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Resumen

Salazar Campos, Karla Alejandra

Anadlisis de la variacion de los principales metabolitos aromaticos presentes en las vainas verdes
y curadas de Vanilla spp. empleando cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC-UV).

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

K. Salazar C., 2021.

70 h: 20 il. — 108 refs.

Se evalué la relacidn entre las caracteristicas fisicas de vainas de cuatro especies de Vanilla
spp. (V. planifolia, V. pompona, V. hardii y el hibrido Costa Rica (hibrido HCR)), la region de cultivo
(Huetar Norte, Pacifico Central y Brunca) y el estado de procesamiento (verdes o curadas) sobre los
principales metabolitos aromaticos presentes, con el fin de explorar si estos factores pueden
asociarse a la calidad del producto terminado.

En una primera etapa se caracterizé el aspecto fisico de las muestras (dimensiones, color,
defectos, etc.) y se clasificaron con una herramienta elaborada para esta investigacion. Se
determiné el contenido de humedad y se realizaron extractos en una disolucién etandlica. Se
cuantificaron mediante HPLC-UV los siguientes metabolitos: vainillina, p-hidroxibenzaldehido,
acido p-hidroxibenzoico, acido vanilico, acido anisico, alcohol p-hidroxibencilico, alcohol anisico,
alcohol vanilico y guaiacol. Los datos obtenidos, una vez centrados y estandarizados, se sometieron
a un andlisis de componentes principales.

Se encontraron nueve compuestos que coinciden con el tiempo de retencién de los
patrones evaluados mas no en el espectro UV. También se observaron diferencias en el analisis de
componentes principales (PCA) con relacién al estado de procesamiento, mas no diferencias claras
en cuento a las regiones de cultivo. Las muestras del hibrido Costa Rica, particularmente las del
Pacifico Central, presentaron mejor calidad general por lo que poseen gran potencial para la
explotacién comercial.

Palabras Clave: Vainilla, metabolitos, vainillina, HPLC, Costa Rica, enzimas, beneficiado



1. Justificacion

La vainilla es una especia de alto valor comercial a nivel mundial, se le considera una de las
sustancias saborizantes y aromaticas con mayor distribucion en el mundo (Havkin-Frenkel &
Belanger, 2007; Jager, Perfetti & Diachenko, 2007; De La Cruz, Rodriguez & Garcia, 2009; Guzman
& Zara, 2012). Proviene del fruto curado de Vanilla spp., que pertenece a la familia de las orquideas
(Orchidaceae); se puede encontrar en zonas boscosas de alta humedad y con temperaturas
alrededor de los 20 a 30 °C, por lo que el clima tropical es ideal para su desarrollo (De La Cruz,
Rodriguez & Garcia, 2009; Herndndez-Hernandez, 2011; Paniagua & Garcia, 2013). Se estima que
existen 110 especies, de las cuales V. planifolia, V. pompona y V. tahitensis son las mds empleadas
a nivel comercial por sus caracteristicas de aroma y sabor (Azofeifa, Paniagua & Garcia, 2014;

Paniagua & Garcia, 2013).

De acuerdo con FAO (2021), la produccidén mundial de vainas de vainilla en los ultimos cinco
afios supera las 7000 t, siendo Madagascar el principal productor seguido por Indonesia, Papua
Nueva Guinea y México. La demanda a nivel mundial del fruto curado ronda las 12000 t (Palama,
2014); sin embargo, la insuficiente oferta no cubre las demandas del mercado actual, por lo que se
ha recurrido al uso de vainilla sintética en las diferentes formulaciones (Soto, 2006; Pacheco 2009;

Paniagua & Garcia, 2013; Azofeifa, Paniagua & Garcia, 2014).

En los dltimos afios ha existido gran fluctuacidn en los precios de la vainilla desde los S50
hasta los $1000 por kilogramo de vainas seguln la especie y la época del afio. Dichos precios se han
visto afectados por una serie de eventos naturales que han comprometido la produccién o
aumentos en la produccién que hacen caer el precio significativamente. En cualquiera de los casos,
el precio de venta varia segun las diferentes calidades del producto (Brownell, 2011; Hernandez-

Hernandez, 2011; Palama, 2014; Nestlé, 2015; Havkin-Frenkel & Belanger, 2016; SpiceJungle, 2018).

Segln han sefialado Hjerl & Lykke (2016) y Nestlé (2015), el cultivo de vainilla es una
actividad desarrollada en zonas con contextos sociales de pobreza. El producto requiere cuidado
constante y mano de obra que en su mayoria tienden a ser mujeres y en algunos paises nifios. Las
fluctuaciones en el precio han llevado a los productores a redoblar esfuerzos, pues se exponen a

robos y asaltos por el alto valor del producto y la demanda insatisfecha (Watts, 2018). Adicional a



esto por lo general, el intermediario resulta ser quien obtiene las mayores ganancias mientras que

los productores reciben pagos minimos (Hjerl & Lykke, 2016).

En Costa Rica, de igual forma que en otros paises, para el procesamiento de la vainilla se
requiere gran cantidad de mano de obra, ya que es un proceso lento, delicado y laborioso, por lo
gue posee relevancia a nivel econdmico y social al involucrar familias de escasos recursos (Ecott,
2004; Nestlé, 2015; Paniagua & Azofeifa, 2014). Desde el afio 2009 la asociacion de productores
APROVAINILLA, con apoyo de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA) y la Universidad de Costa
Rica (UCR), se han encargado de localizar y capacitar a los productores en el pais para lograr una

comercializacion mas justa y con productos de mejor calidad (APROVAINILLA, 2020).

Segun indica PROCOMER (2021), para el afio 2000 Costa Rica exporté la mayor cantidad de
vainilla registrada en el pais: 4,3 t a América del Norte por un valor de casi $185 000. Sin embargo,
posterior a esta fecha las exportaciones de vainilla han permanecido fluctuantes. El registro mas
reciente corresponde a 0,3 t exportadas durante el 2018, por lo que no se sabe con certeza el estado

de las exportaciones de este producto en los ultimos dos afios.

Para que los frutos vainilla desarrollen las caracteristicas deseadas para la comercializacion,
el fruto se debe procesar. El punto de partida es la cosecha de las vainas en el momento adecuado
de madurez, cuando el color es verde claro con amarillo; de lo contrario se obtiene un producto de
menor calidad (De La Cruz, Rodriguez & Garcia, 2009). El curado o beneficiado es un proceso
enzimatico que permite el desarrollo del aromay la obtencién de un producto microbiolégicamente
estable. Consta de cuatro etapas: el marchitamiento o “killing”, el sudado, el secado y el

acondicionamiento.

El “killing” es un tratamiento combinado de tiempo y temperatura, cuyo objetivo es
detener el proceso de maduracion del fruto y suavizar los tejidos para potenciar la actividad
enzimdtica (Frenkel et al., 2011). Aln calientes los frutos se almacenan en cajas, donde se da el
sudado; en este punto los frutos exudan parte del liquido contenido en su interior (Hernandez-
Hernandez, 2011). Durante el secado las vainas se secan al sol entre 3 a 4 horas, o una asoleada; en
este espacio de tiempo se favorece la actividad enzimatica para la formacién del aroma y a su vez
disminuye muy lentamente la humedad. Luego de estar al sol, los frutos se envuelven en mantas y

se guardan para que continten transpirando. El secado es un proceso lento que se repite de varias



veces durante la semana hasta lograr el aspecto deseado de las vainas, que es determinado por
cada productor. Finalmente se da el acondicionamiento, durante el cual la vainilla reposa en un

cuarto ventilado para estabilizar el contenido de humedad y las caracteristicas sensoriales.

Segun las condiciones en las que se lleve a cabo el curado, asi se daran las reacciones
enzimdticas requeridas para la formacién de los compuestos aromaticos. Por esto es importante
gue cada productor estandarice su proceso. Cada etapa incide en las caracteristicas del producto
final, un ejemplo de esto es la degradacién de la clorofila que da paso a colores mas oscuros (De La
Cruz, Rodriguez & Garcia, 2009; Hernandez-Hernandez, 2011; Frenkel et al., 2011; Paniagua &
Garcia, 2013).

Aunque existe variabilidad en la composicién quimica de las vainas, se han identificado
aproximadamente 170 compuestos responsables del sabor y aroma caracteristicos de la vainilla.
Dentro de los principales componentes se encuentran la vainillina, el acido vanilico, el p-
hidroxibenzaldehido, el alcohol vanilico, entre otros. Estos compuestos pueden variar segun el
origen y el curado de las vainas; por ejemplo, la vainillina se encuentra entre 1,6% a 2%. (Havkin-

Frenkel & Belanger, 2007; De La Cruz, Rodriguez & Garcia, 2009 Longo & Sanroman, 2010).

En Costa Rica originalmente se cultivaron V. planifolia y V. pompona. Actualmente la
mayoria de las plantaciones corresponden al Hibrido Costa Rica (HCR), que ha llamado la atencidn
por su resistencia a enfermedades. Otra especie que se evalla en esta investigacion es V. hartii,
conocida también como “pincelito” y que presenta caracteristicas fisicas similares a V. planifolia
(Soto & Dressler, 2010; Belanger & Havkin-Frenkel, 2011; Varela, 2011; Paniagua & Garcia, 2013;
Azofeifa, Paniagua & Garcia, 2014).

