6ptima para la actividad enzimatica de la B-glucosidasa es 50 °C, 55
°C para la a-galactosidasa y 60 °C para la B-galactosidasa (Frenkel et al., 2011).

A continuacion se presenta el cuadro | en donde se pueden ver los tratamientos térmicos
aplicados a la enzima B-glucosidasa y sus respectivos porcentajes de pérdida de actividad, en donde

se ve que a 60°C de 36 horas a 48 horas se pierde toda el 100% de la actividad enzimatica.
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Cuadro I. Pérdida de actividad de la enzima B-glucosidasa de acuerdo al tratamiento térmico aplicado
(Arroyo, 2016).

Temperatura (°C) Tiempo Pérdida de actividad (%0)
60 3 min 51
70 90s 60
80 30s 48
60 36a48h 100

El analisis de la fraccion volatil de la vainilla beneficiada ha hecho posible detectar e
identificar cerca de 150 moléculas pertenecientes a numerosas clases de quimicos. Desde un punto
de vista quimico, estos diferentes compuestos pertenecen a las siguientes clases: hidrocarburos,
alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, lactonas, &cidos, terpenoides, heterociclicos y fenoles (Odoux,
2010a). A continuacion se presentan los cuadros II, 111, 1V, V y VI en donde se muestran los

diferentes compuestos presentes en un extracto de vainilla mexicana.

Cuadro I1. Concentracion de los compuestos volatiles de un extracto de vainilla mexicana
(Hernéndez et al., 2010).

Compuesto Concentracion (ppm?) Desviacién estandar
Fenoles
Guayacol 9,3 0,49
4-metil guayacol 3,8 0,35
Fenol 1,8 0,14
p-cresol 2,6 0,35
p-vinil guayacol 1,2 0,06
p-vinil fenol 1,8 0,15
Vainillina 19118,0 122471

Acetovainillina 13,7 0,92
Alcohol vanillico 83,8 2,97
p-hidroxibenzaldehido 873,3 55,65
Alcohol p-hidroxibencilico 65,1 4,88

(a): en mg/kg de vainilla beneficiada. (-): dato no disponible
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Cuadro Il1. Continuacion del cuadro Il.

a

Compuesto Concentracion m Desviacion estandar

Acido p-hidroxibenzoico 255,0 13,44

Vainilil metil acetona 2,2 0,28

(a): en mg/kg de vainilla beneficiada. (-): dato no disponible

Cuadro IV. Concentracion de los acidos que conforman la mayoria de compuestos volatiles de un
extracto de vainilla mexicana (Hernandez et al., 2010).

a

Compuesto Concentracion m Desviacién estandar

Acido acético 124,3 11,10

Acido isobutirico 1,7 0,14

3,8 0,21

Acido isovalérico

Acido hexanoico 0,5 -

Acido octanoico 55 0,49

Acido nonanoico 15,7 1,73

Acido miristico 12,4 1,27

Acido hexadecanoico 126,6 5,94

Acido heptadecanoico 5,7 0,28

Acido oleico 16,3 1,56

(a): en mg/kg de vainilla beneficiada. (-): dato no disponible.
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Cuadro V. Concentracion de los acidos aromaticos, alcoholes y aldehidos que conforman los
compuestos volatiles de un extracto de vainilla mexicana (Hernandez et al., 2010).

Compuesto Concentracion (ppm?) Desviacion estandar

Acido benzoico 2,6 0,35

Acido cinamico (isémero 1) 3,4 0,57

Alcoholes

Butan-2,3-diol (isémero) 16,5 1,77

Butan-2,3-diol (isomero 2) 8,0 0,14

Alcohol bencilico 2,7 0,21

3-fenil propanol 0,5 -

Alcohol cinamico 1,0 0,14

Hept-2-enal 2,1 0,28

Deca-2-4(E,Z)-dienal 1,4 0,11

(a): en mg/kg de vainilla beneficiada. (-): dato no disponible.
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Cuadro VI. Concentracion de los ésteres, hidrocarburos, compuestos heterociclicos y cetona que
conforman parte de los compuestos volatiles de un extracto de vainilla mexicana (Hernandez et al.,
2010).

Compuesto Concen(racién (ppm?) Desviacion estandar
Esteres
Salicilato de metilo 0,5 -
Cinamato de metilo 1,1 0,07
Formiato de anisilo 2,3 0,35
Linolenato de etilo 13,5 0,35

Hidrocarburos
Tricosano 15,9 2,19
Pentacosano 19,9 1,48

Heterociclicos

Furfural 0,5 -
Butirolactona 0,5 =
Pantolactona 1,4 0,14

Etil-4-metil-1H-pirol-2,5-diona 1,8 0,35
Cetonas
3-hidroxi-butan-2-ona 14,6 0,85

(a): en mg/kg de vainilla beneficiada. (-): dato no disponible.

Caracteristicas de calidad

Segun la norma mexicana (DGN, 1996) la vainilla debe cumplir con las siguientes
especificaciones minimas de calidad:

a) Estar limpia, exenta de materia extrafia visible (tierra, manchas o residuos de materia
organica).

b) Ser sana interior y exteriormente, excluyendo el producto afectado por pudricién o alteracion
que lo haga impropio para su consumo.

c) Estar entera, de superficie rugosa longitudinalmente (efecto de la deshidratacion). El
producto puede presentar rajadas pero la vaina siempre debe estar completa y bien
desarrollada.

d) Estar exenta de olor y sabor anormal o extrafio.

e) Estar exenta de plagas o de dafios producidos por éstas, incluyendo sefiales de enfermedades.
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f) Ser de superficie brillante y lustrosa.

g) Ser flexible y presentar forma, olor y sabor caracteristico.

h) Estar exenta de humedad exterior anormal.

i) Para transportar la vainilla, debe tomarse en consideracion su grado de madurez y las
condiciones sanitarias adecuadas de tal forma que permitan al producto soportar el transporte
y manejo; y poder asi llegar a su destino en estado satisfactorio.

Componentes mayoritarios del extracto de vainilla

Cuantitativamente, el mayor componente en la vainilla beneficiada o curada es la vainillina,
la cual puede alcanzar concentraciones de varias decenas de gramos por kilogramo en peso seco.
También, otros tres componentes son usualmente cuantificados, ya que se consideran indicadores de
calidad y autenticidad, estos son el p-hidroxibenzaldehido y el &cido vanilico, cuyas concentraciones
generalmente son medidas en torno a 1 g/kg en peso seco (o alrededor de 1000 ppm), en otras
palabras, cerca de 10 veces menor que la de la vainillina, y finalmente el acido p-hidroxibenzoico,
cuya concentracion promedio ronda 100 mg/kg en peso seco (o alrededor de 100 ppm), en otras
palabras 100 veces menor que la de la vainillina. Por supuesto, estas cantidades pueden variar
dependiendo de la calidad del producto (Odoux, 2010a).

Sin embargo, se debe sefialar que estas técnicas para analizar y medir estos compuestos
varian bastante de un autor a otro, y también son muy diferentes de las técnicas estandarizadas (1SO
5565-2). De hecho, en general se sabe que 95% de los compuestos volatiles en vainilla beneficiada
son encontrados a concentraciones menores a 10 ppm (Odoux, 2010a).

A pesar de que la vainillina cuantitativamente es el mayor componente, esta molécula por si
sola no es la responsable de la calidad del aroma global de la vainilla. En un estudio dirigido a
correlacionar el analisis sensorial con el anélisis quimico con el fin de clasificar la calidad de los
extractos de vainilla, se identificaron 14 compuestos que fueron detectados en casi todos los
extractos estudiados y que contribuyeron de manera positiva o negativa al aroma y sabor (Odoux,
2010a).

Como se mencion0 anteriormente, la reaccion mas conocida en el desarrollo de la calidad
aromatica de la vainilla durante el curado es la hidrolisis de los diferentes glucosidos que son
precursores de los citados compuestos aromaticos. Esta es la reaccién fundamental en el desarrollo
del aroma de la vainilla, ya que permite la liberacion de una aglicona con propiedades arométicas a

partir de un glucosido que no tiene aroma (Odoux, 2010a).
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Esta reaccion se puede realizar de forma quimica bajo condiciones acidas o enziméaticamente
usando una B-glucosidasa (0 de manera mas general con una glicosidasa, dependiendo de la
naturaleza del azucar ligado a la aglicona). En el caso de la glucovainillina se sabe que esta hidrdlisis
es provocada por una de las varias B-glucosidasas que estan de forma endogena en el fruto (Odoux,
2010a).

A continuacion se muestra la reaccion catalizada por la glucosidasa, mediante la cual se logra

obtener la vainillina.

0 CHs
o
H Q OH
0 b-glicosidasa _ H 0 OH
HO +
0 HO OH
O OH OH
HO CH4
OH OH
Ghicovamilina Vainillina D-glucosa

Figura 1. Reaccion de la glucovainillina para obtener como producto vainillina (Pacheco, 2009).

Actualmente, es aceptada otra ruta biosintética que indica que la vainillina es un producto de
la ruta bioquimica del &cido siquimico (que es un intermediario bioquimico importante en plantas y
microorganismos), via fenilalanina, la cual conduce a los compuestos fenilpropanoides a través de
deaminacién enzimatica, y principalmente a acido cindmico como se puede ver en la figura 2
(Lapeyre-Montes et al., 2010).

Posteriormente las enzimas 4-hidroxibenzaldehido sintetasa (4HBS) y una metiltransferasa
(DOMT) pueden catalizar la conversion del acido 4-cumérico en 4-hidroxibenzaldehido y 3,4-

dihidroxibenzaldehido en vainillina como se puede ver en la figura 2 (Lapeyre-Montes et al., 2010).



28

COOH COOH
HooC PO.H,
R
G HO OH | S
OH P

Acido fosfoenolpinivico
Acido siquimico L-Fenilalanina

GOOH COOH COOH COOH COOH
/_.f"
!
HACO oo, OCH4 OCH,
OH
Acido sinapico Amdo feruhco J'-‘kr.ldo cafemo Acido 4 CUMArico (E}-Acido cindmico
4HBS
CHCI
DOMT
-
Vainillina 3,4 -Dihidroxi p—HldroxibenzaIdehido

benzaldehido

Figura 2. Ruta bioguimica de los compuestos de fenilpropano via acido siquimico y L-fenilalanina y
ruta del &cido 4-cumarico a la vainillina propuesta por Kanisawa y Podstolki (Lapeyre-Montes et al.,
2010).

Esta ruta bioquimica explica la sintesis de la vainillina y del 4-hidroxibenzaldehido. Por otro
lado, segun Pacheco (2009) la formacion del acido vanilico se da mediante la accion de la peroxidasa
que oxida los compuestos presentes en el sabor de la vainilla, transformando la vainillina en acido
vanilico como se puede apreciar en la figura 3; este compuesto sigue reaccionando y se transforma
en otros compuestos como guaiacol, é&cido 3,4-dihidroxibenzoico y alcohol vanilico

(Venkitasubramanian et al., 2006).
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CHO 0
i _ OH
4+ Ho—o0oH Peroxidasa
P T +oHD
OCH, HO
OH OCH4
Vainillina Acido vainillico

Figura 3. Reaccion de la vainillina catalizada por la peroxidasa para producir acido vanilico
(Pacheco, 2009).

Por otro lado, la formacion del acido 4-hidroxibenzoico se produce mediante la accién de la
peroxidasa que oxida los compuestos presentes en el sabor de la vainilla, transformando el p-
hidroxibenzaldehido en &cido p-hidroxibenzoico como se puede apreciar en la figura 4 (Pacheco,
2009).

Peroxidasa _ OH

+ HO—OH + H0
HO HO

p-hidroxibenzaldehido Acido p-hidroxibenzoico

Figura 4. Reaccion del 4-hidroxibenzaldehido catalizada por la peroxidasa (Pacheco, 2009).

Por altimo, el alcohol 4-hidroxibencilico participa en una secuencia de reacciones propuesta
por Podstolski (2011), que llevan a la produccion de vainillina. El paso que sigue de la formacién del
p-hidroxibenzaldehido es una hidroxilacién en la posicion 3 para obtener 3,4-dihidroxibenzaldehido.
Este paso involucra la introduccion del segundo grupo hidroxilo en la posicion orto con respecto al
ya existente. Las enzimas que catalizan estas reacciones, como por ejemplo la 4-cumarato 3-
hidroxilasa (C3H) que induce la formacion del acido 3,4-dihidroxicinamico a partir del &cido 4-
cumarico, no han sido totalmente caracterizadas. Se ha propuesto que estas hidroxilaciones pueden
ser llevadas a cabo por la actividad de la monofenolasa en presencia de un electron donador. La
actividad de la monofenolasa oxidando el acido 4-cumarico, alcohol 4-hidroxibencilico, 4-

hidroxibenzaldehido y &cido 4-hidroxibenzoico fue encontrada en V. planifolia (Podstolski, 2011).
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3.3 Andlisis sensorial de la vainilla

El proceso de curado se basa en la idea de que la destruccion del orden bioldgico en las
vainas verdes desata reacciones poniendo las enzimas en contacto con sus respectivos sustratos, lo
que impulsa la formacion del aroma y sabor de la vainilla (Frenkel et al., 2011). Es aqui donde se
requieren pruebas sensoriales de la vainilla que son importantes para determinar calidad del
producto, agrado y preferencias de los consumidores.

La evaluacion sensorial es una disciplina cientifica usada para evocar, medir, analizar e
interpretar reacciones a las diferentes caracteristicas de los alimentos y otros materiales a medida que
se perciben por medio de los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido (Hough, 2010).

Las pruebas afectivas cuantitativas son aquellas que determinan las respuestas de un grupo
grande de consumidores, a preguntas concernientes a preferencia, gusto y atributos sensoriales. Estas
pruebas se aplican en las siguientes situaciones: para determinar la preferencia global o agrado de un
producto por una muestra de consumidores que representan la poblacion hacia la cual se dirige el
producto, para determinar la preferencia o agrado sobre los aspectos generales de las propiedades
sensoriales de un producto (aroma, sabor, apariencia, textura). El estudio amplio de las diferentes
facetas del producto puede proporcionar informacion sobre los factores que afectan a la preferencia
global o agrado. Estas pruebas también se utilizan para medir la respuesta de los consumidores a
tributos sensoriales especificos de un producto (Meilgaard et al., 1999).

Las pruebas afectivas cuantitativas se pueden clasificar en dos categorias principales:
preferencia y aceptacion. Las pruebas de preferencia consisten en forzar al consumidor a elegir entre
uno o varios productos, lo cual no implica que los productos sean o no del agrado del consumidor;
mientras que las pruebas de agrado consisten en determinar qué tanto les agrada un producto a los
consumidores (Meilgaard et al., 1999).

Existe un problema cuando se utilizan los métodos cuantitativos en mediciones sensoriales,
porque hay que expresar sensaciones en valores matematicos, es decir, asignar un valor numérico a
la calificacion de la intensidad de una caracteristica sensorial. Sin embargo, una sensacion se crea en
el limite de la fisiologia y la psique por lo que por muy bien que se perciba, no es facil de describir o
medir. Los sujetos tienen que anotar la intensidad mediante escalas especificas (Zawirska-Wojtasiak,
2011).

La medicion se define como la asignacion de nimeros a los objetos de acuerdo con reglas.
Esta definicion se aplica a la medicion tanto de los atributos fisicos y psicoldgicos de los objetos, y

por extension, a sus dimensiones sensoriales, cognitivas y emocionales. Se definen cuatro diferentes
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niveles de medicion y las correspondientes escalas de medicion, las cuales son: nominal, ordinal, de
intervalo y de proporcion (Cardello y Schutz, 2006).

El segundo nivel de medicion, es decir, la escala ordinal se refiere a la asignacion de nimeros
para reflejar el orden de los objetos a lo largo de una dimensiédn. Las escalas ordinales usualmente se
utilizan en pruebas de consumidores cuando las muestras se comparan mediante preferencia. Una
prueba de preferencia pareada se usa cuando dos muestras se van a comparar entre si. Las dos
muestras se presentan secuencialmente o simultaneamente dependiendo de los objetivos de la
prueba. La tarea para el consumidor consiste en escoger cual muestra prefiere. Sin embargo, en la
literatura ha habido mucha discusién concerniente a las ventajas del hecho de tener una tercera
opcion de “no prefiere” para el consumidor, ya que esto representa una posibilidad real (Cardello y
Schutz, 2006).

Con el fin de obtener informacion acerca del nivel absoluto de agrado o desagrado de una
muestra, se requiere una escala de clasificacion con lenguaje verbal especifico que se refiere a la
intensidad del agrado. Ademas, para poder hacer declaraciones acerca del grado de diferencia en el
agrado/desagrado entre muestras, se requiere un nivel de intervalo de escala. Tal vez el método mas
conocido para medir agrado en alimentos es la escala hedénica de nueve puntos, donde dicha escala
esta disefiada no solo para determinar las preferencias entre las muestras, sino también para sefialar el
grado en que al consumidor le gusta o no la muestra (Cardello y Schutz, 2006).

Aungue la escala heddnica cominmente es tratada como una escala de intervalo, esta
suposicion es indebida. La escala es simplemente una escala métrica ordenada de agrado. La razon
para esto es que la escala heddnica de 9 puntos representa un tipo de escala frecuentemente usado en
estudios de consumidores y conocida como “escala de categoria”, que consiste en un set de etiquetas
verbales que definen diferentes “categorias” a lo largo de la dimension de medicion. Estas categorias
verbales se supone que representan intervalos de igual tamafio a lo largo de la dimension; sin
embargo, varios analisis de estas escalas han demostrado que este raramente es el caso (Cardello y
Schutz, 2006). Es por ello, que se han hecho estudios comparando varias escalas. Villanueva et al.
(2005) encontraron que la escala heddnica hibrida muestra superioridad sobre las escalas
tradicionales, tanto en cuanto al poder discriminativo de la escala como al cumplimiento de los datos
con supuestos estadisticos de normalidad y homocedasticidad, esenciales para los modelos
ANDEVA.

El tamafio de muestra en pruebas de consumidores ha variado en la préactica, principalmente
basado en la experiencia para un producto particular, el proposito de la prueba y lo més importante,

el costo. Se han reportado tamafios entre 40-50 panelistas que han generado promedios estables de
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aceptacion basado en una escala de 0 a 100 puntos. Las publicaciones de evaluacion sensorial han
reportado varios tamafios de muestra de 50 a 300, y 100 o mas jueces por prueba de aceptacion
(Gacula y Rutenbeck, 2005).

La iluminacion de estas areas debe ser minimo de 300-500 Ix en la superficie de la mesa, que
idealmente debe ser controlada por un regulador de intensidad a un méximo de 700-800 Ix. Sin
embargo, dependiendo de la muestra a evaluar hay requerimientos especiales en cuanto a la luz
utilizada, especialmente en evaluaciones de color (Lawless y Heymann, 2010).

La presentacion de las muestras en pruebas de consumidores debe hacerse de forma tal que se
minimice el sesgo producido por el orden de las muestras en la prueba. Ordinariamente esto significa
que las muestras son presentadas sin etiquetas, en un orden aleatorio o balanceado e identificadas con
un codigo de tres digitos para evitar el sesgo (Cardello y Schutz, 2006).

La poblacion ideal para una prueba de consumidores es una seccion del mercado de
consumidores del producto dentro del area geogréfica en la cual el producto es comercializado; sin
embargo, en la practica esta poblacion meta podria ser de dificil acceso. En general, los grupos de
consumidores mas comunes utilizados en estas pruebas son: 1) compradores en supermercados 0
centros comerciales en el area geografica de interés, 2) residentes de la comunidad local que se
ofrecen para probar los productos en casa o0 en lugares centrales de prueba y que han sido
seleccionados para satisfacer ciertos criterios demogréficos, psicogréaficos o de uso, y 3) muestras
aleatorias de empleados que trabajen en las instalaciones de investigacion y manufactura donde se
haran las pruebas. Estas muestras de consumidores son seleccionadas cuidadosamente para que
coincida con la poblacién meta, por ejemplo, se debe tomar en cuenta edad, género, educacion,
ingresos, residencia geogréafica, origen étnico, religién, empleo, o pueden ser simplemente muestras
de conveniencia, elegidos por su facilidad de acceso y su supuesta similitud con la poblacion
objetivo (Cardello y Schutz, 2006).

3.4 Situacién de la vainilla en Costa Rica

Con base en los altos precios de la vainilla en la década de 1990, y en un esfuerzo por mejorar
el nivel de vida de las comunidades rurales, instituciones nacionales e internacionales se unieron para
apoyar el cultivo de vainilla en comunidades de Quepos y Puerto Jiménez en Costa Rica. Unos pocos
finqueros de la region de Quepos tienen plantaciones de vainilla organica, para los cuales el activo

mas importante es el turismo, seguido por la venta de vainas de vainilla. En el afio 2000, el precio de
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la vainilla se incrementd en el mercado internacional, lo que atrajo inversionistas extranjeros para
crear producciones a gran escala de vainilla en Costa Rica (Varela, 2011).

De acuerdo con los datos de PROCOMER (2017), en el afio 2000 fue cuando hubo mayor
cantidad de exportaciones nacionales de vainilla, principalmente hacia América del Norte. En los
siguientes afios las cantidades exportadas bajaron considerablemente, hasta el afio 2010, donde se
presentd un gran aumento en las exportaciones con un total de 2,1 toneladas de vainilla exportadas
con respecto a 0,6 toneladas en el 2009. Posteriormente, las exportaciones disminuyeron de nuevo
hasta que finalmente en el 2013 aumentaron a 0,8 toneladas, y aunque en el 2014 se exportd6 menor

cantidad, se percibieron mas ganancias debido al aumento en el precio de la vainilla.
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4. Materiales y métodos

4.1 Localizacién del proyecto

El proyecto se desarroll6 en la Universidad de Costa Rica. El curado (marchitamiento,
secado, sudado y acondicionamiento) bajo condiciones controladas se llevé a cabo en el Centro de
Investigaciones en Productos Naturales (CIPRONA). Los andlisis del contenido de vainillina y otros
compuestos aromaticos se realizaron en el CIPRONA, mientras que los analisis sensoriales se

Ilevaron a cabo en el Laboratorio de Analisis Sensorial de la Escuela de Tecnologia de Alimentos.
4.2 Materiales

4.2.1 Materia prima

Para realizar esta investigacion se utilizaron:

Vainas de Vanilla sp., suministradas por Karina Gémez de la Finca Mimi ubicada en Atenas,
Alajuela, Costa Rica; para las pruebas preliminares. Las vainas provienen de un lote cosechado en
octubre del 2014.

Vainas de Vanilla sp. del sefior Guillermo Navarro, quien tiene una finca ubicada en La Cruz,
Guanacaste, Costa Rica, para las pruebas experimentales. Se trabajo con un lote de vainas
cosechadas en diciembre del 2014.

Ademas, se utilizo leche pasteurizada y homogenizada con 2% de grasa para las pruebas
sensoriales.

4.2.2 Reactivos y solventes
e Acetonitrilo grado HPLC (Mallinckrodt, Estados Unidos).

o Acido acético glacial (J.T.Baker, México)

e Agua destilada y desionizada

e Etanol (Fabrica Nacional de Licores, Costa Rica).

e Metanol grado HPLC (Fisher Scientific, Estados Unidos).
e Extracto de vainilla natural (Gold Coast)

e Esencia de vainilla (Vainol)

e Patrdn de vainillina (Aldrich, China)

e Patron de etil vainillina (SAFC, China)

e Patron de 4-hidroxibenzaldehido (Aldrich, China)
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e Patrdn de &cido vanilico (Aldrich, China)
e Patrén de acido 4-hidroxibenzoico (Aldrich, China)
e Patron de alcohol 4-hidroxibencilico (SAFC, China)

4.2.3 Equiposy utiles de laboratorio
e Balanza analitica marca Mettler Toledo, modelo AB54-S/FACT.

e Bafio de agitacion orbital marca HOTECH Instruments Corp, modelo 721.

e Bafio ultrasénico marca Branson®, modelo 5510.

e Beakers, erlenmeyers, probetas, embudos, cuchillo, tabla de picar.

e Columna C18 de Phenomenex®.

e Crisoles para humedad.

e Equipo de filtracion de agua.

e Equipo HPLC" Focused marca Dionex®, modelo Ultimate 3000. Este equipo incluye un
inyector automatico, bomba, detector y software.

e Estufa con conexién de vacio marca Napco®, modelo 5831.

e Filtros de membrana de nylon 0,45 um

e Jeringas de plastico de 5 mL.

e Micropipetas.

e Molino de cuchillas marca Janke & Kunkel, modelo A10.

e Papel de filtro para anélisis cualitativo, 110 mm.

e Secador solar marca Solare Enertiva.

e Tamiz U.S.A. Standard Sieve, No. 60.

e Tubos de centrifuga.

e Viales HPLC.

e Se utilizaron las computadoras del laboratorio de andlisis sensorial con el programa
Ilamado F1ZZ (Francia).

e Caja de sudado, hecha de madera de plywood, de 27 cm x 27 cm x 17 cm.
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4.3 Pruebas preliminares

A continuacion se describen las pruebas preliminares realizadas para lograr definir de mejor

manera las metodologias a emplear.

4.3.1 Determinacion de condiciones de marchitamiento y secado

Se definieron las condiciones de marchitamiento en las que se utilizaron temperaturas de 80
°C durante 1 minuto y -20 °C por 24 horas las cuales se escogieron con base en un estudio realizado
por Pardio et al. (2009) y también con base en las pruebas preliminares realizadas; mientras que el
marchitamiento en el que se utilizé una temperatura de 60 °C por 3 min, se escogi6 debido a que es el
utilizado mas comdnmente por los vainilleros a nivel nacional (Gémez, 2014).

Por otro lado, las condiciones de secado utilizadas se eligieron de acuerdo a la literatura
consultada (Frenkel et al., 2011; Guzméan y Zara, 2012; Herndndez, 2011) y a las pruebas

preliminares realizadas.

4.3.2 Pruebas preliminares para determinar las condiciones de marchitamiento y

secado utilizando vainicas de frijol

Como se menciono anteriormente en la seccion 3.1 existen varios métodos de marchitamiento
de los frutos, donde los méas usados son: exposicion directa al sol, en horno calorifico, por inmersion
en agua caliente y mediante congelamiento de las vainas (Hernandez et al., 2010).

Inicialmente, se utilizaron vainicas de frijol (debido a que ain no habia cosecha de vainilla 'y
fue lo mas similar que se encontr®) para probar algunos tratamientos, y también para determinar cuél
secador producia los resultados mas similares posibles con respecto al secado tradicional. Se
evaluaron dos tipos de secador: uno solar y una estufa de conveccion para realizar el secado.
Tambien, se evalud el tiempo y la temperatura de secado.

El criterio para evaluar el tiempo y temperatura de secado fue meramente cualitativo, donde
se observaron las vainicas para ver qué tan secas quedaban al finalizar los procesos. A continuacion

se indica la forma en que se evaluaron los dos métodos de secado y los procesos de marchitamiento.
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Primera prueba

Se realizaron tres tratamientos de “killing o marchitamiento”:

e Killing 1: inmersién en agua a 60 °C por 1,5 min.

e Killing 2: inmersién en agua a 80 °C por 10 segundos, reposo por 30 segundos y repeticion

del proceso dos veces mas.

¢ Killing 3: almacenamiento a -10 °C por 30 horas en un congelador.

Seguidamente, las vainicas se dejaron sudar durante tres dias envueltas en sdbanas en una caja de
sudado y posteriormente se secaron durante 29 horas en ambos secadores. Es importante mencionar
que en estas pruebas, el secado y el sudado no se hicieron intermitentemente; sino que se puso a
sudar una vez y después a secar una vez nada mas. Se hizo asi porque el objetivo era determinar el
tiempo adecuado de secado. En esta prueba las vainicas quedaron demasiado secas por lo que se

decidid repetir el experimento.

Sequnda prueba

En la segunda prueba preliminar también se utilizaron vainicas y los tratamientos fueron:

e “Killing” 1: inmersion en agua 60 °C por 1,5 min.

e “Killing” 2: inmersion en agua a 80 °C por 10 segundos en intervalos de 30 segundos durante
3ciclos.

e “Killing” 3: almacenamiento a -10 °C por 5 dias en un congelador.

e Control (no se le hizo killing).

Los tratamientos de killing o marchitamiento se evaluaron cualitativamente, donde se observo
qué tan maltratada quedaba la vainica después del tratamiento para determinar si eran tratamientos
térmicos muy fuertes o si eran adecuados.

Las vainas se dejaron sudar durante 2 dias envueltas en una manta en la caja de sudado. Estas
vainicas se dividieron en dos grupos iguales, el primer grupo se seco en el secador solar (40 °C por 7
horas). La otra mitad se seco en la estufa de conveccién a 40 °C durante 7 horas y posteriormente a
50 °C por 3 dias. En estas pruebas, el secado y el sudado tampoco se hicieron intermitentemente, sino
que Se puso a sudar una vez, y después a secar una vez.