En Costa Rica ha aumentado la disponibilidad de vainilla natural en supermercados, tiendas
especializadas y ferias; sin embargo, la informacidn disponible sobre la calidad y caracteristicas de
esta a nivel nacional es escasa. Se considera relevante, por los motivos antes mencionados, la
recopilacion y analisis de las caracteristicas de las vainas de vainilla cultivadas y procesadas para la

venta del consumidor local.

De forma paralela a esta investigacidn, se desarrolld la norma INTE/ISO5565-1 (2019), que
sirvié de apoyo para la clasificacion de las muestras. Se considerd a su vez los criterios sefialados

por la Norma Mexicana para vainilla de consumo humano (SE, 2009), asi como los de otros autores,



tanto en caracteristicas fisicas de las vainas como otros factores determinantes en calidad, por
ejemplo: la humedad final del producto beneficiado y el contenido de metabolitos aromaticos de

interés antes mencionados.

Dentro del contexto econdmico y social en el que se produce la vainilla en Costa Rica, es
importante establecer criterios de clasificacion del fruto beneficiado que favorezcan la
estandarizacién del proceso, para también obtener productos de mejor calidad. Por medio de la
generacién de informacidn cientifica, se pretende dar un respaldo para el posicionamiento en el

mercado nacional o internacional.

En la presente investigacion se evalué la relacion entre las caracteristicas fisicas, la especie
y la zona de cultivo, respecto al comportamiento de los principales metabolitos aromaticos
presentes en vainas de vainilla verdes y beneficiadas. Los compuestos de interés serdn analizados
por medio de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Esta técnica de separacion permite a su
vez permite cuantificar los analitos por medio del uso de patrones y el espectro de absorcién al

contar con un detector ultravioleta (UV) (Barquero, 2004; Skoog et al., 2010).

El uso de esta técnica para la identificacion y cuantificacién de compuestos en vainilla se
encuentra ampliamente documentado y ha demostrado gran exactitud y precisién a lo largo del
tiempo. Provee una adecuada separacion de los analitos, permite trabajar tanto con componentes
no volatiles como con aquellos que si lo son y disminuye errores asociados a interacciones con otros

compuestos (Hoffman & Zapf, 2011; Ranadive, 2011).

La informacidn obtenida se sometera a un andlisis estadistico de componentes principales
(PCA). Esta metodologia es muy util cuando se trabajan mediciones sobre varias variables
simultdneas y pretende encontrar un reducido nimero de combinaciones lineales de ellas para asi

simplificar los datos y facilitar la comprension y el analisis de estos (Hernandez, 1998; Polo, 2005).

Con esta investigacion se pretende colaborar con la comunidad vainillera de Costa Rica, al
determinar las caracteristicas fisicas de los frutos verdes y beneficiados en cuatro especies de
Vanilla spp., de las regiones Huetar Norte, Pacifico Central y Brunca. Se procedera a analizar los
principales metabolitos presentes, evaluar de forma preliminar la interaccién entre variables y

explorar cémo podria mejorarse la calidad de los productos evaluados.



2. Objetivos

2.1.General

Evaluar la relacion de las caracteristicas fenotipicas, la ubicacién y el estado de
procesamiento sobre los principales metabolitos aromaticos en vainas de vainilla (Vanilla spp.)

verdes y beneficiadas de tres regiones productoras en Costa Rica.

2.2. Especificos

1. Determinar las caracteristicas fenotipicas de las vainas de Vanilla spp. verdes y
beneficiadas, de tres regiones productoras en Costa Rica para identificar
caracteristicas segun la region de produccién.

2. ldentificar y cuantificar los principales metabolitos contribuyentes al aroma presentes
en las vainas de Vanilla spp. verdes y beneficiadas, de tres regiones productoras de
Costa Rica, empleando cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a un detector
ultravioleta (HPLC-UV).

3.  Analizar la relacion de las variables fenotipicas, la ubicacion y el estado de
procesamiento de las vainas de vainilla sobre los metabolitos aromaticos por medio

de un andlisis estadistico multivariado.



3. Marco Teodrico

3.1. Aspectos generales
La vainilla natural proviene del fruto curado de Vanilla spp., perteneciente a la familia de
las orquideas (Orchidaceae). A diferencia de otras plantas de esta familia, este género se cultiva
como saborizante y aromatizante en la industria de alimentos y cosméticos. Se ha trabajado
durante afios en mejoras con el fin de lograr mayor productividad, mayor variedad de aromas y

mejorar la calidad del producto final (Cameron, 2011).

Se considera que su origen se dio en México y América Central (Havkin & Belanger, 2011);
sin embargo, se encuentra naturalmente distribuida en otros paises de América, Africa, Oceania y
Asia (Cameron, 2011; Bory et al., 2011). Existen mas de 100 especies, de las cuales Vanilla planifolia
representa el 95% de la produccién a nivel mundial, que también se comercializa como “vainilla
Bourbon” cuando se produce en Madagascar (Bory et al., 2011; Pignal, 2011). Pese a ser de la misma
especie, se encuentra protegida por denominacidon de origen, por lo que se cree que las condiciones

geograficas o ambientales tienen un rol en sus caracteristicas.

Los frutos de V. planifolia se describen de aroma dulce, ligeramente picante y notas a
tabaco. El procesamiento correcto de las vainas permite obtener concentraciones de vainillina
superiores a 1,5% (m/m) en base seca, y los compuestos anisicos estan practicamente ausentes
(Come, 2011; Hernandez-Hernandez, 2011; Takahashi et al., 2013). Las vainas de Vanilla pompona
se destinan principalmente a las aplicaciones farmacéuticas, cosméticas y de perfumeria por sus
notas mas florales y dulces pero carentes de cuerpo. El contenido de vainillina es menor al 2%, en
base seca, y presenta mayores concentraciones de acido p-hidroxibenzoico (Ranadive, 2011). En
contraste con V. planifolia, las vainas son mas cortas y gruesas; su longitud se encuentra entre 10y
17 cm y presenta una concentracidon de compuestos anisicos mayor a lo reportado cominmente
tanto en V. planifolia como en V. tahitensis (De la Cruz, Rodriguez & Garcia, 2009; Paniagua &

Azofeifa, 2013; Galeas, 2015).

En Costa Rica se ha registrado la presencia de V. planifolia y V. pompona, mas no de V.
tahitensis. La primera se encuentra de forma silvestre en la Zona Atlantica; las vainas son casi
cilindricas y de 12 a 20 cm de longitud, mientras que V. pompona se ha encontrado en el Pacifico

Sur y Puntarenas. (Paniagua & Garcia, 2013; Azofeifa, Paniagua & Garcia, 2014; Varela, 2011).



En este estudio se hace referencia a dos especies menos conocidas. En Costa Rica se ha
encontrado que las plantaciones para produccidon comercial en su mayoria corresponden a un
hibrido originado del cruce en dos etapas de V. planifolia con V. pompona y posteriormente con V.
planifolia. Destacan entre las caracteristicas del “Hibrido Costa Rica” (HCR) la resistencia a
enfermedades, una longitud de mdas de 20 cm y concentraciones de compuestos vanilicos
superiores al 2% en base seca (Varela, 2011; Paniagua & Garcia, 2013; Azofeifa, Paniagua & Garcia,
2014). Por su parte Vanilla hartii, no es una especie de explotacidn comercial ya que florea con
menor frecuencia. Sin embargo, la planta presenta caracteristicas fisicas muy similares a V.
planifolia y los frutos por su parte son de menor tamaiio y tienden a ser mas cilindricos, fragantes

y dulces (Soto & Dressler, 2010).

3.2. Cultivo de vainilla en Costa Rica

En los afios 1990s en un esfuerzo entre instituciones estatales e internacionales se
promovio el cultivo de V. planifolia, con el objetivo de aumentar los ingresos y mejorar la calidad
de vida de comunidades en Quepos y Puerto Jiménez. Estos cultivos se perdieron como
consecuencia del huracan César en 1996. Posteriormente, con el apoyo de instituciones como la
Universidad de Costa Rica (UCR) y el Instituto Nacional de Biodiversidad (INBio) se restauraron
algunas pequeiias plantaciones. El cultivo del hibrido “Vaitsy” en los afios siguientes fue parte de la
respuesta que se dio a esta situacidn. Con el paso del tiempo y las fluctuaciones de los precios

algunas plantaciones fueron abandonadas y surgieron otras (Varela, 2011).

En 2009 se crea la Asociacion Nacional de Vainilleros Unidos (APROVAINILLA), que con el
apoyo del Instituto de Investigacion y Servicios Forestales de la Universidad Nacional de Costa Rica
(INISEFOR-UNA) y del Centro de Investigaciones en Productos Naturales de la Universidad de Costa
Rica (CIPRONA-UCR) brindan acompafiamiento y capacitacion a los productores para lograr

productos de mejor calidad y lograr una comercializacién mds justa (APROVAINILLA, 2020).

Segln mencionan Paniagua & Garcia (2013) se encuentran plantaciones de vainilla en
diferentes territorios: Pacifico Central, Pacifico Sur, Atlantico y en el norte del pais. Para efectos de
este estudio, se emplearon muestras de las regiones Pacifico Central, Brunca y Huetar Norte

(Decreto N°7944, 1978).



3.3. Desarrollo y procesamiento de los frutos

Las plantas de vainilla se desarrollan durante 2 a 3 afios antes de iniciar la etapa productiva.
Se desarrollan grupos de inflorescencias similares a un racimo tal como se muestra en la Figura 1A.
Posterior a la polinizacién, realizada de forma manual, se desarrolla el fruto (Figura 1B) y alcanza la
madurez en los 7 a 8 meses siguientes (Hernandez-Hernandez et al., 2010; Hernandez-Hernandez,

2011; Paniagua & Azofeifa, 2014).

A B

Figura 1. (A) Flor, inflorescencias, frutos en crecimiento y (B) frutos verdes desarrollados

de V. planifolia (Kahane et al., 2008).

Cuando el fruto se torna mas redondeado y presenta un color verde brillante con los
extremos amarillos es el momento ideal para la cosecha (Paniagua &Garcia, 2013). Se pueden
cosechar los racimos o cada vaina de forma individual. Si no se cosechan, continuaran el proceso
natural de dehiscencia, lo que da como resultado, vainas abiertas de menor valor comercial. Si no
han alcanzado la madurez apropiada pueden presentar bajo peso, menor contenido de compuestos
aromaticos y mayor riesgo de crecimiento de moho (Hernandez-Hernandez et al., 2010; Hernandez-

Hernandez, 2011).

Posterior a la cosecha, se inicia el proceso de beneficiado o curado. El procesamiento de la
vainilla es artesanal, requiere mucho trabajo manual y vigilancia constante, pues de ello dependen

las caracteristicas sensoriales del producto final (Paniagua & Garcia, 2013). Los frutos maduros,



llamados también vainas verdes, carecen del aroma y caracteristicas sensoriales propios de la
vainilla. Esto se debe a que los compuestos que dan estas caracteristicas se encuentran unidos a
azucares y otros compuestos que disminuyen la volatilidad. Beneficiar las vainas genera las
condiciones apropiadas para que las reacciones enzimaticas y quimicas formen el preciado aroma
(Frenkel et al., 2011). En la Figura 2 se ejemplifican las operaciones basicas requeridas para
beneficiar la vainilla.

VAINA VERDE

l

CLASIFICACION
Manual, segun tamafio

h 4

KILLIMNG
Agua, 65-80 °C
2-5 min

h 4

SUDADO
almacenamiento en
cajones con mantas

F

h
ASOLEADO
Cama solar, 2-4h, 2- 3
VeCes por semana
(25-30% humedad)

h 4

ACONDICIONAMIENTO
45 dias, temperatura
ambiente

VAINILLA
EEMEFICIADA

Figura 2. Diagrama explicativo del procesamiento de los frutos de vainilla. Elaborado con
base a De la Cruz, Rodriguez & Garcia (2009), Frenkel et al. (2011), Paniagua &
Garcia (2013) y Xochipa et al. (2016).

Las condiciones especificas del proceso varian segun el pais, el area o el productor, por lo

gue el producto final también varia. Atun con diversas formas de curar o beneficiar, las vainas tienen



10

en comun las etapas presentadas en la Figura 2 (Hernandez-Hernandez, 2011; CNP, 2020).
Adicionalmente, la Figura 3 muestra la vainilla (A) durante y (B) posterior al “killing”, en el secado

al sol o asoleado (C) y en la etapa final del acondicionamiento (D).

Figura 3. Representacion grafica del beneficiado de los frutos de vainilla durante el “killing”
(A) y después del “killing” (B), asoleado (C) y acondicionamiento (D). (Odoux, 2006;
De La Cruz, Rodriguez y Garcia, 2009).

El primer paso consiste en clasificar las vainas. La separacion permite diferenciar los frutos
de forma grosera por tamafio y aquellos que se han abierto o presentan algin defecto. La
clasificacidon permite un procesamiento mas homogéneo en las etapas posteriores (Hernandez-
Hernandez, 2011; Paniagua & Garcia, 2013). El “killing”, o marchitamiento, es el nombre que se da
al tratamiento térmico cuyo objetivo es detener los procesos vegetativos y poner en contacto las
enzimas con los sustratos correspondientes (Frenkel et al.,, 2011). Existen diferentes tratamientos

combinando tiempo y temperatura, ya sea en agua caliente (Figura 3A) o por congelacién. Un
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indicador de que el proceso se ha realizado de forma apropiada es que las vainas tengan un color

verde oscuro a café (Xochipa et al., 2016), como se muestra en la Figura 3B.

Las vainas se guardan en cajas, generalmente de madera, para mantener el calor y
favorecer la transpiracién. De este modo se da el primer sudado y se da inicio a la deshidratacién
de las vainas (Hernandez-Herndndez, 2011). El color chocolate y la presencia de un aroma suave
son indicativos de que se concluyd esta etapa apropiadamente; si el color no es el apropiado u
homogéneo se colocan al sol hasta que cambien. La humedad inicial de las vainas es entre 70% -

80%, y disminuye cerca de un 10% en esta etapa (Xochipa et al., 2016).

La siguiente etapa corresponde a secuencias o ciclos de secado al sol y sudado. Consiste en
colocar las vainas de 3 a 4 horas al sol en camas o mantas (Figura 3C) durante las horas mas calientes
del dia, alcanzando temperaturas entre 45°C a 65°C (Frenkel et al., 2011; Xochipa et al., 2016).
Luego se envuelven en mantas y se guardan en cajones de forma que mantengan el calor y
transpiren. Este procedimiento se repite 2 a 3 veces por semana hasta un maximo de 25 ciclos para

las vainas de mayor tamano (Hernandez-Hernandez, 2011).

El paso entre las etapas de secado y sudado son la clave y razdn de ser del beneficio de la
vainilla. Al mantener los frutos calientes por periodos prolongados de tiempo, se favorece la
actividad enzimatica que genera el aroma y caracteristicas sensoriales tan buscados en el fruto. Se
requiere especial cuidado y monitoreo constante, para que la humedad disminuya de forma gradual
hasta un 25% a 30%, si el cambio es muy abrupto, la calidad sensorial se vera afectada (SE, 2009;
Hoffman & Zapf, 2011; INTECO, 2019). Para esto se debe procurar agrupar los frutos que tienen
tamafios y grosores similares y se debe revisar el avance del proceso de forma periddica

(Hernandez-Hernandez, 2011).

El punto final del ciclo de secado y sudado es determinado por cada productor, puede ser
entre 11 a 25 ciclos de sudado y asoleado, seguin el tamafio y caracteristicas de los frutos (Xochipa
et al., 2016). Una practica comun para determinar el punto final es enrollar la vaina en un dedo, al
soltarla, esta debe regresar a la forma original sin romperse y sin que los fluidos o contenido interno

se derrame (Hernandez-Hernandez et al., 2010).

Durante el procesamiento las mantas utilizadas, asi como los cajones de sudado deben

mantenerse limpias para evitar la proliferacion de microorganismos no deseados (Xochipa et al.,
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2016). El control de la temperatura, durante el secado al sol, no es una practica muy extendida a
nivel artesanal; pese a esto, es un punto de control aimplementar en la estandarizacion del proceso.
Se debe procurar que la temperatura no supere los 65°C ya que puede llevar a la inactivacion de
algunas enzimas, afectando el resultado final del proceso (Waliszewski et al., 2009; Frenkel et al,

2011).

El acondicionamiento es la Ultima etapa, en esta se agrupan nuevamente las vainas de
acuerdo con las caracteristicas fisicas y se colocan en camas o estantes en cuartos ventilados para
gue continde el desarrollo del aroma y sabor durante 30 a 45 dias. Se recomienda realizar
inspecciones cada 15 dias para evaluar el estado general de las vainas (Hernandez-Hernandez,

2011). Concluido este periodo se empacan y estan listas para la venta (Zamora et al., 2016).

3.4. Actividad enzimatica y reacciones quimicas durante el beneficiado de las

vainas

Hay gran variedad de compuestos relacionados con el aroma de la vainilla beneficiada, se
han identificado mas de 150 componentes del aroma entre alcoholes, ésteres, acidos, aldehidos y
cetonas. Algunos compuestos se encuentran en cantidades relativamente bajas; pese a esto tienen
relevancia en cuanto a las caracteristicas sensoriales, pues la intensidad en estos casos no
necesariamente es un reflejo de la concentracidon. Los compuestos mas importantes son: la
vainillina, el p-hidroxibenzaldehido, el acido vanilico y el acido p-hidroxibenzoico (Gassenmeier et
al., 2008; Cai et al., 2019). En el Cuadro | se presentan los rangos de concentracién reportados para

V. planifolia de los compuestos de interés en esta investigacion.

Los compuestos volatiles presentes y su concentracién, son resultado de la actividad
enzimatica, quimicas y bioldgica que se da durante el curado de las vainas. No solo la forma de
realizar el curado cambia las caracteristicas del producto final, sino también la especie con la que
se trabaje (Dignum et al., 2004; Hoffman & Zapf, 2011; Paniagua & Garcia, 2013). En el fruto verde,
los compuestos del aroma estan almacenados en forma de glucésidos. Debido a esto, las enzimas
tienen una participacidn esencial en el desarrollo del aroma y el sabor de la vainilla, al hidrolizar

estos compuestos (Odoux, 2011b).
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Cuadro I. Rango de concentracién (m/v) de compuestos volatiles en extractos de vainas de

vainilla beneficiada de V. planifolia.

Compuestos Rango de concentracion (% m/v)
Vainillina 0,93a2,28
Acido Vanilico 0,02a0,14
p-hidroxibenzaldehido 0,04a0,15

Acido p-hidroxibenzoico

0,001 a 0,069

Alcohol Vanilico

0,008 a 0,009

Alcohol p-hidroxibencilico

0,006 a 0,007

Acetovanillona

0,0013 a 0,0015

Guaiacol

0,0009 a 0,001

Alcohol Anisico

0,00023 a 0,00025

Acido anisico

ND

Anisaldehido

ND

Elaboracién propia a partir de Hernandez-Hernandez et al., 2010; SE, 2011; Hoffman & Zapf, 2011,
Xochipa et al., 2016. ND: no detectado.