Las vainicas a las que se les aplico el killing 1 presentaron mohos, mientras que las de los
Killings 2 y 3 presentaron un color mas oscuro (que implica degradacion celular), lo que se espera

después del killing; por ultimo, las vainicas control no tuvieron ningiin cambio.
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Se concluyd que cuando se seca en el secador solar durante 7 horas (como las vainas del
primer grupo) se obtienen resultados cualitativos méas similares en cuanto al grado de deshidratacion
que se requiere para el beneficiado de la vainilla tradicional. Después de 3 dias de secado (como las
vainas del segundo grupo), las vainicas se encontraban totalmente deshidratadas y se quebraban con
facilidad por lo que el tiempo de secado no puede extenderse tanto, de 2 a 3 horas resulta mas
recomendable.

Al secar en estufa y secador solar se obtienen resultados muy similares; sin embargo, el
secador solar tiene mayor capacidad en cuanto al espacio ya que es mas grande; adicionalmente
calienta gracias a la energia solar (lo que provoca una disminucion en costos), por lo que se decidi6

hacer las pruebas definitivas con éste.

4.3.3 Pruebas preliminares para determinar las condiciones adecuadas de

marchitamiento y secado en Vanilla sp.

Se utiliz6 Vanilla sp. proveniente del canton de Atenas, Alajuela para hacer las pruebas de
killing y secado. Se realizaron 3 tratamientos en la etapa de marchitamiento, que fueron:

e Inmersion en agua caliente a 60 °C por 3 minutos (porque es el que mas utilizan los
vainilleros a nivel nacional).

e Inmersion en agua caliente a 80 °C durante 1 minuto (se hizo un minuto y no 30 segundos
como en las pruebas preliminares anteriores para provocar mas dafio a las estructuras
celulares).

e Almacenamiento a -10 °C por 24 horas en congelacion.

La etapa de secado se realizd en el secador solar Solare Enertiva, a 50 °C los dias lunes,
miércoles y viernes (en total el proceso tuvo 19 ciclos de secado) durante 2 horas cada dia, con 46
horas de reposo entre cada secado (esta etapa se realiza a 50 °C porque es la temperatura éptima de la
B-glucosidasa, que es la enzima que cataliza la reaccion de la glucovainillina para producir vainillina
(Frenkel et al., 2011)). En el tiempo de reposo las vainas se envolvieron en mantas y se colocaron en
la caja de sudado con el fin de que al estar a la temperatura 6ptima de actividad de la enzima, se
Ileven a cabo las reacciones responsables de desarrollar el aroma y el sabor.

Después del ultimo secado, a las vainas se les hizo acondicionamiento (las vainas se colocaron en
la caja de sudado, envueltas en sabanas a temperatura ambiente) durante 40 dias y posteriormente se
metieron al vacio en una bolsa de poletileno de alta densidad.
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Bajo estas condiciones se observo el comportamiento de la humedad cualitativamente a través
del tiempo (al inicio las vainas se veian turgentes y con el pasar del tiempo se veian arrugadas
producto de la deshidratacion) y asi se determind que la duracion aproximada del proceso de

beneficiado de la vainilla es dos meses.

4.3.4 Prueba sensorial preliminar

Se realiz6 una pequefia prueba sensorial para determinar si se percibe una diferencia entre la
vainilla natural y la artificial. Para esto se utilizaron los siguientes ingredientes:

e Leche Dos Pinos regular con 2% de grasa.

e Extracto de vainilla natural, Gold Coast (no se utilizaron los extractos naturales realizados
durante este experimento porque se tenia una cantidad muy limitada para las pruebas
sensoriales).

e Esencia de vainilla, Vainol.

Se empled la siguiente formulacion para la evaluacion: se mezcla 20 mL de leche con 1 mL
de extracto o con 1 mL de esencia de vainilla. Se agrega por volumen porque asi es como se utiliza
tradicionalmente a la hora de cocinar.

Se realiz6 una prueba de discriminacion triangular con 8 jueces, para lo cual se prepard un set
ordenado aleatoriamente, y se le pidi6 al juez que probara las 3 muestras en el orden presentado y
que eligiera la muestra diferente en el set. Ademas, se utilizd luz roja en la cabina para evitar que los
jueces vieran la diferencia en color del producto y solo se guiaran por el sabor.

Para la prueba triangular, en todos los casos los jueces acertaron cual era la muestra diferente,
por lo que se concluy6 que el sabor de la vainilla artificial y natural son evaluados como diferentes.
Esto implica que no es necesario hacer pruebas de discriminacion entre el extracto natural y la

vainilla artificial.

4.4 Procesamiento de muestras para la evaluacion del marchitamiento y secado de la
vainilla

Las vainas de Vanilla sp. se obtuvieron de una finca ubicada en La Cruz, Guanacaste, Costa

Rica. Se utilizd la vaina entera para realizar la evaluacion del marchitamiento y el secado, y
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posteriormente se prepard un extracto de vainilla para realizar los anélisis de contenido de vainillina,

agrado y preferencia por parte de los consumidores.

4.4.1 Beneficiado y muestreo de las vainas

Despezonado, preseleccién y marchitamiento

Inicialmente, se realizo el despezonado y se seleccionaron las vainas que se encontraban en
buenas condiciones (es decir, las vainas que no estaban abiertas); posteriormente, se dividieron en 3
grupos de 50 vainas cada uno, para evaluar 3 tipos de marchitamiento que se describen a
continuacion.

e Inmersion de las vainas en agua a 80 °C durante 1 minuto (como se observa en la figura 5).

e Almacenamiento en congelacién a -20 °C durante 24 horas en una bolsa pléstica (los
congeladores caseros llegan a esta temperatura, por eso se uso -20°C, ).

e Inmersion en agua a 60 °C durante 3 minutos.

El marchitamiento tuvo una duracién variada entre tratamientos, el que duré menos, tuvo una

duracion de 1 minuto y el de mayor duracion fue de 24 horas.

Figura 5. Marchitamiento de las vainas mediante inmersion en agua caliente.



41

Secado y sudado

Una vez concluido el marchitamiento, las vainas de cada tratamiento se separaron en dos
grupos. Con el primer grupo se realizé el secado tres veces por semana a 52°C en el secador solar
Solare Enertiva durante 2 horas (como se puede ver en la figura 6a), con sudados entre cada tiempo
de secado (sudado).

La otra mitad recibid el tratamiento tradicional de secado, en donde las vainas se colocaron al
sol en sabanas los dias lunes, miércoles y viernes durante 2 horas (como se puede ver en la figura
6b), con 46 horas de reposo entre cada secado; este segundo método fue evaluado porque es el
utilizado por los vainilleros a nivel nacional (Gémez, 2014). Esta etapa tuvo una duracién de 50 dias

en total.

gl S W

a) Secado en secador solar | b) Secado al sol

Figura 6. Tipos de secado empleados para realizar el beneficiado de las vainas de Vanilla sp.

En ambos casos, cuando las vainas no estaban al sol, se mantenian almacenadas en una caja
de sudado envueltas en sabanas como se puede ver en la figura 7. Durante el tiempo de reposo, las
vainas se mantuvieron envueltas en sabanas dentro de la caja de sudado para tratar de mantenerlas
calientes el mayor tiempo posible. En esta etapa la temperatura se mantiene en condiciones dptimas
para promover las reacciones enzimaticas y provocar un secado inicial rapido para prevenir
enfermedades dafiinas para el ser humano (Pacheco, 2009). Este sudado se hace intermitentemente,

es decir, se hace varias veces y entre los sudados se hace el proceso de secado.
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Figura 7. Vainas envueltas en la etapa de sudado.

El criterio que se usd para determinar si las vainas estaban listas es el utilizado por los

vainilleros a nivel nacional, que consiste en enrollar la vaina alrededor del dedo indice; si la vaina no

se rompe y regresa a su forma original, esta lista, lo que quiere decir que se pueden retirar las vainas

del proceso de secado y sudado (Gomez, 2014).

En el cuadro VII se pueden observar los 6 tratamientos realizados a las vainas.

La etapa de sudado y secado durd en total 50 dias y durante esta etapa se tomaron muestras en

los dias: 0, 10, 17, 24, 31 y 38. No se tom6 muestra al finalizar el proceso de secado y sudado ya que

solo se contaba con vainas para hacer un Gltimo muestreo y se prefirié evaluar qué sucedia después

de un periodo corto de acondicionamiento.

Cuadro VII. Condiciones utilizadas para evaluar las etapas de marchitamiento y secado del

beneficiado de la vainilla.

Tratamientos Tipo de marchitamiento Tipo de secado
1 60°C, 3 min Sol
2 60°C, 3 min Secador solar*
3 80°C, 1 min Sol
4 80°C, 1 min Secador solar*
5 -20°C, 24 horas Sol

6

-20°C, 24 horas

Secador solar*

*E| secador solar se utiliza a 52 + 2 °C.
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Acondicionamiento

Para todos los tratamientos finalizada la etapa de 50 dias de secado y sudado, se realizo el
acondicionamiento colocando las vainas en la caja de madera (caja de sudado), para que continuaran
desarrollando aroma y sabor durante 19 dias a temperatura ambiente (22-26 °C). Al final de este
periodo se tomd la Ultima muestra que correspondié al dia 69. Este tiempo se selecciond con base en
el criterio que se usé para determinar si las vainas estaban listas utilizado por los vainilleros. Este
consiste en enrollar la vaina alrededor del dedo indice:si la vaina no se rompe y regresa a su estado
original, esta lista (Gomez, 2014).

La altima muestra se tomo al finalizar el acondicionamiento en el dia 69.

En resumen, el proceso de secado y sudado se realizO durante 50 dias y el de
acondicionamiento durante 19 dias para un total de 69 dias. Los muestreos se llevaron a cabo los dias
0, 10, 17, 24, 31, 38 y 69. Para cada muestreo se extrajeron 3 vainas antes de realizar el secado y, se

molieron para realizar los andlisis respectivos.

4.4.2 Determinacion del contenido de humedad

La humedad es un pardmetro para terminar el proceso de secado y sudado por lo que es
importante su determinacion. Ademas el rendimiento de vainillina se calcul6 de acuerdo al peso en
base seca de la muestra por lo que es necesario determinar su contenido de humedad que se hizo

mediante el método gravimétrico de horno al vacio 2.1 (ASTA, 1985) por triplicado.

masa muestra inicial — masa muestra final
Humedad(%) = — *100 (D
masa muestra inicial

4.4.3 Elaboracién del extracto de vainilla

El procedimiento para hacer la extraccion de la vainillina fue definido por Arroyo (2015). En
general consiste en moler (en una licuadora pequefia para alimentos) la vaina entera y tamizarla hasta
obtener un tamafio de particula de 250 um, para luego macerarla en etanol. El extracto obtenido se
utilizo para la cuantificacion de la vainillina por HPLC .

El extracto para el analisis sensorial se obtuvo bajo las mismas condiciones establecidas por
Arroyo (2015); sin embargo, la concentracion final de etanol fue de 35% (v/v) con 1 g de muestra
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seca por cada 10 mL de disolvente correspondiente a las muestras comerciales, ya que los extractos
comerciales se presentan en 35% etanol (v/v).

4.4.4 Cuantificacion de los principales compuestos de aroma y sabor de la vainilla

Para cuantificar cada uno de los principales compuestos que brindan aroma y sabor a la
vainilla (vainillina, 4-hidroxibenzaldehido, acido vanilico, &cido 4-hidroxibenzoico, alcohol 4-
hidroxibencilico y etil vainillina, esta Gltima Unicamente para la esencia artificial), se filtro el
extracto con filtros de celulosa Whatman (125 mm de diametro y un poro de 11 um) y
posteriormente se hizo pasar por un filtro de membrana de nylon de 0,45 um y se colocé en viales de
HPLC.

La verificacion de la identificacion de las sustancias se hizo utilizando 3 métodos,
espectrometria gases-masas, HPLC y UPLC, de forma que se comprobé que los resultados en cuanto

a la identificacion de los compuestos en los tres métodos coincidieran.

4.4.4.1 Cuantificacion de la vainillina

La cuantificacion se realizd mediante el método descrito por Huesgen (2011), con
modificaciones realizadas en el CIPRONA. Para esto, se elabor6 una curva de calibracion utilizando
un reactivo patron de vainillina, con el cual se prepararon disoluciones de concentracion conocida
que después se relacionaron con el area de pico obtenido en el cromatograma. La cantidad de

vainillina presente se determiné con la siguiente relacion:

A—b
Masa vainillina (mg) = ( — ) * 2

Donde:

A = area bajo la curva obtenida en el HPLC

b= intercepto de la ecuacidn de la recta de la curva de calibracion
m = pendiente de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion

V = volumen de la disolucion de vainillina
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4.4.4.2 Cuantificacion de 4-hidroxibenzaldehido

La cuantificacion se realizd mediante el método descrito por Huesgen (2011), con
modificaciones realizadas en el CIPRONA. Para esto, se elabor6 una curva de calibracion utilizando
un reactivo patrén de 4-hidroxibenzaldehido, con el cual se prepararon disoluciones de concentracion

conocida y después se relacionaron con el &rea de pico obtenido en el cromatograma.

A—Db
Masa 4 — hidroxibenzaldehido (mg) = ( — ) * V 3)

Donde:

A = area bajo la curva obtenida en el HPLC

b= intercepto de la ecuacién de la recta de la curva de calibracion
m = pendiente de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion
V = volumen de la disolucion de 4-hidroxibenzaldehido

4.4.4.3 Cuantificacion de acido vanilico

La cuantificacion se realizd mediante el método descrito por Huesgen (2011), con
modificaciones realizadas en el CIPRONA. Para esto se elabor6 una curva de calibracién utilizando
un reactivo patron de &cido vanilico, con el cual se prepararon disoluciones de concentracién

conocida y después se relacionaron con el area de pico obtenido en el cromatograma.

A—b
Masa acido vanilico (mg) = ( — ) *V (4)

Donde:

A = area bajo la curva obtenida en el HPLC

b= intercepto de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion
m = pendiente de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion

V = volumen de la disolucién de &cido vanilico
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4.4.4 4. Cuantificacion del acido 4-hidroxibenzoico

La cuantificacion se realizo mediante el método descrito por Huesgen (2011), con
modificaciones realizadas en el CIPRONA. Para esto se elabord una curva de calibracion utilizando
un reactivo patron de acido 4-hidroxibenzoico, con el cual se prepararon disoluciones de

concentracion conocida y después se relacionaron con el area de pico obtenido en el cromatograma.

A—b
Masa acido 4 — hidroxibenzoico (mg) = ( — ) *V (5)

Donde:

A = area bajo la curva obtenida en el HPLC

b= intercepto de la ecuacidn de la recta de la curva de calibracion
m = pendiente de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion
V = volumen de la disolucion de &cido 4-hidroxibenzoico

4.4.4.5 Cuantificacion del alcohol 4-hidroxibencilico

La cuantificacion se realizd mediante el método descrito por Huesgen (2011), con
modificaciones realizadas en el CIPRONA. Para esto se elabor6 una curva de calibracion utilizando
un reactivo patron de alcohol 4-hidroxibencilico, con el cual se prepararon disoluciones de

concentracion conocida y después se relacionaron con el area de pico obtenido en el cromatograma.