En la vaina estdn presentes hidrolasas, proteasas y glicosidasas. Las primeras se encargan
del deterioro de las paredes celulares, lo que favorece el contacto entre enzimas y sustratos. Las
proteasas actlan principalmente después del “killing” y se encuentran al interior de las vacuolas
celulares. Entre las glicosidasas se presentan a y B-glucosidasas, a y B-galactosidasa y en menor
proporcién a y B-manosidasas; sin embargo, la B-glucosidasa es la mas estudiada por su relacién

con la hidrdlisis de la glucovainillina (Frenkel et al., 2011; Podstolski, 2011).

No se ha logrado identificar todas las enzimas que participan en estos procesos, por
dificultades técnicas e interferencias que se presentan durante su purificacion. Sin embargo, se
sabe que algunas de las B-glucosidasas tienen menor especificidad, por lo que pueden trabajar
sobre diferentes sustratos (Odoux, 2011a; Guzman & Zara, 2012; Khoyratty, Kodja & Verpoorte,
2018). En la Figura 4 se ejemplifica la hidrélisis de la glucovainillina durante el curado, se separa la

vainillina de la glucosa, permitiéndole exhibir sus propiedades sensoriales.
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Glucovainillina vainillina D-glucosa

Figura 4. Reaccion de hidrélisis enzimatica de glucovainillina (Khoyratty, Kodja & Verpoorte,

2018).

La oxidacidn, en parte, resulta de la actividad enzimatica. La polifenoloxidasa (PPO) y las
peroxidasas se encargan naturalmente del cambio de color durante la senescencia de las vainas.
Estas enzimas poseen la capacidad de degradar gran variedad de substratos celulares como
aminoacidos y acidos organicos que finalmente polimerizan en estructuras de color oscuro, dando
el caracteristico color café a las vainas curadas. Los lipidos también aportan al aroma por medio de
la oxidacidn que aumenta la volatilidad por la formacion de alcoholes, cetonas, aldehidos, entre
otros (Frenkel et al., 2011; Podstolski, 2011). El acido p-hidroxibenzoico presente es otro ejemplo
de estos procesos. Es el resultado de la accion de la enzima peroxidasa sobre el p-
hidroxibenzaldehido, como se muestra en la Figura 5A (Pacheco, 2009). Mientras que el acido
vanilico se forma a partir de la peroxidacion de la vainillina, (Figura 5B); sin embargo, este mismo
compuesto puede llevar a la formacién de guaiacol si experimenta una descarboxilacion (Pérez,
2006).

Es importante conocer tanto sobre los procesos enzimaticos como de las reacciones que
ocurren durante el curado, para comprender mejor la variacién en la concentracién de los diversos
compuestos. No se puede perder de vista que, al detenerse los procesos vegetativos con el “killing”,
las vainas de vainilla contindan siendo un sistema con actividad quimica y bioldgica que cambia en

el tiempo, siempre y cuando no inactive las enzimas.

Segun sefialan Khoyratty, Kodja & Verpoorte (2018), la presencia de hongos endoéfitos en
las vainas puede intervenir también en la formacién del aroma, de forma similar al que se da en los
vifiedos. Se plantea es que cada sitio de cultivo corresponde a un sistema de cultivo diferente dénde
los microorganismos juegan un papel importante, lo que contribuye a la diversidad de compuestos

aromaticos.
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Figura 5. Reacciones mediadas por enzimas peroxidasas para la formacidn del acido p-

hidroxibenzoico (A) y el acido vanilico (B) (Pérez, 2006).

3.5. Calidad del producto terminado

La calidad de un producto es el resultado de un conjunto de atributos deseados (Guzman
& Zara, 2012). En vainas de vainilla beneficiada son especialmente importantes los aspectos
sensoriales y fisicoquimicos (Ranadive, 2011). Cuando las vainas de vainilla se benefician
adecuadamente presentan una textura rugosa similar a una pasa, se doblan con facilidad sin
quebrarse y regresan a la forma original; la coloracién varia entre café claro hasta negro
(Hernandez-Hernandez et al., 2010; Xochipa et al., 2016). El aroma de este producto es altamente
complejo, de forma que varia mucho segun la especie y las condiciones de curado. Entre los
descriptores de interés se encuentran floral, anisico, almendrado, madera, dulce, chocolate y frutal
(Lepers et al, 2011; Toth et al., 2011), también se procura evitar que se desarrollen notas a moho,

tierra, vinagre, paja o agrio (Toth et al., 2011).

Las vainas se clasifican segun la calidad, y para esto se consideran caracteristicas como el
grosor, la longitud, el brillo, la flexibilidad, el aroma, el color y el contenido de vainillina. Existen
diversas tablas de clasificacidn segln las normas de cada pais, e incluso pueden variar de acuerdo
con el productor o cada finca (Hernandez-Hernandez, 2011). En los cuadros I, Ill, IV y V, se

presentan los criterios tedricos considerados tanto de la Norma Mexicana para vainilla de consumo
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humano (SE, 2009), como de la Norma Costarricense INTE/ISO5565-1 (2019), la de la finca Las Dos
Manos Ltda. (Varela, 2011) y la del Rancho Santa Beatriz (Hernandez-Hernandez et al., 2010), que

son de relevancia para la investigacion.

En cuanto al criterio de longitud, este se aplica desde las etapas iniciales del procesamiento,
pues los frutos de mayor tamafio requieren un proceso un poco mas extenso en comparacién al
gue requieren las vainas mas pequeiias (Paniagua & Garcia, 2013). El color oscuro, el brillo y la
flexibilidad se encuentran entre los principales indicadores de calidad para la vainilla beneficiada
(De La Cruz, Rodriguez y Garcia, 2009), por lo que son mds relevantes en las categorias de mayor
calidad vy los criterios son mas laxos conforme esta disminuye. La presencia de rayas rojizas se
considera un defecto que disminuye la calidad del producto (Hernandez-Hernandez et al., 2010)

por lo que puede estar presente en la vainilla de menor grado.

La determinacién de humedad no es un criterio de rechazo inmediato cuando se
comercializa el fruto, porque requiere de equipo especializado y andlisis en un laboratorio, pero
puede afectar el precio de compra y es importante que se controle. Un contenido de humedad
menor al 25% genera productos quebradizos y de menor valor aromatico, mientras que productos
con valores por encima del 30% se tornan mas propensos al deterioro (Dignum, Kerler & Verpoorte,

2002; SE, 2009; INTECO, 2019).

Otros factores como el contenido de vainillina son de importancia; en Vanilla planifolia se
espera de un 2,0 % a 2,4% para el fruto de mayor calidad. Las vainas con concentraciones de
vainillina por debajo de 1,6% se deberian a procesos inadecuados (SE, 2009; INTECO, 2019). El
aroma también es relevante, como lo menciona Odoux (2011a) y la Norma INTE/ISO5565-1 (2019).
Asi mismo es una variable compleja, motivo por el cual en ocasiones los autores se limitan a
definirla como: “aroma caracteristico, dulce, con ausencia de aromas a moho, pudricién o
sustancias desinfectantes” (INTECO, 2019). Es decir, se debe considerar que el producto no
presente aromas asociados a moho, pudricion o sustancias de limpieza para mantener una buena

calidad.
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Cuadro Il. Especificaciones de la vainilla por grado de calidad y tipo de acuerdo con la Norma Mexicana para vainilla de consumo

humano (SE, 2009).

Grado de calidad
Especificacion Extra Categoriall Categoria ll Categoria lll
Gourmet Gourmet Ordinaria Gourmet Ordinaria Ordinaria
Gruesas sin Gruesas sin Gruesas sin .
. . . De cualquier
- rayas ni rayas ni Delgada, con rayas ni Delgada, con
Caracteristicas grosor, puede
. manchas, manchas, rayas, puede manchas, rayas, puede )
fisicas . . . . . estar rajada o
flexible y flexible y estar rajada flexible y estar rajada
. . . rayada
brillante. brillante. brillante.
Humedad (%) 25230 25a30 20224 25230 20224 15a20
Vainillina (%) 2,0a24 2,0a24 1,6a2,0 2,0a24 1,6a2,0 1,6
Tamaiio (cm) 220 217,5 215 <15




Cuadro Ill. Clasificacidn cualitativa de las vainas de vainilla segiin la Norma Costarricense INTE/ISO5565-1 (2019).
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Especificacion

Grado de calidad

Categoria 1

Categoria 2

Categoria 3

Categoria 4

Al Bl A2 B2 A3 B3 A4 B4
Enteras
Enteras, o
. limpias, Enteras,
limpias, . L , Enteras,
. flexibles de limpias, mds o L
flexibles de limpias, secas
aroma aroma menos o lefiosas
L. En caracteristico, En flexibles, En ! En
caracteristico, , , , , aroma ,
.. . categoria | color marrén | categoria aroma categoria . categoria
Caracteristicas | color marron L. caracteristico,
Al, pero chocolate A2, pero | caracteristico, | A3, pero .. A4, pero
chocolate X . X . . color rojizo, .
. abiertas. uniforme a abiertas. | colorrojizoy | abiertas. abiertas.
uniforme a .. puede tener
" tonos rojizos, suele tener
tonos rojizos, algunas
. puede tener numerosas
y sin manchas.
algunas manchas.
manchas.
manchas.
Humedad
30 30 25 20

maxima (%)

Vainillina

1,6% a 2,4%
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Cuadro |V. Criterios de clasificacion de las vainas de vainilla en la finca Las Dos Manos

Vanilla Ltda. en Costa Rica (Varela, 2011).

. Tamaiio Vainillina Humedad N de
Grado Color y brillantez vainas por
(cm) (%) (%) :
kilogramo
Mini Café oscuro 14-15 2 20 -
Pequeiia | Café oscuro, brillante 16-18 2 20 155
Mediana | Café oscuro, brillante 19-22 2 25 90
Grande Café oscuro, brillante 23-26 2,5 25 78
Premium | Café oscuro, brillante >27 2,5 25 variable

Cuadro V. Calidad de vainilla beneficiada segin tamafo en el Rancho Santa Beatriz en

México (Hernandez-Hernandez et al, 2010).

Calidad Intervalo de longitud (cm)
Gourmet o extra 1 20-21,9
Gourmet o extra 2 18-19,9
Gourmet o extra 3 16-17,9

Superior 1 14-15,9
Superior 2 12-13,9
Picadura <12

3.6. Analisis de extractos de vainilla por medio de HPLC-UV

Para analizar los extractos de vainilla se dispone de diferentes técnicas de laboratorio desde
las cromatograficas hasta las isotdpicas segun el enfoque deseado (Hoffman & Zapf, 2011). La
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es una de las técnicas mas eficientes para la separacion
de sustancias y a la vez permite la identificacion y cuantificacion de analitos por medio del uso de

patrones y el espectro de absorcion si el detector usado es ultravioleta (UV).

Mediante esta técnica se busca una separacidn de compuestos por medio de una fase
estacionaria (polar o no polar), la columna, y una fase mévil que transporta la muestra. Las
interacciones no covalentes entre las dos fases y la disolucion inyectada permiten separar los
compontes segun su polaridad; aquellos con mayor afinidad a la fase estacionaria se desplazan mas
lento, generando una gradiente de velocidades entre los analitos (Barquero, 2004; Skoog et al.,

2010).
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Cada sustancia tiene su propio espectro de absorcién, al usar un detector UV es posible
diferenciar un compuesto de otro (Quesada, 2007). A manera de ejemplo, en la Figura 6 se
muestran los espectros de absorcidn de la vainillina (A) y el 4cido vanilico (B); este comportamiento
se mantiene a diferentes concentraciones. Como se ha mencionado, las vainas de vainilla
beneficiadas tienen un aroma complejo formado por gran nimero de compuestos, por lo que en

un cromatograma podrian coincidir el tiempo de retencidén de dos analitos diferentes, mas no su
espectro (Odoux, 2011).
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Figura 6. Espectro de absorcién de la vainillina (A) y el acido vanilico (B) en HPLC-UV
(Huesgen, 2011).

El uso de la técnica HPLC-UV para analizar de extractos de vainilla se encuentra

ampliamente documentada y se han implementado mejoras a lo largo del tiempo, cabe destacar
gue permite trabajar tanto con compuestos volatiles como aquellos que no lo son y un menor error
por interacciones entre los compuestos (Hoffman & Zapf, 2011; Ranadive, 2011; Cai et al., 2019).
Para el andlisis de los extractos, por su matriz y caracteristicas la longitud de onda de 280 nm tiene
buena selectividad para los diferentes metabolitos de interés pese a no ser la de mdaxima

absorbancia de todos los compuestos (Sujalmi et al., 2005; Waliszewski, Pardio & Ovando, 2006;
Huesgen, 2011).
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4. Materiales y Métodos

4.1. Localizacién
La caracterizacién fenotipica, los extractos de vainilla, la identificacién, la cuantificacion de
compuestos y el procesamiento de los datos se llevé a cabo en las instalaciones del Centro de
Investigaciones en Productos Naturales (CIPRONA), ubicado en la Ciudad de la Investigacion de la
Universidad de Costa Rica en Sabanilla, especificamente en el Laboratorio General y en la Unidad

de Equipos Analiticos.

La recoleccion de muestras se dio entre los meses de diciembre 2017 a marzo 2018. La
asignacion de muestras a un determinado sector geografico se hizo con base en la divisién por
regiones socioecondmicas de Costa Rica, las que contemplan factores econémicos, sociales,

politicos y geograficos (Decreto n.°7944, 1978).

4.2. Descripcion de la materia prima

La materia prima se compré directamente a los productores en las diferentes regiones. Se
analizaron vainas de vainilla en dos estados de procesamiento (verdes y beneficiadas) de tres
regiones productoras (Huetar Norte, Pacifico Central y Brunca) y correspondientes a las especies:
V. planifolia, V. pompona, V. hardiiy el hibrido Costa Rica (HCR). Las vainas se seleccionaron al azar
de acuerdo con el criterio de cada productor y se recolectaron de forma manual. En el caso del fruto

verde, el indicador de madurez es la presencia de tonalidades amarillas.

La materia prima recolectada se colocé en bolsas pldsticas protegidas de la luz, se colocé
en una hielera y se trasladd al CIPRONA. Las muestras verdes se almacenaron en congelacion (-
18 °Ca-20 °C), y las beneficiadas se mantuvieron en refrigeraciéon (4°C a 5°C) hasta el momento del
analisis. Posterior a la determinacién de humedad, se colocaron las muestras secas y molidas en

frascos color ambar (19 °C-20 °C) y resguardadas de la luz.

En la finca se recolectaron mediciones de temperatura y humedad relativa con un
termohigrémetro, asi como las coordenadas por medio de un dispositivo con sistema de
posicionamiento global (GPS). Se verificd la ubicacién de las fincas y se identificaron las tres

regiones seglin se menciond en la seccion 4.1. Se analizaron vainas de vainilla de 14 productores



22

distribuidos de la siguiente forma: 6 en region Huetar Norte, 5 en Pacifico Central y 3 en la regién
Brunca. El numero de muestras varié de acuerdo a la disponibilidad del material de cada productor.
La identificacion de cada especie la llevd a cabo previamente M.Sc. Amelia Paniagua (2018),
especialista en agroforesteria y silvicultura, que desde el aio 2006 ha trabajado desde el INISEFOR-
UNA con el cultivo de vainilla en sistemas agroforestales. En el Cuadro VI se detalla la identificacidon

previamente realizada para cada productor.

Cuadro VI. Especies de vainilla estudiadas segln el productor y la region de procedencia.

Regidn Productor Especie*

Hibrido HCR
Hibrido HCR
Hibrido HCR
Hibrido HCR
Hibrido HCR
Hibrido HCR
Hibrido HCR
Hibrido HCR
Hibrido HCR
V. planifolia

>

Pacifico Central

Huetar Norte

V. planifolia

V. hardii o “pincelito”

OlIT|I<|IPO|IZ| | R|—|<|O|lO|w

Brunca V. pompona
R Hibrido HCR

*Clasificacién a partir de la informacion suministrada por Paniagua (2018)

4.2.1. Codificacidon de las muestras de vainilla

Para la identificacion se asignd un cédigo de 5 caracteres a cada muestra:

e La primera letra corresponde al cddigo del productor, puede ser cualquier letra entre la A
ylaZ

e lasegunda se refiere al estado de la vaina: (V) verde o (L) beneficiada o curada.

e Los siguientes dos digitos corresponden al nimero de vaina, asignado al azar entre 01y el
12. Estas son las repeticiones por productor.

e El dltimo digito corresponde a la réplica de la extraccién, que estdn entre 1y 3.
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Es decir, si se presenta el cédigo AV012, este corresponderd a la extraccion o réplica 2 de

la vaina 01, en estado verde y del productor A.

4.2.2. Muestreo de las vainas de vainilla

En el Cuadro VIl se detalla la cantidad de vainas de vainilla verdes y beneficiadas utilizadas

en cada etapa. A cada vaina se le determind humedad y se le realizaron extractos por triplicado.

Cuadro VII. Vainas de vainilla muestreadas segun el analisis realizado.