A—b
Masa alcohol 4 — hidroxibencilico (mg) = ( — ) 2% (6)

Donde:

A = area bajo la curva obtenida en el HPLC

b= intercepto de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion
m = pendiente de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion

V = volumen de la disolucion de alcohol 4-hidroxibencilico
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4.45 Concentracion de los principales compuestos de aroma y sabor de la vainilla

La concentracion de la vainillina se determind con base en la masa seca y tamizada de las

muestras.

Masayginiii
Concentracion (% m/m) = vainitiina(9) * 100 @)
Mas@myestra (g peso seco)

La concentracién del 4-hidroxibenzaldehido, el &cido vanilico, el acido 4-hidroxibenzoico y

el alcohol 4-hidroxibencilico, se calcula de la misma manera que para la vainillina.

4.5 Analisis sensorial

En este estudio se realizaron pruebas afectivas de tipo cuantitativo. Estas pruebas se aplican
para determinar la preferencia global o agrado de un producto por una muestra de consumidores que
representan la poblacién hacia la cual se dirige el producto (Meilgaard et al., 1999). En este caso se

busco consumidores que tomaran “frescoleche” de vainilla.

45.1 Jueces

Un total de 100 jueces analizaron las muestras mediante pruebas de preferencia y agrado. Los
jueces fueron personas que consumen frecuentemente (al menos una vez a la semana) productos que

contengan vainilla (Hough, 2010).

45.2 Producto evaluado

Para las pruebas de preferencia y agrado se utiliz6 esencia artificial de vainilla marca Vainol
(Laboratorios Ancla) y el extracto de vainilla natural obtenido de cada uno de los seis tratamientos
evaluados (Cuadro VII). Para esto, se mezclaron 20 mL de leche, 1 g de azlcar y 1 mL de extracto o
20 mL de leche, 0,7 g de azlcar y 1 mL de esencia comercial (las concentraciones de azlcar son

diferentes porque la esencia artificial contiene azlcar, por lo que se tuvo que calcular la cantidad de
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azucar a adicionar, para que todas las muestras tuvieran la misma concentracién.) Estas proporciones
se definieron con base en los resultados de las pruebas preliminares.

La cuantificacion de la vainillina en la esencia artificial se realizO mediante el método
descrito por Huesgen (2011), con modificaciones realizadas en el CIPRONA. Para esto se elabord
una curva de calibracion utilizando un reactivo patron de vainillina, con el cual se prepararon
disoluciones de concentracion conocida y después se relacionaron con el area de pico obtenido en el

cromatograma.

Masa vainillina (mg /L) = (A _ b) s <E> (8)
m V2

Donde:

A = area bajo la curva obtenida en el HPLC

b= intercepto de la ecuacidn de la recta de la curva de calibracion

m = pendiente de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion

V1 = volumen del balén aforado

V2 =volumen de la alicuota

La cuantificacion de la etil vainillina en la esencia artificial se realiz6 mediante el método
descrito por Huesgen (2011), con modificaciones realizadas en el CIPRONA. Para esto se elaboré
una curva de calibracion utilizando un reactivo patron de etil vainillina, con el cual se prepararon
disoluciones de concentracion conocida y después se relacionaron con el area de pico obtenido en el

cromatograma.

Masa etil vainillina (mg/L) = (A _ b) * (V—l) 9
m V2

Donde:

A = area bajo la curva obtenida en el HPLC

b= intercepto de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion

m = pendiente de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion

V1 = volumen del balén aforado

V2 = volumen de la alicuota

La concentracion de la vainillina para la comparacion sensorial de los extractos naturales se

determind como se muestra a continuacion:

o A—by (V1
Masa vainillina (mg/L) = ( — ) * (ﬁ) (10)
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Donde:

A = érea bajo la curva obtenida en el HPLC

b= intercepto de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion
m = pendiente de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion
V1 = volumen del balén aforado

V2 = volumen de la alicuota

4.5.3 Métodos empleados

Prueba de agrado

Las muestras se ordenaron de forma aleatoria y se les pidi6 a los jueces que evaluaran las 6
muestras del cuadro VII'y la muestra con la esencia artificial (marca Vainol), de acuerdo al agrado en
una escala hedonica hibrida como se muestra en la figura 8. En la figura 9a, se representa la manera

que se presentaron las muestras a los consumidores.

Disgusta Ni gusta mi Gusta
extramadamente disgusta extremadamente

Figura 8. Escala hedodnica hibrida utilizada para medir agrado.

Prueba de preferencia pareada

Se evalu6 cada uno de los extractos naturales contra la esencia artificial, de manera que se
presentaron 6 pares de muestras a los consumidores. Las muestras se ordenaron de forma aleatoria y
los jueces debieron indicar si preferian el extracto natural, la esencia artificial o si no tenian

preferencia. La figura 9b muestra la forma en que se presentaron las muestras a los jueces.
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Figura 9. Forma en que se presentd a los panelistas las pruebas de agrado (9a) y preferencia (9b) de
vainilla.

4.6 Disefio experimental y analisis de datos

En esta seccion se detalla el disefio experimental a utilizar en este proyecto de investigacion,
y el andlisis de datos que se hizo a cada experimento de acuerdo a su correspondiente objetivo.

4.6.1 Evaluacién de las condiciones de elaboracion del extracto vainilla

Se determind la existencia de diferencias significativas entre los contenidos de los
compuestos de los extractos obtenidos de los diferentes tratamientos mencionados en la seccion
4.4.1. Se realizé un andlisis de fuentes de variabilidad y se determiné que la materia prima aporta
mas al error que los métodos de marchitamiento; ademas, debido a que solo se cosecha una vez al
afio, la disponibilidad de la materia prima en el territorio nacional es limitada y tiene un precio
elevado; por lo tanto, el disefio que se utilizé es un irrestricto al azar modificado (porque no hay
verdaderas repeticiones y no se asignaron los tratamientos al azar a las unidades experimentales),
donde se utilizé un solo lote de vainas o una Unica recoleccion, que fue dividido en cada uno de los
tratamientos a estudiar donde se contemplo el grosor y longitud de las vainas para asignarlas en
forma proporcional a cada tratamiento.

El disefio empleado tiene un arreglo factorial donde, los factores fueron el método de
marchitamiento (3 niveles), el secado (2 niveles) y el tiempo, como variable continua. Para esta
investigacion se emplearon 25 vainas por cada tratamiento. Los 6 tratamientos descritos en el cuadro
VI fueron los aplicados a las vainas con medicion de las variables respuesta a través del tiempo (0,
10, 17, 24, 31, 38 y 69 dias). No se hizo muestreo en el dia 50 debido a la cantidad limitada de vainas

que se tenia y se prefirio tomar esa muestra para evaluar el acondicionamiento.
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Las variables respuesta fueron la concentracion de los siguientes compuestos: vainillina, 4-
hidroxibenzaldehido, &cido vanilico, &cido 4-hidroxibenzoico, alcohol 4-hidroxibencilico, y etil
vainillina. Los resultados fueron analizados por medio de un andlisis de variancia (ANDEVA) con
un nivel de confianza de 95%, tomando los datos de las réplicas como repeticiones. Se analizaron las
interacciones entre los factores (marchitamiento, secado y tiempo de beneficiado) para determinar el
efecto que tienen sobre la concentracion del compuesto analizado. En el caso donde se encontraron
diferencias significativas para el tiempo se utilizé una regresion lineal. Si no se encontrd interaccion
se analizaron los efectos simples por medio de una prueba de Tukey (p<0,05).

Las 150 vainas iniciales se seleccionaron de forma que en cada grupo hubiera una
distribucion de tamarfios similar para cada tratamiento. Las 150 vainas iniciales se dividieron en 3
grupos, a cada grupo se le realiz6 un “killing” o marchitamiento (50 vainas para cada
marchitamiento). Posteriormente, cada uno de esos grupos se dividié en dos para someterlos a los
dos tipos de secado a estudiar (25 vainas en cada tratamiento). Los 6 tratamientos resultantes se
sometieron al proceso de secado y sudado y se extrajeron muestras en los tiempos indicados
previamente. Para cada tratamiento se analizo el contenido de humedad a través del tiempo (como se
describe en la figura 10) y se hizo la cuantificacién de los compuestos aromaticos (como se puede
observar en la figura 11), para lo cual se requirieron 18 de las 25 vainas.

En cada muestreo se sacaron 3 vainas, se molieron y se mezclaron, para obtener un polvo fino
de vainilla. Por cada analisis de humedad a través del tiempo, se prepararon 3 extractos para la
cuantificacién de los compuestos aromaticos. Por ejemplo, para el tratamiento 1 en el tiempo 1, se
realizaron 3 extractos por separado. Finalmente se hizo la extraccion para el anélisis sensorial como

se detalla en la seccion 4.4.3.

Analisis de humedad
correspondiente a un
tratamiento (18 vainas)

v

'

|
v

'

v

v

Humedad Humedad Humedad Humedad Humedad Humedad Humedad
(por (por (por (por (por (por (por
triplicado) triplicado) triplicado) triplicado) triplicado) triplicado) triplicado)
eneldia0 eneldial0 eneldial7 en el dia 24 en el dia 31 en el dia 38 en el dia 69
(3 vainas) (3 vainas) (3 vainas) (3 vainas) (3 vainas) (3 vainas) (3 vainas)

Figura 10. Esquema del analisis de humedad que se realiza a un tratamiento.




52

Vainilla en polvo (proveniente
de un analisis de humedad)

v

Extracto 1

A

A 4

Extracto 2

'

Cuantificacién
de
compuestos
aromaticos

\ 4

Extracto 3

Cuantificacién
de
compuestos
aromaticos

A 4

Cuantificacién
de
compuestos
aromaticos

Figura 11. Esquema de la cuantificacion por triplicado de compuestos aromaticos por HPLC.

En la figura 12 se observa la distribucion de actividades durante el proceso de beneficiado. El
dia cero corresponde al marchitamiento, determinacion de humedad y cuantificacion de compuestos.
Posteriormente, el dia 4 se hizo la etapa de sudado, y del dia 4 al 50 se hizo semanalmente secado y
sudado de forma intermitente como se puede ver en la imagen; ademas generalmente los viernes se
hacia determinacion de humedad y cuantificacion de compuestos aromaticos. Del dia 50 al 69 se
realizd el acondicionamiento, y este ultimo dia también se realiz6 determinacion de humedad y

cuantificacién de compuestos.

Sudado Acondicionamiento

vies 0 D ¢ I 0 D 5

Marchitamiento

Acondicionamiento
Humedad

L Humedad
Cuantificacidn Cuantificacion
Domingo Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes Sabado
Sudado Secado Sudado Secado Sudado Secado Sudado

Humedad
Cuantificacion

Figura 12. Distribucién de tareas a través del tiempo de beneficiado de la vainilla.
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4.6.2 Comparacion sensorial del agrado y la preferencia de dos extractos de vainilla:
natural (tipo artesanal y en condiciones de laboratorio) respecto a la esencia de

vainilla artificial

El disefio experimental para las pruebas sensoriales es un irrestricto aleatorio con 7
tratamientos (los 6 tratamientos con vainilla natural y una vainilla artificial).

Se evaluo la preferencia entre la vainilla natural y la artificial, y se analizé tomando en cuenta
que menos 20% de los panelistas eligi6 la categoria “no prefiere”, por lo que esta se elimind y se
realizo el andlisis estadistico mediante las tablas binomiales de Roessler et al. (1978).

Para determinar el agrado por alguno de los extractos naturales y el artificial, los datos se
analizaron mediante un ANDEVA con un nivel de confianza de 95% y se compararon por medio de
una prueba Fisher LSD (p<0,05). Si habia diferencias significativas entre los tratamientos. Se hizo el
andlisis mediante Fisher LSD porque es una prueba de gran potencia, por lo que es mas probable

encontrar diferencias entre las medias (O’Mahony, 1985).
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5. Resultados y discusion

5.1 Marchitamiento, secado, sudado y acondicionamiento de la vainilla

A continuacion, se analiza el efecto del marchitamiento y el secado sobre la concentracion de
cinco compuestos quimicos tipicos (mencionados en la seccion 4.4.4) generados en el proceso
mediante el cual se obtiene la vainilla lista para consumir, a lo largo de 69 dias.

5.1.1 Determinacion del efecto del marchitamiento y secado sobre la concentracion de

vainillina en las vainas de vainilla

El beneficiado de la vainilla es un proceso lento y delicado, en el que se desarrollan las
reacciones que dan como producto principal la formacion de vainillina y otros compuestos
aromaticos. Se han realizado estudios con el fin de controlar este proceso para reducir el tiempo e
incrementar el rendimiento de vainillina obtenida por el proceso tradicional y a nivel de laboratorio.

El proceso de beneficiado en general consta de cuatro etapas esenciales que son
marchitamiento o “killing”, secado, sudado y acondicionamiento. De estas 4 etapas en este estudio se
hicieron variaciones a los procesos de marchitamiento y al secado, y se dejaron fijas las condiciones
de sudado y acondicionamiento.

La seleccion de la vaina es muy importante, pues solo deben ser beneficiadas aquellas que se
encuentran maduras con puntos de color amarillo a café, que es indicador de la actividad de las
enzimas nativas y de un maximo contenido de glucésidos precursores del sabor, siendo el mas
importante la glucovainillina, que se divide en vainillina por accion catalitica de la B-glucosidasa y la
celulasa (Pacheco, 2009). Aunque todas las etapas del beneficiado son relevantes, el marchitamiento
se considera la mas importante; ya que su objetivo es interrumpir el desarrollo vegetativo de la vaina
recién cosechada y promover la ruptura de la pared celular y los compartimentos internos para
facilitar el contacto entre los sustratos y sus respectivas enzimas (Pardio et al., 2009).

A la hora de sacar las vainas para realizar el primer secado, es decir, después del primer
sudado; se observo que todas las vainas pasaron de un color verde a un color café; ademas, las que

recibieron el tratamiento de congelacion a -20°C durante 24 horas liberaron mucho liquido. Posterior
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a cada operacion de secado, las vainas se colocaban en la caja de sudado. En los dias posteriores al
secado se notd que las vainas que recibieron el tratamiento a -20°C durante 24 horas se mostraron
mas humedas respecto a los otros tratamientos. En la cuarta ocasion que se realizo el secado se
observo que esas vainas estaban ligeramente pegajosas y eran las que se veian mas deshidratadas.
Con el pasar de los dias las vainas de los diferentes tipos de marchitamiento se observaron cada vez
més arrugadas producto de la deshidratacién. Luego del dia 15 de secado y sudado las vainas
comenzaron a tener el aroma caracteristico de la vainilla que continué a lo largo de estas etapas de
secado y sudado que se mantuvo por 50 dias.