Cantidad de Vainas Muestreadas *

Estado de Parala ..
Productor . g s s s Para la elaboracion
procesamiento | Para la clasificacion | determinacién de
de extractos
humedad

A Verde 10 5 4
Beneficiada 10 5 4

B Beneficiada 6 4 4
Verde 10 5 3

¢ Beneficiada 12 6 3
Verde 10 5 5

D Beneficiada 11 6 6
Y Beneficiada 11 6 6
J Beneficiada 11 6 6
K Verde 8 4 4
Beneficiada 10 5 5

L Verde 2 1 1
Beneficiada 10 5 5

M Verde 5 1 1
Q Beneficiada 12 6 6
Vv Beneficiada 10 5 5
H Verde 8 4 4
Beneficiada 4 4 4

0 Verde 2 1 1
Beneficiada 1 1 1
Beneficiada 6 4 4
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4.3. Materiales

Reactivos:

e Acetonitrilo grado HPLC

e Acido acético

o Agua destilada y desionizada

e Etanol

e Metanol grado HPLC

e p-hidroxibenzaldehido 98% Aldrich Chemistry

e Acetovainillona 298% Sigma Aldrich

e Acido p-hidroxibenzoico 299% Aldrich Chemistry, Reagent Plus®
e Acido vanilico 297% Fluka Analytical (HPLC)

e Acido p-anisico 299%, Sigma Aldrich

e Alcohol p-hidroxibencilico ®SAFC, Sigma Aldrich
e Alcohol anisico, natural 298%, Sigma Aldrich

e Alcohol vanilico 298% Sigma Aldrich

e  Etilvainillina 298% SAFC, Sigma Aldrich

e Guaiacol, natural 299%, Sigma Aldrich

e Vainillina 99% Sigma Aldrich, Reagent Plus®

e p-Anisaldehido, natural 98%, Sigma Aldrich

Equipos vy utiles de laboratorio:

e Bafio ultrasénico marca Branson®

e Dispositivo de posicionamiento global (GPS)

e Equipo HPLC marca Dionex®, modelo Ultimate 3000 (incluye inyector automatico, bomba,
detector y software)

e  Estufa gravimétrica PRECISION®

e Estufa con conexién de vacio NAPCO®

e Filtro de papel, Whatman N° 41, sin cenizas

e  Filtros de membrana de PTFE de 0,45 um

e Molino de cuchillas Janke & Kunkel IKA®

e Termohigrémetro VICTOR VC230A
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4.4. Caracterizacion fenotipica de las vainas de Vanilla spp. segun la region

productora

Se midié: largo, ancho y grosor de cada vaina, para lo que se empled una regla y un Vernier.
Segln lo recomienda la Norma Mexicana para la vainilla de consumo humano (SE, 2009). Se
considero el color, brillo, flexibilidad y defectos como rajadas, manchas y crecimiento de mohos en
la superficie de forma cualitativa por observaciéon. Este analisis se hizo a un nimero variable de
vainas (de 1 a 12) segun disponibilidad de cada productor. Los datos recolectados se evaluaron por
medio de una tabla de clasificacion, que se detallarda mas adelante, para conocer la cantidad de

vainas en cada categoria. A continuacién, se explican los criterios para la recoleccién de los datos.

4.4.1. largo, ancho vy grosor

En la Figura 7, se muestra una representaciéon de los puntos de medicién para el largo,
ancho y grosor (1, 2 y 3 respectivamente). El ancho y el grosor se midieron con Vernier y el largo
con una regla metalica, ya que la escala del Vernier no es tan amplia para medir la longitud de las

muestras. El grosor (3) se midié a la mitad del largo de la vaina.

- . 4 1
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e ires Semct -
A B

Figura 7. Vista lateral (A) y corte transversal (B) de una vaina de vainilla verde. Se indican
los puntos de medicidon para (1) largo, (2) ancho y (3) grosor. Elaboracion propia.

Los datos obtenidos de estas mediciones se sometieron a la herramienta de clasificacidn
gue se detalla en el apartado 4.5. Para evaluar las diferencias segun la regidn, el productor, la
especie y el estado de procesamiento los datos se analizaron mediante los ANDEVA
correspondientes a cada comparacion, con un 5% de significancia y se comparé por medio de una

prueba de Tukey (p<0,05) la presencia de diferencias significativas.
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4.4.2. Color

La determinacidon de color se hizo de forma visual apoyado con las escalas de color
presentadas en las Figuras 8 y 9. Para las vainas verdes se consideraron las coloraciones verde
oscuro, verde y verde con amarillo, que son sefialados por diversos autores como tonalidades
presentes a lo largo del proceso de maduracidn del fruto (Herndndez-Hernandez, 2011; Paniagua

& Garcia, 2013).

Verde Verde con amarillo

Amarillo
Verde oscuro

Figura 8. Cddigo de color para vainilla verde o no beneficiada basado en escalas.

Elaboracién propia.

Para la vainilla beneficiada se emplearon las categorias de color que menciona la Norma
Mexicana para vainilla de consumo humano (tonalidades de negro a café oscuroy claro). Se empled
la escala de color que se muestra en la Figura 9; la misma fue elaborada a partir de lo indicado en
la normal previamente mencionada (SE, 2009). Estas observaciones se realizaron una Unica vez y
los datos recolectados se evaluaron conforme a la teoria y por medio de la tabla de clasificacion
gue se detalla mds adelante; de esta forma se asignd la cantidad de vainas en las categorias de color

correspondientes.
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Café

Café claro

Café oscuro a
Negro

Figura 9. Cddigo de color para vainilla beneficiada. Elaboracién propia a partir de la Norma

Mexicana (SE, 2009).

4.4.3. Brillo

Las vainas beneficiadas de mejor calidad son brillantes, segin menciona De La Cruz,
Rodriguez y Garcia (2009). Por este motivo, para esta investigacion, las vainas se clasificaron por
observaciéon en dos categorias: brillantes u opacas. Los resultados de esta clasificacion se

consideraron también en el analisis de defectos en la seccion 4.4.5.

4.4.4. Flexibilidad

El fruto beneficiado debe ser facil de doblar, al enrollarlo en un dedo y soltarlo debe
retornar a la forma original sin romperse y debe presentar resistencia a la presién de los dedos sin
guebrarse. Este criterio es de importancia ya que es el que emplean los compradores y productores
como método empirico para definir si las vainas estan “listas” (SE, 2009; Hernandez-Hernandez et

al, 2010).

Se aplicé este criterio con base en la experiencia adquirida durante la visita a los
productores para la compra de la materia prima. Esta observacion se realizé una vez para cada
vaina y se clasificaron en dos categorias: no flexible (es toda vaina que se quiebre, se abra o excrete
alguna sustancia liquida) y flexible (toda vaina que no se quiebre ni se abra y tampoco excrete
sustancias en el proceso). Los datos recolectados se evaluaron por medio de una tabla de
clasificacidn, para obtener la cantidad de vainas en las categorias correspondientes. Los resultados

se contemplaron también para el analisis de defectos en la seccién 4.4.5
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4.45. Vainas con defectos

Se consideraron defectuosas aquellas vainas que presenten uno o mads de los siguientes
defectos: se encuentran parcial o totalmente abiertas en forma longitudinal, presentan moho
visible, se consideran opacas y aquellas que presentan lefiosidad (SE, 2009; Hernandez-Hernandez
et al., 2010). Con base en estas caracteristicas se determind la cantidad de vainas defectuosas

respecto al total. Para esto se empled la férmula que se presenta a continuacién:

) Vainas con defectos
Vainas defectuosas(%) = , * 100 [1]
Total vainas evaluadas

Los datos de las vainas se analizaron segun el lugar de proveniencia por medio de los
ANDEVA correspondientes a cada comparacion, se empled una significancia del 5% y se comparé
por medio de una prueba de Tukey (p<0,05) la presencia de diferencias significativas. Es importante
sefialar que las muestras con defectos, pese a esto, se emplearon en la elaboracion de los extractos

etandlicos.

4.4.6. Determinacion del contenido de humedad de las vainas de vainilla

En la literatura se menciona que las vainas verdes presentan 80% de humedad
aproximadamente, mientras las curadas deben contener entre un 25% a 30% de humedad como el
rango ideal para lograr el adecuado balance entre preservacién y calidad (Dignum, Kerler &
Verpoorte, 2002; SE, 2009). Para la determinacion se empled la metodologia gravimétrica de horno
al vacio por triplicado (ASTA, 1985). Los calculos correspondientes se realizaron de acuerdo con la

siguiente férmula:

masa inicial muestra — masa final muestra 1
*

Humedad (%) = ——
(%) masa inicial muestra

00 [2]

Posterior al andlisis, las masas secas, se molieron nuevamente y se almacenaron en frascos
color dmbar resguardadas de la luz y debidamente identificadas. Para cada vaina se determind un
valor promedio de humedad y un promedio general de humedad en vainas para cada productor.
Para analizar las diferencias de las muestras segun el estado de procesamiento, la region y el
productor de origen se realizaron los ANDEVA correspondientes con un 5% de significancia y se

comparo por medio de una prueba de Tukey (p<0,05) la presencia de diferencias significativas.
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4.5. Elaboracién de una herramienta para la clasificacion de la vainilla

costarricense

Debido a que existen diversos criterios para evaluar la calidad de las vainas beneficiadas de
vainilla, segun se presentd en los Cuadros I, lll, IV y V, en esta investigacién se planted elaborar una
herramienta que unificara estos criterios. Para realizar dicha herramienta se utilizé la informacién
de los cuadros mencionados y la informacidn recopilada anteriormente por Zuiiga (2017), para lo
gue se obtuvo un cuadro resumen. Se aplicaron los criterios de longitud y coloraciéon establecidos
en la herramienta para clasificar cada vaina beneficiada, para obtener la cantidad de muestras en

cada categoria ya sea por especie, region o productor de procedencia.

4.6. Identificacion y cuantificacion de los principales metabolitos aromaticos en

las vainas de Vanilla spp. de tres regiones productoras de Costa Rica

4.6.1. Obtencion de extractos de vainilla para la identificacion y la cuantificacion

de compuestos del aroma.

Se realizaron extracciones para 23 vainas verdes y 59 beneficiadas por triplicado. Se empleé
el procedimiento descrito por Arroyo (2016) con las modificaciones realizadas en el CIPRONA. La
extraccién se hizo en 10 mL de disolucién etandlica, por cada 0,0001 g de muestra. Las muestras se
colocaron en un bafio ultrasénico por 30 min a una temperatura 21 °C — 24 °C. Posteriormente se
filtraron en dos etapas, con papel Whatman N°41 por gravedad y con un filtro de

politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,45um.

4.6.2. ldentificacién y cuantificacion de los principales metabolitos aromaticos

4.6.2.1. Elaboracién de la curva de calibracion para metabolitos conocidos

Se inyect6 cada patrén por separado en el cromatdgrafo para determinar el tiempo de
retencion y el espectro de absorcidon del compuesto. Posteriormente, se elaboré la curva de
calibracion en concentraciones desde 2 ppm y hasta 400 ppm con 12 niveles. Cada dilucién de la
curva contiene los 12 patrones correspondientes: p-hidroxibenzaldehido, acetovainillona, acido p-

hidroxibenzoico, acido vanilico, acido p-anisico, alcohol p-hidroxibencilico, alcohol anisico, alcohol
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vanilico, etil vainillina, guaiacol, vainillina y p-anisaldehido. Se inyectaron las diluciones en el HPLC-
UV para construir una curva de calibraciéon, donde se relacionan las dreas obtenidas con las

concentraciones por medio de la ecuacién a partir de la recta de mejor ajuste.

4.6.2.2.  Analisis cromatografico de los extractos de vainilla

Los extractos se analizaron por medio de cromatografia liquida de alta eficacia, utilizando
un equipo de HPLC acoplado a un detector UV a partir del método descrito por Huesgen (2011) en
fase reversa con una columna C18, a A = 280 nm y modificaciones adicionales realizadas en el
CIPRONA. A los cromatogramas obtenidos, se les realizé una reduccidn del ruido de forma manual,

posteriormente se extrajo del equipo los datos de integracion (area bajo la curva).

La identificacion de los compuestos aromaticos se realizé a partir del tiempo de retencién
y el espectro de absorcién UV de los compuestos patrdon, determinados previamente en la curva de
calibracion. Aquellos que no coincidieron se les denomind “compuestos desconocidos” y se les
asignd un consecutivo de acuerdo con el tiempo de retencién (desconocido 01, desconocido 02,
etc.) y se incluyeron posteriormente en el PCA. Una vez concluido este analisis y se cuantificaron
los metabolitos en aquellos casos donde existe un patron de referencia, por medio de las

ecuaciones correspondientes a las curvas de calibracién.

4.7. Analisis estadistico de los datos experimentales

4.7.1. Compuestos no identificados y contenido de metabolitos aromaticos

Para evaluar las diferencias entre las areas bajo la curva de los compuestos no identificados
por medio de HPLC-UV, de acuerdo con el estado de procesamiento, la region, la especie y el
productor, se realizaron los ANDEVA correspondientes, empleando una significancia del 5% y se

compard por medio de una prueba de Tukey (p<0,05) la presencia de diferencias significativas.

De forma similar, se evaluaron las diferencias en el contenido de metabolitos aromaticos
de acuerdo con el estado de procesamiento, la regidn, la especie y el productor. Para esto se
realizaron los ANDEVA correspondientes a cada comparacidn, con una significancia del 5%, y para

la presencia de diferencias significativas se empled la prueba de Tukey (p<0,05).
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4.7.2. Ajustes de los cromatogramas para el analisis de componentes principales

Para realizar el analisis de los cromatogramas se normalizaron los datos experimentales de
forma que fueran comparables (Wu, 2012). En este caso se trabajé con areas relativas a la masa de

muestra para incluir tanto los compuestos identificados, como los desconocidos.

4.7.3. Analisis de componentes principales

Se realizé un PCA por medio del software SIMCA (version 13.0.3) con el fin de explorar la
posible correlacién entre las variables analizadas y la relacién entre las muestras estudiadas. Se
evalud el comportamiento de los datos, la presencia de muestras extremas, los agrupamientos y

comportamientos particulares de acuerdo con las variables evaluadas.

Para la construccion de los modelos se consideraron las caracteristicas fisicas, la especie, el
estado de procesamiento y la regién de origen. Se excluyé la variable “productor” debido a que no
generaba datos claros sobre tendencias en el comportamiento o en la comprensién del modelo. Se
analizo el ajuste del modelo, el nimero de componentes principales, y la presencia de muestras
extremas. Se selecciond el modelo que explicaba el mayor porcentaje de variabilidad de los datos

experimentales.
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5. Resultados

5.1. Determinacion de las caracteristicas fenotipicas de las vainas de Vanilla spp.

verdes y beneficiadas en tres regiones productoras de Costa Rica

5.1.1. Clasificacion de las vainas de vainilla beneficiada

A continuacion, en el Cuadro VIl se presenta la herramienta elaborada para la clasificacion
de los frutos de vainilla beneficiados, de acuerdo con los criterios de calidad y clasificaciones

existentes en la literatura.

Cuadro VIII. Herramienta empleada para la clasificacién de vainas de vainilla segun calidad.

Lareo Humedad
Categoria (cng1) Color Esperada
(%)
Ext 222 , .
Pre)r(nzzm 5195 Negro a café oscuro, brillante
Superior 1 217 L L 25-30
Superior 2 5145 Negro a café, brillante
Superior 3 212 Negro a café claro, puede presentar rayas o aberturas
Picadura <12 Negro a café claro, puede presentar rayas o aberturas <25

Elaboracién propia con base en: SE (2009), Varela (2011), Hernandez-Hernandez et al. (2010),
ZUfiiga (2017) e INTECO (2019).

En la Figura 10 se presenta la clasificacidon general de las muestras beneficiadas al aplicar la
herramienta elaborada. Se encontré que mas del 60% de las muestras se ubican en las mejores
categorias de calidad: “extra”, “premium” y “superior 1”. Tener un alto porcentaje de muestras en
estas categorias es un indicio del potencial de la vainilla de producciéon nacional, que puede

reflejarse en altos ingresos para las familias productoras con la herramienta de clasificacidon

elaborada.

En la categoria de menor calidad (“picadura”) solo se solo se ubica un 5,5% de las muestras,
siendo este valor menor a los datos reportados por Gassenmeier et al. (2008). Los autores sefialan

gue, en paises como Madagascar y Papua Nueva Guinea, principales productores a nivel mundial,
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durante la cosecha 2006-2007 reportaron de 20% a 35% de vainilla de baja calidad o “picadura”

(Gassenmeier et al., 2008).

35
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Figura 10. Cantidad de vainilla beneficiada en cada categoria con base al criterio de longitud.

En la Figura 11 se presenta la clasificacidn de las vainas de vainilla beneficiadas para cada
region. Las muestras evaluadas de la regién Pacifico Central presentaron un 55,3% de vainilla en la
categoria “superior 1” y en menor proporcidn “picadura”, “superior 3” y “extra”. Se puede extraer
de la Figura 11 que este es un producto mas homogéneo, ya que mas del 50% del producto se ubica
en una unica categoria. EI 80% de las muestras del Pacifico Central se encuentra entre las categorias
“extra”, “premium” y “superior 1”, y menos de un 3% en las categorias de baja calidad. Se puede
considerar que tanto las caracteristicas de la regidn, las practicas de curado y la especie cultivada,

podrian tener un impacto positivo en la calidad de este producto.

El comportamiento de las muestras varia para las regiones Huetar Norte y Brunca, esto
podria relacionarse a la diversidad de especies que conforman las muestras. En la region Huetar
Norte, las muestras se encuentran distribuidas entre las seis diferentes categorias; es un producto
mas heterogéneo, cuenta tanto con vainas de alta calidad en las categorias “extra” y “premium”,
asi como otras de menor calidad en “superior 3” y “picadura”. Las muestras de la regién Brunca se
encuentran en cuatro categorias, el producto de esta region es heterogéneo también. Las diversas
calidades presentes pueden relacionarse tanto a las caracteristicas de cada especie como el estado
de la planta, el momento de la cosecha o la variabilidad propia del cultivo (De La Cruz, Rodriguez y

Garcia, 2009; Paniagua & Garcia, 2013). Para entender mejor el comportamiento que se presenta
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en las regiones Huetar Norte y Brunca se recomienda aumentar el tamafio de la muestra e incluso
previo a esto, evaluar si las plantas estan en adecuadas condiciones para la produccidn vy si las

especies que se estan cultivando y las practicas de curado son apropiadas (Azofeifa et al., 2018).
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Figura 11. Clasificacién de vainas de vainilla beneficiadas segun la regidn de produccion en

Costa Rica con base en la herramienta elaborada. A) Pacifico Central B) Huetar

Norte C) Brunca.

Enla Figura 12 se detalla la cantidad de vainilla por categoria para cada productor evaluado.
Las vainas de V. pompona del productor O y las del HCR beneficiadas por L, son las que exhiben las
caracteristicas mas deseables. La vainilla O no presentd defectos, en cuanto a las muestras del
productor L, es importante que se verifique la madurez del fruto al momento de la cosecha y evitar

secar en exceso las vainas, asi mantendra mejores caracteristicas sensoriales, pues se encontro

lefosidad en las muestras.
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Figura 12. Clasificacién de vainas de vainilla beneficiadas para cada productor evaluado con

base en la herramienta elaborada. A) Pacifico Central B) Huetar Norte C) Brunca.

Las categorias “superior 1” y “superior 2” son calidades intermedias y se presentan en diez
de trece productores evaluados. Previamente se menciond que la vainilla del Pacifico Central posee
mayor cantidad de muestras en categoria “superior 1”. En la Figura 12 se aprecia como los

productores de dicha region (A, B, C, Dy Y) tienen mds del 40% de su producto en esta categoria.