En el secado las vainas pierden alrededor de dos terceras partes de su peso (Pacheco, 2009).
En esta investigacion las vainas perdieron 79% de su peso al finalizar el proceso de beneficiado.

Finalizada esta etapa, se realizo el acondicionamiento donde se almacenan las vainas en la
caja de sudado durante 19 dias para obtener el desarrollo del aroma y sabor deseables, producto de la
formacion de varios constituyentes, a través de reacciones quimicas y bioquimicas, como son la
esterificacion, eterificacion y degradacion oxidativa (Pacheco, 2009). Como se puede apreciar en la
figura 13 se produjo una pérdida gradual de agua en las vainas a traves del tiempo de beneficiado
hasta llegar a una humedad de alrededor de 20%, teniendo como humedad inicial valores cercanos a
85%.

100,0000 -~
90,0000
80.0000 1 Humedad (%) = -0,9567 (dia) + 85,222
g R?=0,9745
70,0000 -
X 60,0000 -
©
©
g °0.0000 - Etapa de
g Etapa de . .p .
2 40,0000 - secadoy acondicionamiento
30,0000 - sudado
20,0000 -
10,0000 -
0,0000 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo de beneficiado (dias)

Figura 13. Deshidratacion promedio de la vainilla a traves del tiempo de secado, sudado y
acondicionamiento. *Los datos de esta figura son un promedio de todos los tratamientos.
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Segun la FAO la humedad final de las vainas puede variar entre 18% y 35% dependiendo de
la variedad de vainilla utilizada (De la Cruz et al., 2009). Se exigen estos parametros de humedad
porque en los alimentos deshidratados la actividad de agua esta a un nivel en donde practicamente no
ocurre actividad microbiolégica y donde las velocidades de las reacciones quimicas y bioquimicas
que causan deterioro se reducen al minimo (Araya-Farias y Ratti, 2008).

Sin embargo, en este experimento las vainas se secaron bastante (alcanzaron un nivel de
humedad promedio de 18,4%) ya que eran muy pequefias, con un tamafio promedio de 9,1 cm de
largo, una circunferencia promedio de 3,93 cm y un peso promedio de 7,43 g por vaina:
Adicionalmente a esto, se realizaron 19 etapas de secado, donde esta cantidad de secados no es
recomendable para vainas tan pequefias. Este tipo de vainas deben secarse menos dias como se
indica en el cuadro VIII, donde el grado | son las vainas de mejor calidad y grado IV son las de
menor calidad. Las vainas utilizadas en esta prueba se clasifican como de grado Il de acuerdo con
la FAO (De la Cruz et al., 2009).

De acuerdo con la FAO las caracteristicas de calidad de las vainas de grado I, II, Il 'y IV son
las presentadas en el cuadro VIII. Las vainas de grado Il y IV se diferencian dependiendo del
grosor, color, uniformidad, nimero de manchas y grado de sequedad, sin embargo ambas son de
menos de 10 cm de longitud (De la Cruz et al., 2009). Es importante mencionar que este tipo de

clasificacion es para Vanilla planifolia.

Cuadro VIII. Cantidad de dias necesaria para realizar el secado de acuerdo con la calidad de la
vainilla (Vanilla sp.) segun la FAO (De La Cruz et al., 2009).

Grado Caracteristicas Periodo (dias)
Mas de 15 cm de longitud, jugosas, aceitosas, con color
I . : 12-14
café achocolatado, perfectamente formadas y sin manchas
Entre 10 y 15 cm de longitud, son un poco mas delgadas
] 7-10
que las grado | y presentan defectos leves
Il 10 cm de longitud 5-7
vV Rajadas, vainas dafiadas y menores a 10cm 5-7

La medicion de la cantidad de vainillina es un pardmetro importante para determinar la
calidad de la vainilla, y es por eso que es de gran interés aumentar su rendimiento en la vaina. Se

puede promover el aumento del rendimiento de vainillina mediante variaciones en la etapa de
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marchitamiento. En esta investigacion también se vari6 el tipo de secado para determinar si tenia
algin efecto sobre el contenido de vainillina. Los analisis estadisticos de los resultados del

experimento realizado se muestran en el cuadro IX.

Cuadro IX. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en
el anélisis de varianza (ANDEVA) para la concentracion de vainillina en funcion del tipo de
marchitamiento, tipo de secado y tiempo de beneficiado, con a = 0,05.

Fuente Grados de libertad F Probabilidad>F
Tipo de marchitamiento 2 26,2922 <0,0001*
Tipo de secado 1 1,8803 0,1730
Tiempo de beneficiado 1 132,9084 <0,0001*
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 1,0458 0,3548
secado
Tipo de marchitamiento*Tiempo de
- 2 2,7205 0,0701
beneficiado
Tipo de secado*Tiempo de beneficiado 1 6,0708 0,0152*
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 1,1138 0,3318

secado*Tiempo de beneficiado

Nota: los valores de probabilidad con asteriscos indican la existencia de diferencias significativas.

En el cuadro IX se muestra que hubo diferencias significativas en la concentracion de
vainillina (p<0,05) al variar el tipo de marchitamiento y el tiempo de beneficiado, también hubo
efecto de la interaccion doble en el contenido de vainillina causado por el tipo de secado y el tiempo
de beneficiado.

En la figura 14 se presentan los valores de la concentracion de vainillina cuando se varia el
tipo de marchitamiento. La concentracién de vainillina obtenida con el tratamiento de congelacion
present0 una diferencia significativa con respecto a los otros tipos de marchitamiento, y esun 22%
mayor con respecto a la concentracion de vainillina de los otros dos tratamientos; mientras que el
contenido de vainillina obtenido de los tratamientos a 60°C por 3 min (0,24% m/m) y 80°C por 1 min
(0,23% m/m) no presentd diferencia significativa entre si. Por otro lado, se observa que con el
tratamiento de congelacion se obtuvo la mayor concentracion de vainillina, con un valor de 0,30 %
m/m de vanillina. De acuerdo con la literatura la concentracion promedio de vainillina es 1,91 %

m/m (Hernandez et al., 2010), lo cual denota que la calidad de la vainilla con que se trabajo era baja.
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Figura 14. Concentracion promedio a lo largo del tiempo de la vainillina alcanzada de acuerdo al
tratamiento utilizado durante el marchitamiento. Datos reportados en base seca.

Pardio et al. (2009) realizaron un estudio evaluando los siguientes tipos de marchitamiento:
inmersion en agua a 65 °C durante 3 min, inmersion en agua a 80 °C por 10 s con intervalos de 30 s,
y congelacién a -10°C por 24 h. Se obtuvo que el mayor contenido de vainillina se encuentra en las
vainas que fueron tratadas mediante congelacion a -10 °C por 24 horas (2,96% m/m) y en las vainas
que se les realiz6 inmersion en agua a 80 °C por 10 s con intervalos de 30 s (2,84% m/m). Segln los
investigadores estos dos tratamientos se asocian con un dafio de la pared celular mas rapido y severo.
Este dafio ocurre principalmente en la region interna de la pared de la vaina, pero no rompe los
tejidos que ayudan a una mejor extraccion de la vainillina. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en esta investigacion ya que, en efecto, el tratamiento de congelacion fue con el que se
obtuvo la mayor concentracion de vainillina.

Los métodos de marchitamiento tales como la aplicacion de temperaturas entre 60 °C y 80 °C,
y la aplicacion de temperaturas menores a 0 °C logran el mismo objetivo, es decir, ruptura de los
tejidos celulares y creacion del contacto entre enzimas y sustratos. La actividad de los diferentes
grupos de enzimas, y subsecuentemente las variaciones en el perfil de sabor de las vainas curadas
puede resultar de los diferentes métodos de marchitamiento. Por ejemplo, una mayor actividad de las

enzimas B-glucosidasa, peroxidasa, polifenoloxidasa y proteasa se ha encontrado en vainas tratadas
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con temperaturas entre 60 °C y 80 °C, mientras que cuando se aplica congelacion se obtiene un
diferente perfil de actividad de las enzimas presentes en la vaina (Frenkel et al., 2011).

Estos resultados de los tratamientos donde se aplicaron temperaturas de 60 °C y 80 °C,
presentados en la figura 14 se deben a que el calor tiene un impacto en la integridad del tejido
celular, de manera que ayuda a poner en contacto la B-glucosidasa con la glucovainillina (Odoux,
2010b). Sin embargo, el calor también produce desnaturalizacién de las proteinas, o que provoca
una desactivacion de las enzimas y, por tanto, la desaparicion de los efectos debido a su actividad
(Salas-Salvadé et al., 2005). En un estudio se analizd el efecto de marchitamiento en frutos de
vainilla y se determind que en agua a 60 °C durante 3 minutos, la actividad de la enzima disminuye
un 51 % (Pacheco, 2009).

Por otro lado, cuando un alimento no se congela de manera rapida, el tamarfio de los cristales
resultantes tiene un efecto significativo en la integridad del producto debido a que al aumentar en
volumen los cristales de agua, estos rompen las estructuras celulares lo que conduce al contacto entre
la enzima y el sustrato y la consecuente hidrdlisis total (o casi total) de la glucovainillina en
vainillina (Chambers, 2011). De acuerdo con Pardio et al. (2009), la congelacion es mas completa y
uniforme, que la inmersion de las vainas en agua caliente. Estos mismos autores mencionan que
realizar una inmersién de las vainas en nitrogeno liquido a -70 °C preserva la viabilidad de las
enzimas que estan involucradas en el proceso de curado; sin embargo, concluyen que congelar las
vainas a -10 °C por 24 h es suficiente para producir un rapido y severo dafio de la pared celular, para
que la membrana celular colapse, y finalmente obtener una gran cantidad de vainillina en el extracto
de etanol, lo cual fue corroborado en el presente estudio.

La concentracion de vainilla obtenida se vio afectada (cuadro 1X) por la interaccién entre el
tipo de secado y el tiempo de beneficiado. Esto quiere decir que existe una diferencia significativa en
la concentracion de vainillina a través del tiempo que varia por los tipos de secado, tal y como se
puede ver en la figura 15. En los primeros dias de beneficiado parece haber mas concentracion de
vainillina cuando se realiza el secado al sol; sin embargo, con el pasar del tiempo se presenta una
mayor produccién de vainillina al utilizar el secador solar. En las ecuaciones de la recta se puede
apreciar que la pendiente del secador solar fue mayor, lo que quiere decir que presentd una mayor
velocidad de produccion de vainillina, esto se puede deber a que las condiciones dentro del secador
solar fueron controladas, por lo que eran méas uniformes, mientras que durante el secado al sol hay
variaciones climaticas y, por lo tanto, variaciones en la temperatura de secado y humedad.

En las ecuaciones mostradas el coeficiente de determinacién (R?) es la proporcién o

porcentaje de variacion total en la concentracion de vainillina respecto a su media, que es explicada
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por el modelo de regresién (Martinez, 2005). Como se puede observar en la figura 15 el R? en el
proceso realizado en el secador solar fue 0,84 es decir, el modelo explicé el 84% de las variaciones
de la concentracion de vainillina, mientras que el R? del proceso de secado al sol fue 0,53; lo que
implica que este modelo explicéd el 53% de las variaciones de la concentracion de vainillina. Esta
diferencia en el coeficiente de determinacion de ambos modelos se puede deber a que el secado al sol
depende del clima que es impredecible y variable, mientras que en el secador se tuvo un mejor

control de las condiciones.
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Figura 15. Efecto en la concentracion de la vainillina al variar del tipo de secado a través del tiempo
de beneficiado.

Esta etapa de secado se realiz6 entre los meses de enero y febrero con una duracion de 50
dias, en Sabanilla, del canton de Montes de Oca; es decir, que el experimento se hizo en la estacion
seca del afio, en donde la temperatura promedio de ese periodo de tiempo (de 9:00 am a 11:00 am)
fue de 20,4°C (Centro de Investigaciones Geofisicas, 2017). Esto es importante tomarlo en cuenta
porgue no es lo mismo realizar el secado en Sabanilla de Montes de Oca que en Limdn, ya que hay
muchas diferencias de temperatura y de humedad. De ahi, se deriva la importancia de utilizar un
secador solar en el cual se puede programar la temperatura deseada. Cuando el controlador revisa la

temperatura del tanque de secado y esta se encuentra 3°C por debajo de la temperatura establecida, el



61

calentador eléctrico se enciende de forma automatica y de igual manera se apaga al llegar a la
temperatura programada (Science and Technology Create Perfection, 2015).

La temperatura promedio dentro del secador solar fue de 51,68 °C con una humedad relativa
de 20,38% mientras que las vainas secadas al sol tuvieron una temperatura promedio de 42,3 °C con
una humedad relativa de 67,0% en el ambiente (Centro de Investigaciones Geofisicas, 2017). Como
se puede notar, la temperatura de las vainas al sol fue menor y la humedad relativa fue mayor con
respecto a las vainas en las que se utilizo secador solar, lo que implica que el secador tuvo mayor
capacidad de secado, es decir, gracias a que la humedad relativa fue menor y la temperatura fue
mayor, el aire dentro del secador solar extrajo méas agua de las vainas que el aire de las vainas al sol.

El secado es la etapa mas compleja en el proceso de curado, ya que un producto con una
humedad muy baja puede ser consecuencia de usar las mismas condiciones de secado para vainas de
diferentes tamafios, dado que una vaina pequefia se seca mas rapidamente que una vaina grande. Un
producto con una humedad muy baja también puede ser producto de las diferencias en el contenido
de humedad de la vaina y de condiciones ambientales variables cuando se realiza secado al sol. Este
altimo puede incluir condiciones climaticas variables durante el secado al sol o de variaciones en la
humedad relativa. La etapa de secado es critica para el desarrollo completo del sabor y aroma de la
vainilla, empero un secado prolongado puede resultar en pérdida de sabor y olor, ademas de pérdida
en el contenido de vainillina (Frenkel et al., 2011). Por otro lado, un secado muy rapido no es
beneficioso porque no hay suficiente tiempo para que se den las reacciones que generan como
producto los compuestos aromaticos caracteristicos de la vainilla.

Es de especial importancia dar tiempo al proceso para obtener un producto con mayor
concentracion de vainillina, y aunque no se hizo un muestreo al finalizar la etapa de secado y sudado,
se puede deducir por el crecimiento de las curvas en la figura 15, que la etapa de acondicionamiento

sirvid para promover la sintesis de vainillina.

5.1.2 Determinacion del efecto del beneficiado sobre la concentracion de 4-

hidroxibenzaldehido

Ademas de la vainillina, que es el compuesto de aroma y sabor mas importante, el 4-
hidroxibenzaldehido es considerando un importante componente del extracto etandlico que se
obtiene de la ruta biosintética de la formacion de la vainillina. En el cuadro X se puede observar que,
con un nivel de significancia del 95%, la variacion en las condiciones del marchitamiento y el

tiempo de beneficiado provoca una diferencia significativa en la concentracion del 4-
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hidroxibenzaldehido, mientras que las diferentes condiciones de secado estudiadas no tuvieron un
efecto sobre su concentracion. Sin embargo, la combinacion de todos estos pardmetros presenta una

diferencia significativa.

Cuadro X. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en el
andlisis de varianza (ANDEVA) para los datos de tipo de marchitamiento, tipo de secado y dia de
beneficiado en funcion de la concentracion del 4-hidroxibenzaldehido, con o = 0,05.

Fuente Grados de libertad F Probabilidad>F
Tipo de marchitamiento 2 56,7216 <0,0001*
Tipo de secado 1 0,1384 0,7106
Tiempo de beneficiado 1 33,8207 <0,0001*
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 0,1579 0,8542
secado
Tipo de marchitamiento*Tiempo de
- 2 1,2533 0,2895
beneficiado
Tipo de secado*Tiempo de beneficiado 1 2,4917 0,1172
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 3,2098 0,0440*

secado*Tiempo de beneficiado

Nota: los valores de probabilidad con asteriscos indican la existencia de diferencias significativas.

En la figura 16 se puede observar cualitativamente que hubo muchas fluctuaciones a lo largo
del tiempo de beneficiado y que para cada marchitamiento y secado las fluctuaciones no fueron
iguales. Por esta razon, no se pudo ajustar una regresion a una ecuacion lineal como lo demuestran
los coeficientes de determinacion obtenidos (Cuadro XI). Por esta razdn, se analiza esta figura en su
tendencia y no en su comportamiento fluctuante. Al inicio del beneficiado, todos los tratamientos
presentan la misma concentracion de 4-hidroxibenzaldehido ya que era un solo lote y al finalizar el
proceso de beneficiado el que produjo menor concentracion de 4-hidroxibenzaldehido fue el
tratamiento de 60°C por 3 min secado al sol, ya que este se mantuvo muy constante y casi no produjo
4-hidroxibenzaldehido durante el tiempo de beneficiado.

Por otro lado, el tratamiento que al finalizar el proceso dio el mayor rendimiento fue -20°C
por 24 horas en el secador lo que quiere decir que fue el tratamiento que generé una mayor

produccién de 4-hidroxibenzaldehido.
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Figura 16. Concentracion del 4-hidroxibenzaldehido a través del tiempo de beneficiado.

Cuadro XI. Coeficiente de determinacion de los tratamientos presentados en la figura 16.

Tratamiento Coeficiente de determinacion (R?)
60°C 3 min, sol 0,0008
60°C 3 min, secador 0,6266
80°C 1 min, sol 0,4086
80°C 1 min, secador 0,0945
-20°C 24 horas, sol 0,1085
-20°C 24 horas, secador 0,5102

En la investigacion realizada por Pardio et al. (2009) se obtuvo que el mayor contenido de 4-
hidroxibenzaldehido se produjo en las vainas que fueron tratadas mediante congelacion a -10 °C por
24 horas (0,20 % m/m), seguido de los otros dos tratamientos (inmersion en agua a 65 °C durante 3
min e inmersion en agua a 80 °C por 10 s con intervalos de 30 s) con una concentracion de 4-

hidroxibenzaldehido de 0,18 % m/m, de 0,17 % m/m respectivamente. Estos resultados concuerdan
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con lo obtenido experimentalmente en donde los tratamientos de marchitamiento a -20 °C fueron los
que produjeron mayores concentraciones de 4-hidroxibenzaldehido a través del tiempo.

Segun Odoux (2010a) en un estudio se identifico que el 4-hidroxibenzaldehido y la vainillina
estan altamente correlacionados con el criterio de sabor y olor concerniente a la “vainillina”. Estos
compuestos estan asociados con los criterios que se consideran positivos en el andlisis sensorial. Por
lo que un tratamiento, mediante el cual se obtienen altas concentraciones de 4-hidroxibenzaldehido,
es lo que se busca para obtener caracteristicas sensoriales agradables. Sin embargo, una gran
cantidad de 4-hidroxibenzaldehido significa que la ruta bioquimica se detuvo en este compuesto y no
siguid reaccionando hasta obtener vainillina, que es el compuesto mas importante en la vainilla. No
obstante, la vainillina se produce naturalmente por medio de diferentes rutas bioquimicas y, como se
menciond anteriormente, también se produce por hidrolisis de la glucovainillina, por lo que, al
detenerse las reacciones en el 4-hidroxibenzaldehido, no se detendria la produccion de vainillina.

El hecho de que los tratamientos que mejores resultados dieron fueron los que emplearon
-20 °C en la etapa de marchitamiento se puede deber a que este tratamiento térmico resulta ser menos
drastico para las enzimas (en términos de inactivacion enzimatica) y, por lo tanto, hay mayor
actividad enzimatica que catalizo las reacciones bioquimicas responsables de la produccion de 4-

hidroxibenzaldehido.

5.1.3 Determinacion del efecto del beneficiado sobre el &cido vanilico

El &cido vanilico es un compuesto que se produce durante el proceso de beneficiado de la
vainilla, y usualmente se encuentra en una concentracion de 0,13 % m/m en los extractos de vainilla
(Hernandez et al., 2010). De acuerdo con Odoux (2010a) el acido vanilico esta asociado con el
criterio de sabor y olor “ahumado/fendlico” en este producto.

En el cuadro XII se puede observar que hubo diferencia significativa en la concentracion de
acido vanilico al variar el tipo de marchitamiento; sin embargo, como también hubo significancia en
la interaccion entre el tipo de marchitamiento y el tipo de secado, este es el efecto que se analizo.
Adicionalmente, la concentracion del acido vanilico vario a traves del tiempo de beneficiado de

forma significativa (p<0,05).
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Cuadro XII. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en
el anélisis de varianza (ANDEVA) para los datos de la concentracion del &cido vanilico en funcion
del tipo de marchitamiento, tipo de secado y tiempo de beneficiado, con a = 0,05.

Fuente Grados de libertad F Probabilidad>F
Tipo de marchitamiento 2 24,3729 <0,0001*
Tipo de secado 1 0,5778 0,4487
Tiempo de beneficiado 1 9,1013 0,0032*
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 3,9737 0,0215*
secado
Tipo de marchitamiento*Tiempo de
- 2 1,0369 0,3579
beneficiado
Tipo de secado*Tiempo de beneficiado 1 0,1163 0,7338
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 0,3007 0,7409

secado*Tiempo de beneficiado

Nota: los valores de probabilidad con asteriscos indican la existencia de diferencias significativas.
Ver nota de la figura 30 en anexos.

Como se puede ver en la figura 17, la variacion de la concentracion del acido vanilico a través
del tiempo presentd una pendiente negativa en la ecuacion de la recta, lo que implicé que al
transcurrir el tiempo de procesamiento de las vainas, se obtuvo una disminucion en la concentracion

de &cido vanilico, es decir, en vez de producirse, se consumid este compuesto.
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Figura 17. Concentracion del acido vanilico a través del tiempo de beneficiado de la vainilla.
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Segun Pacheco (2009) la formacion del &cido vanilico se produce mediante la accién de la
peroxidasa que oxida los compuestos presentes en el extracto de la vainilla, transformando la
vainillina en &cido vanilico; por lo tanto, la disminucion de acido vanilico a través del tiempo se
pudo deber a la desnaturalizacion de la peroxidasa en la etapa de marchitamiento, lo cual detendria la
produccion de &cido vanilico manteniendo su concentracion constante; sin embargo, este compuesto
sigue reaccionando y transformandose en otros compuestos como guaiacol, acido 3,4-
dihidroxibenzoico y alcohol vanilico, por lo que al final del proceso de beneficiado se obtiene una
disminucion en su concentracion (Venkitasubramanian et al., 2006).

El modelo de la figura 17 presenta un coeficiente de determinacion de 0,38 es decir, el
modelo explica el 38% de las variaciones de la concentracion del acido vanilico a través del tiempo.
Aunque este coeficiente de determinacion no es alto, tampoco es extrafio para vainilla, ya que
Pacheco (2009) trabaj6 en su investigacion sobre vainilla con coeficientes de determinacién de 43%
y 45%.

En la figura 18 se muestra un grafico de barras, en donde se ve el efecto doble del tipo de
marchitamiento y secado, sobre la concentracion del acido vanilico. Se puede observar que los
tratamientos de 80 °C por 1 min secador (0,13 % m/m) y 80 °C por 1 min sol (0,10 % m/m)
produjeron mas cantidad de &cido vanilico, y que no hubo diferencia significativa entre ellos;
mientras que en los otros cuatro tratamientos se produjo una menor cantidad de acido vanilico. En
términos generales el marchitamiento tuvo el mayor efecto comparado con el secado debido a las

condiciones de temperatura y tiempo utilizadas.
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C MW Secado secador solar

c M Secado sol

Concentracién acido vanilico (% m/m)

802C 1, min -209C, 24 horas 602C, 3 min
Tratamiento

*Cada barra tiene una o varias letras, esto significa que las barras que no tengan la misma letra presentan diferencia significativa entre si.

Figura 18. Concentracion del &cido vanilico al variar el marchitamiento y el tipo de secado durante el
beneficiado de vainas de vainilla. Datos reportados en base seca.

Pardio et al. (2009) hicieron una investigacion con los siguientes tratamientos en la etapa de
marchitamiento: inmersion en agua a 65 °C durante 3 min, inmersion en agua a 80 °C por 10 s con
intervalos de 30 s y congelacion a -10 °C por 24 h. EI mayor contenido de &cido vanilico se encontr6
en las vainas que fueron tratadas mediante congelacion a -10 °C por 24 horas (0,19 % m/m) y con
inmersién en agua a 80 °C por 10 s con intervalos de 30 s (0,18 % m/m); mientras que a las vainas
que se les hizo inmersién en agua a 65 °C durante 3 min se obtuvo 0,14 % m/m. Estos resultados
concuerdan con lo obtenido experimentalmente en donde los dos tratamientos que produjeron

mayores concentraciones de &cido vanilico fueron a 80 °C durante 1 minuto y -20 °C por 24 horas.

5.1.4 Determinacion del efecto del beneficiado sobre el acido 4-hidroxibenzoico

El &cido 4-hidroxibenzoico es un compuesto que se produce durante el proceso de
beneficiado de la vainilla, y usualmente se encuentra en una concentracion alrededor de 0,026 %
m/m en los extractos de vainilla (Hernandez et al., 2010). A continuacion se presenta el cuadro XIlII
en donde se puede notar que Unicamente se presentd diferencia significativa en la concentracién de

acido 4-hidroxibenzoico al variar el tipo de marchitamiento.
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Cuadro XIII. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en
el anélisis de varianza (ANDEVA) para los datos de concentracion del acido 4-hidroxibenzoico en
funcion del tipo de marchitamiento, tipo de secado y tiempo de beneficiado, con a = 0,05.

Fuente Grados de libertad F Probabilidad>F
Tipo de marchitamiento 2 6,3900 0,0023*
Tipo de secado 1 0,6366 0,4266
Tiempo de beneficiado 1 1,0145 0,3160
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 0,3696 0,6919
secado
Tipo de marchitamiento*Tiempo de
- 2 1,4270 0,2443
beneficiado
Tipo de secado*Tiempo de beneficiado 1 1,0903 0,2986
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 0,7757 0,4628

secado*Tiempo de beneficiado

Nota: los valores de probabilidad con asteriscos indican la existencia de diferencias significativas.
Ver nota de la figura 31 en anexos.

En la figura 19 se ven los tres tipos de marchitamiento estudiados en la investigacion. Se
puede observar que el tratamiento de -20 °C por 24 horas fue donde se produjo mayor cantidad de
acido 4-hidroxibenzoico con 0,13 % m/m; que es una concentracion mucho mayor a la mencionada

en la literatura para este compuesto.

Concentracién acido 4-
bic
o
o
(o))
1

-209C por 24 horas 602C por 3 min 802C por 1 min

Tipo de marchitamiento

*Las columnas con diferente letra presentan diferencia significativa.

Figura 19. Concentracion del acido 4-hidroxibenzoico de acuerdo al tratamiento utilizado durante el
marchitamiento.
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La formacion del &cido 4-hidroxibenzoico se da mediante la accion de la peroxidasa que
oxida los compuestos presentes en el extracto de la vainilla, transformando el 4-hidroxibenzaldehido
en acido 4-hidroxibenzoico, por lo que los resultados que se presentan en la figura 19 probablemente
se deben a que a temperaturas de congelacion la peroxidasa retuvo su actividad, mientras que a
temperaturas mucho mayores, tales como las utilizadas en los otros dos tipos de marchitamiento, la
enzima se pudo desnaturalizar (Ramirez, 2009). Este compuesto estd asociado con el criterio de
sabor y olor “ahumado/fenolico” (Odoux, 2010a). De alli que los 3 tratamientos fueron mas intensos

en esta caracteristica “ahumada”, lo que debe esperarse en un extracto natural de vainilla.

5.1.5 Determinacion del efecto del beneficiado en el alcohol 4-hidroxibencilico

El alcohol 4-hidroxibencilico es un compuesto que se produce durante el proceso de
beneficiado de la vainilla, y se ha reportado en una concentracion de 0,0065 % m/m en los extractos
de vainilla (Hernandez et al., 2010). En el cuadro XIV se puede ver que hubo diferencia significativa
en la concentracion del alcohol 4-hidroxibencilico a través del tiempo de beneficiado y al variar el
tipo de marchitamiento; sin embargo, no hubo interaccion entre estos dos efectos.

Cuadro XIV. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en
el analisis de varianza (ANDEVA) para los datos de la concentracion del alcohol 4-hidroxibencilico
en funcion del tipo de marchitamiento, tipo de secado y tiempo de beneficiado, con a = 0,05.

Fuente Grados de libertad F Probabilidad>F
Tipo de marchitamiento 2 13,8055 <0,0001*
Tipo de secado 1 0,2892 0,5918
Tiempo de beneficiado 1 64,9720 <0,0001*
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 1,8019 0,1697
secado
Tipo de marchitamiento*Tiempo de
2 0,5759 0,5638
beneficiado
Tipo de secado*Tiempo de beneficiado 1 0,0012 0,9721
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 0,3170 0,7290

secado*Tiempo de beneficiado

Nota: los valores de probabilidad con asteriscos indican la existencia de diferencias significativas.
Ver nota de la figura 32 en anexos.
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A continuacion se presenta la figura 20 en donde se observa que el tratamiento de 80 °C por 1

min fue donde se produjo la mayor cantidad de alcohol 4-hidroxibencilico con 0,30 % m/m. En los

otros dos tratamientos no se presentd diferencia significativa en la concentracion de este compuesto.

Concentracion alcohol 4-hidroxibencilico

-209C por 24 horas

602C por 3 min
Tipo de marchitamiento

802C por 1 min

Figura 20. Concentracién del alcohol 4-hidroxibencilico de acuerdo al tratamiento utilizado durante
el marchitamiento.

Por otro lado, se puede observar en la figura 21 que a través del tiempo se presenta una
disminucion en la concentracion del compuesto, lo cual se explica porque el alcohol 4-
hidroxibencilico ha sido encontrado en vainas verdes y participa en la biosintesis de vainillina por lo

que actla como sustrato y conforme se da la actividad enzimatica y la produccion de vainillina,

disminuye la cantidad del alcohol 4-hidroxibencilico, en este caso la tendencia es que después del dia

52 la concentracion de este compuesto fue muy baja (calculado por interpolacion) , cerca del limite

de deteccion que es 0,016 % m/m.

En este caso el coeficiente de determinacion es 0,51 es decir, el modelo explica el 51% de las

variaciones de la concentracion del alcohol 4-hidroxibencilico a través del tiempo, y como se

menciono anteriormente este no es un valor bajo para la vainilla.
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Figura 21. Concentracion del alcohol 4-hidroxibencilico a través del tiempo de beneficiado.

En la figura 22 se observa el comportamiento de la concentracion de los 5 compuestos
estudiados a través del tiempo de beneficiado, en donde la concentracion de vainillina y el 4-
hidroxibenzadehido tendian a aumentar con el pasar del tiempo, mientras que la concentracion del
acido vanilico, el acido 4-hidroxibenzoico y el alcohol 4-hidroxibencilico tendié a disminuir. De esta
manera, se puede apreciar en resumen los cambios que sufrieron estos compuestos a traves del
tiempo. En general lo que se queria que ocurriera a través del tiempo era, obtener la mayor
concentracion posible de vainillina y 4-hidroxibenzaldehido. Para los datos de las figura 22 se realiz6
una linearizacion, esto es, a partir del modelo lineal se ajustaron los datos para analizar las

tendencias.
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=¢=V\/ainillina
== 4-hidroxibenzaldehido
Acido vanilico

== Acido 4-hidroxibenzoico

Concentracion (% m/m)

=== Alcohol 4-hidroxibencilico
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Figura 22. Concentracién de los 5 compuestos estudiados en los extractos naturales a través del
tiempo de beneficiado.

5.2 Andlisis sensorial de los extractos naturales de vainilla y la esencia artificial

A pesar de que la vainillina es el compuesto presente en mayor cantidad, esta molécula por si
sola no explica la calidad global del aroma de la vainilla; e inclusive es dificil mostrar una
correlacion entre el contenido de vainillina y el perfil sensorial del extracto de vainilla (Odoux,
2010a).

La vainillina sintética se puede producir a partir de un compuesto natural conocido como
eugenol, extraido del clavo de olor. Sin embargo, actualmente la vainillina sintética es producida a
partir de guayacol proveniente de la industria petroquimica o a partir de la lignina, un constituyente

natural de la madera, la cual es un subproducto de la industria del papel (Pacheco, 2009).

Prueba de preferencia pareada entre los extractos naturales de vainilla vy la esencia artificial

Se realizé una prueba de preferencia entre la esencia de vainilla artificial y cada uno de los
extractos naturales obtenidos de los diferentes tratamientos realizados, cuyos resultados se presentan
en la figura 23. Debido a que menos del 20% de los jueces eligieron la categoria “no prefiere” en la

prueba de preferencia, ésta se elimind y se utilizaron tablas binomiales de Roessler (1978) para
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determinar si habia una diferencia significativa en cada par. Para todos los pares comparados, se
obtuvo que los consumidores prefieren la esencia artificial (p>0,05).

W Artificial ~® Extracto natural O No prefiere

77
67 67 67
61 62
I I I I 23
20
10 13 14 I.ﬁ 15 18 17 16 15

Frecuencia de preferencia

Artificial vs - Artificial vs - Artificial vs Artificial vs Artificial vs Artificial vs
20°C, 24 horas 209°C, 24 horas  60°C, 3 min  60°C, 3 minsol 802C, 1 min 80°C, 1 min sol
secador sol secador secador

Preferencias pareadas

Figura 23. Frecuencia de preferencia de 100 consumidores sobre la esencia artificial y cada uno de
los extractos naturales de vainilla, con o = 0,05.

Practicamente méas del 90% del consumo mundial del saborizante y aroma de vainilla es
cubierto con vainillina sintética. El incremento en las Gltimas décadas de una serie de enfermedades,
como el cancer ha sido asociado en algin grado al consumo de alimentos elaborados, provocando
que se limite o sustituya el uso de aditivos alimentarios como los saborizantes. En el caso de la
vainilla sintética se conoce que algunos de sus precursores como el fenol, el catecol u otros derivados
lignocelulosicos de la industria del papel son sustancias nocivas para la salud. Debido al riesgo que
alguna de esas sustancias pueda ser arrastrada como trazas en el producto final, existe una marcada
tendencia en los mercados de consumo, sobre todo europeos, por retomar el uso de extracto natural
de vainilla (Pacheco, 2009). Debido a esta tendencia de usar esencia artificial es probable que los
consumidores estén tan acostumbrados a ella, que se han convertido en consumidores leales y, por lo
tanto, la prefirieron sobre los extractos naturales. Ademas, esté el hecho de que la vainilla artificial
contiene caramelo, lo que podria influenciar en la preferencia por parte de los consumidores, ya que
los consumidores podrian identificar el sabor a vainilla como una mezcla entre ese caramelo y la

vainillina sintética.
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Prueba de agrado de los extractos naturales de vainilla y la esencia artificial

La preferencia sobre un producto no implica que este guste a los consumidores; y por ello, se
realizo la prueba de agrado. A continuacion, se presenta el estudio de agrado en donde se comparo la
esencia artificial de vainilla y los extractos naturales obtenidos de los diferentes tratamientos
analizados. En el Cuadro XV se puede observar que existe diferencia significativa en “jueces”, lo
cual quiere decir que los jueces emplearon diferentes zonas de la escala en su calificacion. Algunos
panelistas tienden a usar los extremos de la escala para calificar pequefias diferencias sensoriales, en
tanto que otros tienden a utilizar pequefias porciones de la escala. El capricho puede funcionar de dos
maneras, esto es, el consumidor puede ser caprichoso y decidir calificar bien todas o casi todas las
muestras, o decidir calificar mal todas o casi todas las muestras. La timidez funciona de igual
manera. Si a los consumidores se les pide usar una escala heddnica, un consumidor caprichoso tiende
a separar dos muestras usando los extremos de la escala, y un consumidor timido tiende a usar una
limitada porcion de la escala (Hough, 2010).

Por otro lado, el tipo de producto también presentd diferencias significativas, lo que implica
que al menos uno de los 7 productos presentados fue diferente en cuanto al agrado percibido por los

consumidores.

Cuadro XV. Resultados del anélisis de varianza (ANDEVA) realizado a los datos obtenidos con la
prueba de agrado a muestras con los 6 extractos de vainilla naturales y la esencia de vainilla
artificial, con un a = 0,05.

Fuente Grados de libertad F Probabilidad>F
Juez 99 5,2292 <0,0001*
Producto 6 3,8782 0,0008*

Nota: los valores de probabilidad con asteriscos indican la existencia de diferencias significativas.

En la figura 24 se muestra la comparacion de medias utilizando un anélisis de Fischer LSD
donde se establece cuales muestras presentan diferencia significativa en la prueba de agrado. Se
puede notar que la esencia artificial y el extracto obtenido del tratamiento a 60 °C por 3 min con
secador solar fueron los que presentaron mayor agrado entre los consumidores, mientras que los
extractos de los tratamientos a 60 °C por 3 min secado por sol y -20 °C por 24 horas secado por sol

eran los que mostraron el menor agrado.
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Figura 24. Comparacion de medias por Fisher LSD para determinar las diferencias significativas en
la prueba de agrado de los extractos naturales y la esencia artificial de vainilla.

Los tratamientos térmicos severos pueden detener el buen desarrollo de los constituyentes de
aroma y sabor de la vainilla, debido a la desnaturalizacion enziméatica. Ademas, una interferencia
adicional puede provenir de la actividad proteolitica o desnaturalizacién de la enzima por los
compuestos fenolicos u otros metabolitos, 1o que podria llevar a la disminucién de la actividad de
enzimas beneficiosas durante el proceso de beneficiado. Adicionalmente, un secado y
acondicionamiento prolongado puede ser otra fuente de pérdida de compuestos de aroma y sabor
formados (Frenkel et al., 2011).

Es notorio que los dos extractos con menor calificacién en la prueba de agrado fueron los que
recibieron secado al sol. Esto se puede deber a que con el secado al sol se tiene menos control de las
temperaturas a las que se sometieron las vainas y, por lo tanto, menos control del proceso bioquimico
que puede dar como resultado un perfil sensorial diferente y menos agradable. Por ejemplo, una
mayor actividad de B-glucosidasa, peroxidasa, polifenoloxidasa y proteasa es encontrada en vainas
tratadas con altas temperaturas, mientras que cuando se aplica congelacion se obtiene un diferente
perfil de actividad de las enzimas presentes en la vaina (Frenkel et al., 2011). De esta forma, se
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puede ver que el perfil sensorial de la vaina depende de las temperaturas de marchitamiento, secado
y sudado alcanzadas, y de las temperaturas de actividad enzimética.

Se debe tomar en cuenta que el analisis sensorial puede incluir errores psicologicos por parte
de los panelistas como habituacidn que se refiere a la tendencia de repetir la misma respuesta cuando
las muestras muestran niveles de variacion muy pequefios (Hough, 2010).

Es importante mencionar que para estas pruebas se utilizo luz roja en las cabinas para evitar
que los jueces dieran una respuesta sesgada, ya que, aunque los extractos naturales también poseen
una coloracién café, a la esencia artificial se le agrega caramelo, lo que hace que tenga un color mas
intenso. Algunos estudios cientificos han demostrado que el color del producto afecta la percepcion
de otros atributos, tales como aroma y sabor (Lawless & Heymann, 2010). Ademas, si no se aplica
luz roja los jueces pueden identificar cual es la esencia artificial, y por lo tanto, se obtienen
respuestas sesgadas.

En las figuras 25 y 26 se presenta el perfil quimico tanto de los extractos naturales como de la
esencia artificial, y se puede notar una clara diferencia en la complejidad de los extractos naturales

con respecto al artificial.

-202C 24 horas,
secador

602C 3 min, sol -209C 24 horas, sol N
= \/ainillina
= A-hidroxibenzaldehido
= Acido vanilico
= Acido 4-hidroxibenzoico
602C 3 min, 802C 1 min, === A|lcohol 4-hidroxibencilico
secador secador

802C 1 min, sol

Figura 25. Concentracién de compuestos aromaticos de cada extracto natural de vainilla,
representado en forma de grafico de telarafa.

*Los nameros en el centro de la telerafia indican la concentracion (mg/L) del compuesto.
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Vainillina

Alcohol 4-
4-hidroxibencilic hidroxibenzalde
o hido

e Artificial (% m/m)

Etil vainillina Acido vanilico

Acido 4-
hidroxibenzoico

Figura 26. Concentracidn de compuestos aromaticos de la esencia artificial de vainilla, representado
en forma de gréfico de telarafia.

*Los nimeros en el centro de la telerafia indican la concentracion (mg/L) del compuesto.

La vainillina es el compuesto de mayor relevancia sensorial en la vainilla, y a la hora de
cuantificar esta sustancia se puede observar que en la esencia artificial esta presente en mas del doble
(7770 mg/L) con respecto a los extractos naturales (3023 mg/L el tratamiento de -20 °C por 24 h con
secado al sol, que fue con el que se obtuvo mayor concentracién). Esta puede ser la razén por la cual
la esencia artificial obtuvo mejores calificaciones en ambas pruebas sensoriales. Sin embargo es
interesante apuntar que la vainilla tratada a 60°C por 3 min y secada en secador presenta
mayoritariamente vainillina y poca concentracion de los demas compuestos, lo cual concuerda con
que los consumidores escogieran la vainilla artificial que tenia unicamente vainillina y etil vainillina,
ya que los consumidores estan acostumbrados al sabor de estos dos compuestos y no al de los demas.
Es importante recordar que los compuestos acido vanilico, &cido 4-hidroxibenzoico y alcohol 4-
hidroxibencilico daban sabores ahumados/fendlicos que pueden ser desagradables y este tratamiento
contenia menos concentracion de estos compuestos.

Por otro lado, se puede observar que en la esencia artificial esta presente la etil vainillina
mientras que en los extractos naturales no. De acuerdo con Hoffman & Zapf (2011) la etil vainillina
solo estéd presente en esencias artificiales o adulteradas, ya que no es un compuesto natural que se
deriva de la vainilla. Segun Toth et al. (2011) la razén por la cual se utiliza etil vainillina en los

extractos artificiales es que este compuesto otorga un aroma muy parecido al que aporta la vainillina.
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Con el fin de proteger a los productores de alimentos y consumidores de adulteraciones a los
productos de vainilla, es necesario contar con buenas herramientas analiticas para probar la
autenticidad de los respectivos productos de vainilla. Dependiendo de la naturaleza de las actividades
fraudulentas, asi como las categorias especificas afectadas (tales como vainas de vainilla, extractos,
sabores o alimentos de vainilla), hay diferentes estrategias para detectar adulteraciones, entre estas, la
cuantificacién de compuestos que imparten aroma y sabor para detectar si se adicionaron compuestos

no derivados de la vainilla, como por ejemplo la etil vainillina (Hilmer et al., 2010).

Influencia de la calidad de la vainilla en el extracto natural

Es importante tomar en cuenta que una buena calidad de la vaina utilizada como materia
prima es imprescindible para obtener un extracto de alta calidad. De acuerdo con la FAO el tamafio y
la apariencia son de primera importancia ya que existe una relacion directa entre el aroma (o0
contenido de vainillina) y estos factores. En este caso, segun la clasificacion de la FAO, las vainas
que se usaron en el presente estudio son de grado Ill. En esta categoria, las vainas son de 10 cm de
largo; sin embargo, las utilizadas en esta investigacion tenian un tamafio promedio de 9,1 cm es
decir, ain menor que las vainas de grado Ill (De la Cruz et al., 2009). En la figura 27a se observan
las vainas recién cosechadas comparadas con las vainas de alta calidad que se muestran en la figura
27b.

a) Vainilla de baja calidad utilizada en el estudio ) Vainilla de alta caldiad

Figura 27. Vainas de vainilla verdes de diferentes calidades.
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Esta calidad de la vainilla puede explicar en parte la baja concentracion de vainillina obtenida
(0,30 % m/m), y esto, también puede haber afectado en la preferencia y agrado percibidos por parte
de los consumidores. Es probable, por tanto, que utilizando vainilla de primera clase se puedan
obtener resultados mucho mejores con concentraciones promedio de 1,91 % m/m (Hernandez et al.,
2010).

Debido a que la vainilla artificial es la que es comercializada y consumida por la mayoria de
la poblacion y es bien aceptada, se puede deducir que mejorando la formulacion utilizada para las
pruebas de preferencia y agrado se podria obtener una calificacion mucho mejor de las pruebas para

todos los tratamientos.
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6. Conclusiones

Las condiciones de marchitamiento que promueven una mayor sintesis de vainillina son a una
temperatura de -20 °C durante 24 horas.

El uso de un secador solar a 52°C presenta ventajas en el beneficiado de la vainilla, ya que se
puede controlar el ambiente dentro del secador y no hay dependencia del clima, y por ello se
logra una mayor velocidad de produccién de vainillina.

En cuanto a la produccion de 4-hidroxibenzaldehido, el tratamiento que produjo mejor
resultado fue -20°C durante 24 horas y con secador solar, mientras que el que dio la menor
concentracion fue el tratamiento de 60°C durante 3 min y secado al sol.

Los tratamientos que produjeron mayor cantidad de &cido vanilico a través del tiempo fueron
80°C durante 1 min, tanto con secador solar como con secado al sol.

Se obtuvo mayor concentracion del acido 4-hidroxibenzoico con el tratamiento de -20°C
durante 24 horas, mientras que la concentracion de este compuesto no fue diferente al aplicar
los otros dos tipos de marchitamiento.

El alcohol 4-hidroxibencilico se obtuvo en mayor concentracion con el tratamiento de 80°C
durante 1 minuto, mientras que la concentracién no fue diferente al aplicar los otros dos tipos
de marchitamiento.

En las pruebas de preferencia en todos los casos, los consumidores se inclinaron por la
esencia artificial.

En la prueba de agrado, las muestras que obtuvieron mejor calificacion fueron la artificial
seguida por la natural con el tratamiento a 60°C durante 3 minutos y con secador solar, donde
estas dos muestras no tuvieron diferencia significativa en su agrado.

Los consumidores parecen buscar aromas de vainillina y no parecen aceptar los aromas de los
otros 4 compuestos: 4-hidroxibenzadehido, acido vanilico, acido 4-hidroxibenzoico y alcohol
4-hidroxibencilico; ya que estaban en menores concentraciones en el extracto a 60°C durante
3 minutos con secador solar.

Desde el punto de vista quimico se concluye que el mejor tratamiento -20°C durante 24 horas
con secador solar, mientras que desde el punto de vista sensorial (agrado) el mejor es 60°C

por 3 min con secador solar.
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7. Recomendaciones

Utilizar vainilla de primera calidad para la elaboracion del extracto, para luego compararlo
mediante analisis sensoriales de preferencia y aceptacion contra la esencia artificial.

Buscar las concentraciones méas adecuadas para la vainilla natural que dé intensidades
similares a la vainilla artificial.

Utilizar esencia artificial sin caramelo.

Secar durante un menor periodo de tiempo y de acuerdo a la calidad de la vaina de vainilla.
Para vainas como las utilizadas en esta investigacion se recomienda secar hasta el dia 38 (es
decir, en vez de secar 19 veces, hacerlo 15 veces).

Usar un secador solar en el procesamiento de las vainas ya que presenta la posibilidad de
ejercer mejores controles en cuanto a la inocuidad del producto.

Realizar andlisis microbiologicos para determinar la diferencia en cuanto a la carga
microbioldgica de la vainilla al realizar el secado al sol y en secador solar.

Realizar un manual con las lecciones aprendidas del proceso tomando en cuenta el tamafio de
la vaina, equipo de secado, tiempo de secado (saber cuando detener la etapa de secado),
temperatura (tomando en cuenta la temperatura Optima y de desnaturalizacién de las
enzimas).

Realizar otro estudio con un mayor numero de vainas.
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9. Anexos

Cuadro XVI. Valores de grados de libertad, suma de cuadrados, F critico y probabilidad obtenidos en
el anélisis de varianza (ANDEVA) para los datos de humedad de las vainas en funcion del tipo de
marchitamiento, tipo de secado y tiempo de beneficiado, con a = 0,05.

Fuente Grados de libertad F Probabilidad>F
Tipo de marchitamiento 2 4,3634 0,0151*
Tipo de secado 1 3,3185 0,0713
Tiempo de beneficiado 1 2096,809 <0,0001*
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 0,0562 0,9453
secado
Tipo de marchitamiento*Tiempo de
- 2 0,5936 0,5541
beneficiado
Tipo de secado*Tiempo de beneficiado 1 0,2686 0,6053
Tipo de marchitamiento*Tipo de
2 0,6825 0,5075

secado*Tiempo de beneficiado

Nota: los valores de probabilidad con asteriscos indican la existencia de diferencias significativas.
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Cuadro XVII. Mediciones de grosor, largo y peso realizadas a 61 vainas de vainilla, para determinar
variabilidad de la materia prima. (“-” significa que no hay datos.)

Numero Largo  Circunferencia
de vaina cm cm

Numerode Largo Circunferencia

Peso (9) vaina cm cm

Peso (g)

2 10,0 4,0 3,9 42 11,0 - 4,4

4 10,5 4,0 3,8 44 10,0 - 7,0

6 7,5 3,5 10,5 46 10,5 - 4,8

8 10,5 4,0 7,4 48 8,0 - 8,9

10 7,5 3,0 9,0 50 10,5 - 5,6

12 9,0 4,0 3,8 52 8,5 - 6,2

14 11,0 50 6,0 54 9,5 - 6,7

16 9,0 - 8,7 56 6,5 - 4,2

18 10,0 - 8,7 58 8,5 - 5,6

20 10,0 - 59 60 10,0 - 4,2

22 9,5 - 11,2 Promedio 91 3,9 7,4

24 9,0 - 10,8 - - i ;

26 815 = 1419 - - - -

28 10,0 - 10,0 - - - -
B
30 7,0 - 6,5 - - i ;

B £
32 9,5 - 8,7 - - i ;
%75 -0 - - e
34 8,5 - 7.9 - - - -

36 9,0 - 10,3 - - - -

38 6,5 - 11,0 - - - -

40 8!5 = 10,3 - - - -
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Cuadro XVIII. Frecuencias en que fueron preferidas cada una de las muestras evaluadas y
determinacion de la significancia (0=0,05) de las observaciones utilizando las tablas de distribucion
binomial segiin Roessler et al., (1978), con n = 100; p=1/2; dos colas.

Preferencia Muestra Frecuencia Preferencia
- Artificial 77
Artificial vs -20°C por 24 L
-20°C secador 10 Artificial
horas secador i
No prefiere 13
o Artificial 67
Artificial vs -20°C por 24 o
-20°C sol 19 Artificial
horas sol :
No prefiere 14
. _ Artificial 61
Artificial vs 60°C por 3 min -
60°C secador 20 Artificial
secador )
No prefiere 19
Artificial 67
Artificial vs 60°C por 3 min o
| 60°C sol 15 Artificial
o)
No prefiere 18
- : Artificial 67
Artificial vs 80°C por 1 min -
80°C secador 17 Artificial
secador )
No prefiere 16
o _ Artificial 62
Artificial vs 80°C por 1 min o
| 80°C sol 23 Artificial
SO
No prefiere 15
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Cuadro XIX. Namero minimo de jueces de acuerdo, necesarios para establecer significancia a varios
niveles de probabilidad para pruebas de preferencia pareada (dos colas, p=1/2) (Roessler et al.,

1978).

Ma. af

tigls ol gos 004 003 002 001 0005 0001

————

Probatyility levels

[ T 7 7 7
2 B H ] R B
9 8 B g e 9 g
10 E: a | 10 10 10
i 10 10 o 10 11 kR i
12 10 10 11 1 11 12 12
i3 11 1 " 12 12 12 13
14 12 12 12 i2 13 13 14
15 12 12 13 13 13 14 14
18 13 1% 13 14 14 14 1%
17 13 14 14 14 16 15 16
18 14 14 15 15 15 16 17
19 15 15 15 13 16 16 17
20 15 16 16 16 17 17 18
e 16 16 16 17 17 18 19
22 17 17 i? 7 18 18 19
23 17 17 8 8 15 13 20
24 18 18 18 9 18 20 2
26 18 19 19 19 20 20 21
26 19 18 19 20 20 21 22
27 20 20 20 20 21 a2 22
28 20 20 P 21 22 22 23
29 21 21 g 22 22 23 24
a0 Fa 22 2 22 23 29 n
41 2 P 22 23 24 24 25
32 23 23 23 23 24 25 26
33 23 23 24 24 25 25 27
34 24 24 24 25 25 26 27
] td 25 o5 26 26 27 b}
JE 25 25 25 26 27 27 29
37 25 26 26 26 27 28 249
£ L 6 £F 27 28 29 30
39 7 b 27 28 2E 20 3
40 27 27 28 28 20 30 N
41 28 28 28 29 30 30 32
42 - T s 29 30 K} 3z
a3 M - an ao 3 32 33
44 st 20 30 an N 32 a4
45 20 a0 31 31 32 34 34
45 k| i a1 a2 a3 a3 35
47 31 ]| 32 a2 33 34 a6
48 32 32 a2 33 249 a5 38
49 32 33 33 34 34 35 =T
S0 33 33 4 34 35 36 37
60 38 a9 4 40 41 42 44
m 44 45 45 L1 a7 48 50
B0 50 &0 51 51 52 53 56
B0 65 Gl 6 7 B 50 &1
100 a1 61 G2 G2 & Gh Gy
& Walues (X| not appearing o table may e derived oo,

K= (z+/n+n+ 1002, See texe
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400,0 ~
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300,0 - Area = 1,3466Cn + 4,7019
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Concentracién vainilina (mg/L)

Figura 28. Curva de calibracion utilizada para realizar los céalculos de la concentracién de vainillina
mediante HPLC.

350,0 -
= 300,0 A
‘E y =2,4927x + 4,3607
*D 250,0 - R?=0,9991
<
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0,0 T T T T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0
Concentracion 4-hidroxibenzaldehido (mg/L)

Figura 29. Curva de calibracion utilizada para realizar los calculos de la concentracion de 4-
hidroxibenzaldehido mediante HPLC.



160,0
140,0
120,0

100,0

80,0

(mAU*min)

S 60,0

Are

40,0
20,0

0,0

Concentracion acido vanilico (mg/L)

i y =0,6002x + 0,1054
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0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0

300,0

Figura 30. Curva de calibracion utilizada para realizar los calculos de la concentracion de &cido

(Nota: 9 de un total de 126 datos se extrapolaron para este compuesto, con concentraciones menores que la menor de la curva).

vanilico mediante HPLC.
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92

Figura 31. Curva de calibracion utilizada para realizar los calculos de la concentracién de acido 4-
hidroxibenzoico mediante HPLC.

(Nota: 5 de un total de 126 datos se extrapolaron para este compuesto, con concentraciones menores que la menor de la curva).
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60,0 -

50,0 -
y =0,1856x + 0,3819
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w
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Concentracion alcohol 4-hidroxibencilico (mg/L)

Figura 32. Curva de calibracion utilizada para realizar los célculos de la concentracion de alcohol 4-

hidroxibencilico mediante HPLC.
(Nota: 32 de un total de 126 datos se extrapolaron para este compuesto, con concentraciones menores que la menor de la curva).

400,0 ~

350,0 -
y = 1,2436x + 4,3948
300,0 - R? =0,9982

250,0

N
o
o
o

’

(mAU*min)

150,0

Area

100,0

50,0

0,0 T T T T T 1
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0

Concentracion etil vainillina (mg/L)

Figura 33. Curva de calibracion utilizada para realizar los calculos de la concentracion de etil
vainillina mediante HPLC.



Cuadro XX. Datos de humedad relativa y temperatura, de enero y febrero del 2014 para San Pedro
de Montes de Oca otorgados por el CIGEFI.

Fecha Hora Temperatura promedio (°C)  Humedad promedio (%)
05/01/2015 9:00:00 20 70
05/01/2015 10:00:00 21 68
05/01/2015 11:00:00 22 63
07/01/2015 7:00:00 19 62
07/01/2015 8:00:00 19 65
07/01/2015 9:00:00 20 65
09/01/2015 6:00:00 17 78
09/01/2015 8:00:00 18 76
09/01/2015 9:00:00 19 70
09/01/2015 10:00:00 19 71
12/01/2015  8:00:00 21 66
12/01/2015 9:00:00 22 67
12/01/2015 10:00:00 22 66
14/01/2015 8:00:00 21 67
14/01/2015  9:00:00 20 69
14/01/2015 10:00:00 21 70
16/01/2015 8:00:00 21 67
16/01/2015 9:00:00 21 67
16/01/2015 10:00:00 22 67
19/01/2015  8:00:00 20 70
19/01/2015  9:00:00 21 65
19/01/2015 10:00:00 22 64
21/01/2015 8:00:00 20 61
21/01/2015 9:00:00 20 61
21/01/2015 10:00:00 21 60
23/01/2015 8:00:00 19 72
23/01/2015 9:00:00 20 68
23/01/2015 10:00:00 22 65
26/01/2015 8:00:00 19 66
26/01/2015  9:00:00 20 63
26/01/2015 10:00:00 20 64
28/01/2015 8:00:00 17 80
28/01/2015 9:00:00 18 76
28/01/2015 10:00:00 18 73
28/01/2015 11:00:00 19 72
30/01/2015 8:00:00 19 67
30/01/2015 9:00:00 21 65
30/01/2015 10:00:00 20 70
02/02/2015 9:00:00 22 62
02/02/2015 10:00:00 22 61

02/02/2015 11:00:00 22 66




Cuadro XXI. Continuacion del cuadro XX.

Fecha Hora Temperatura promedio (°C)  Humedad promedio (%)
04/02/2015 8:00:00 19 71
04/02/2015 9:00:00 19 71
04/02/2015 10:00:00 20 70
06/02/2015 10:00:00 20 69
06/02/2015 11:00:00 20 72
09/02/2015 8:00:00 20 72
09/02/2015  9:00:00 21 66
09/02/2015 10:00:00 22 58
11/02/2015 9:00:00 23 50
11/02/2015 10:00:00 23 51
11/02/2015 11:00:00 24 55
13/02/2015 8:00:00 20 70
13/02/2015 9:00:00 21 67
13/02/2015 10:00:00 21 69
16/02/2015 11:00:00 20 76

Promedio total 20 67
Mediana 20 67
Moda 20 70
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