En la categoria “superior 3” encontramos productores tanto de la regidon Huetar Norte
como de la Brunca y corresponden a diferentes especies de vainilla: V. planifolia, V. pompona, HCR
y V. hardii. En esta categoria se encuentran defectos que evidencian malos manejos durante el
beneficiado y frutos que sencillamente son de menor calidad Unicamente por ser mas pequefios.
Los valores correspondientes a “picadura” para las muestras de la region Huetar Norte (Figura 11)
son debido a los productores Vy Q. Ambos cultivan V. planifolia, las muestran tenian menor tamaiio
y evidenciaban falta de control en el beneficiado, pues presentan defectos en cuanto a flexibilidad
o lefiosidad y contenidos de humedad menores al 20%. Todo esto en conjunto se traduce en una

calidad pobre.
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5.1.2. Determinacion del largo, ancho y grosor de las vainas de vainilla

En el Cuadro IX se presentan las dimensiones promedio de largo ancho y grosor para las
vainas de vainilla verdes y beneficiadas de las regiones Huetar Norte, Pacifico Central y Brunca. De
acuerdo con esto, las vainas de vainilla verde no presentan diferencias significativas (p=0,599;
p=0,663; p=0,966) para el largo, ancho y grosor en las tres regiones estudiadas. Por su parte las
beneficiadas no presentan diferencias significativas (p=0,798; p=0,390) en cuanto a largo y ancho

por region.

En la regidn Brunca se identificaron tres especies: V. pompona, el Hibrido Costa Rica (HCR)
y V. hardii, también conocida como “pincelito”, mientras que en las regiones Huetar Norte y Pacifico
Central predomina el cultivo del HCR (Paniagua, 2018). De forma que la diversidad de especies en
conjunto con un reducido numero de productores de estas podria haber afectado el valor obtenido

para el grosor de las vainas de vainilla en la region Brunca.

Cuadro IX. Dimensiones promedio (largo, ancho y grosor) de vainas verdes y beneficiadas

de tres regiones de Costa Rica.

Regid Vainas de vainilla verde Vainas de vainilla beneficiada

egion

& Largo (cm) | Ancho (cm) | Grosor (cm) | Largo (cm) | Ancho (cm) | Grosor (cm)
Huetar 18432 1,5+04° | 1,2+0,2° 17+4° | 09+0,2° | 0,4+0,1°
Norte

Pacifico 20+2° 1,9+02° | 1,3+0,1° 18+2° | 1,240,2° | 0,44+0,07°
Central

Brunca 19+3° 1,8+0,7° 1,2+04° 17+£2° 1,4+0,6° 0,34+0,09°

Para cada columna, letras diferentes representan diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo a la
region.

Al comparar los dos estados de procesamiento, se encontrd que el grosor de las vainas
disminuye significativamente (p<0,05) después del beneficiado. Esto se asocia al proceso de curado,
donde el fruto pierde aproximadamente dos terceras partes de su masa en agua, generando a su
vez una disminucidn en el volumen. El punto final del proceso lo determina cada productor; esto
tiene impacto en la humedad final del producto, asi como en las dimensiones, masa y calidad de las
vainas (Xochipa-Morante et al., 2016). La literatura es poco especifica en cuanto a que se considera

mayor o menor grosor, pero sefiala en reiteradas ocasiones que el grosor puede variar segun la
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especie y que las vainas mas gruesas son de mejor calidad (De La Cruz, Rodriguez & Garcia, 2009;

Frenkel et al., 2011).

Para evaluar a mayor detalle las dimensiones de los frutos, en el Cuadro X se presentan los
valores promedio para cada especie evaluada, tanto en verde como en beneficiada. Entre las
especies en estudio, las dimensiones de largo, ancho y grosor presentan diferencias significativas
(p<0,05) para cada estado de procesamiento. Pese a que la diferencia entre categorias de
clasificacidn de la herramienta no es tan clara o evidente, no implica que todos los productos sean
similares. Si no que, en este caso, la dispersién entre los datos es alta. Cada productor presenté
vainas con diferentes dimensiones; estas variaciones se ven reflejadas en desviaciones estandar
que incluso superan el + 1 cm. La vainilla es un fruto, y al igual que en otros productos agricolas no
todos los frutos de la misma planta son idénticos en sus caracteristicas fisicas. Por esta razén se
generan diversas clasificaciones en cuanto a calidad (De La Cruz, Rodriguez y Garcia, 2009; Paniagua

& Garcia, 2013).

Cuadro X. Dimensiones promedio (largo, ancho y grosor) de las vainas verdes y beneficiadas

segln la especie.

Especie Vainas de vainilla verde Vainas de vainilla beneficiada
Largo (cm) | Ancho (cm) | Grosor (cm) | Largo (cm) | Ancho (cm) Grosor (cm)
V. planifolia ND ND ND 12+2° 0,8+0,2°¢ 0,4+0,1°
V. pompona | 22,2+0,3° 26+0,2% |1,67+£0,07°%| 22,0+£0,1° 2,6 £0,1° 0,360+ 0,001 2
V. hardii 16+2° 1,0+0,1¢ | 0,7+0,2°¢ 15+ 2 b 0,6+0,1°¢ 0,3+0,1"
HCR 20+2° 1,8+0,3° 1,3+0,1° 19+272 1,1+0,2" 0,44 £0,07°

Para cada columna, letras diferentes representan diferencias significativas (p<0,05) entre especies.
ND: muestras no disponibles.

Se encontraron diferencias (p<0,05) entre las especies identificadas tanto para las vainas
verdes como las beneficiadas y estos pueden estar asociados a caracteristicas propias de las mismas.
Los frutos de V. pompona son los de mayor longitud y ancho para ambos estados de procesamiento,
esto difiere parcialmente de la teoria ya que generalmente esta especie presenta vainas de 10 cm
a 17cm; sin embargo, son congruentes con un ancho superior a los 2,5 cm (Paniagua & Garcia, 2013).
Las vainas verdes de HCR son iguales en longitud a las de V. pompona, pero de menor ancho. Tanto
V. planifolia como V. hardii presentaron las menores dimensiones en cuanto al largo y al ancho de
las vainas evaluadas. Como consecuencia de esto, se espera que las vainas de V. pompona y del

hibrido se consideren de mayor calidad (Ranadive, 2011) y por tanto estos productores podrian
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obtener mayores ganancias por dicho producto si mejoran el procesamiento. Adicionalmente en la
seccion de Anexos, los Cuadros XV y XVI detallan las dimensiones de las muestras evaluadas segun

la regién y especie de origen.

5.1.3. Categorizacion de las vainas de vainilla por color

El color es una forma practica conveniente y sencilla para evaluar la maduracion de los
frutos. Para las vainas de vainilla verde, se consideraron coloraciones “verde oscuro”, “verde” y
“verde con amarillo”. En la Figura 13 se presenta la cantidad de muestras por categoria de color
para vainilla sin curar. En el estado dptimo de madurez, las vainas son verdes con coloraciones
amarillas en la zona apical (Paniagua & Garcia, 2013). El 42% de las vainas, respecto al total, son
color “verde oscuro”; es decir, no se cosecharon en el momento ideal y podrian generar un
producto beneficiado de menor calidad por una cosecha temprana. En este grupo se ubican frutos
provenientes de las tres regiones; los productores A, K y H poseen el 83% de las vainas con
coloracién oscura, lo que representa un 35% del total de vainas verdes evaluadas y por lo tanto una
gran cantidad de las muestras verdes evaluadas no estaban en las condiciones dptimas de madurez

para la cosecha.
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Figura 13. Cantidad de vainas de vainilla verde seguin cada categoria de color.
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Los frutos color “verde” y “verde con amarillo” podran desarrollar mejores caracteristicas
sensoriales durante el curado y representan el 58% de las vainas verdes evaluadas (Hernandez-
Hernandez et al., 2010; Hernandez-Hernandez, 2011; Odoux, 2011b). Es decir, hay tanto frutos que
han sido cosechados en el momento adecuado mejorando las condiciones para el beneficiado
posterior, como otros que se han cosechado antes de tiempo. Esto es relevante, ya que no solo
corresponde a una caracteristica fisica visible, sino que en esa etapa se da un aumento en el
contenido de vainillina glicosilada y de las enzimas glucosidasas necesarias para las reacciones de
hidrélisis que forman compuestos aromaticos importantes (Lapeyre et al., 2011). Es decir, si las
condiciones de madurez no son las adecuadas, los frutos beneficiados pueden presentar un menor

contenido de compuestos aromaticos.

En las vainas curadas, la coloracidn se considera una caracteristica diferenciadora en cuanto
a calidad, siendo las coloraciones oscuras las mas deseables (De La Cruz, Rodriguez y Garcia, 2009).
Se emplearon las categorias “café claro”, “café” y “café oscuro a negro” seguin la escala presentada
en la Figura 10. En la Figura 14 se representa la cantidad de muestras por categoria de color para el
producto beneficiado. El color café que desarrollan las vainas se asocia a la actividad de la enzima
polifenoloxidasa. La exposicion de los frutos a altas temperaturas por periodos prolongados acelera
el secado de las vainas, pero puede inhibir el pardeamiento por la desnaturalizacion de las enzimas
(Waliszewski et al., 2009). El 85% de los frutos beneficiados evaluados se encuentran en la categoria
“café oscuro a negro”, como resultado de un proceso de secado adecuado que permite el desarrollo

de caracteristicas de mayor calidad (De La Cruz, Rodriguez & Garcia, 2009). En este segmento se

encuentran representadas las vainas de las tres regiones evaluadas.
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Figura 14. Cantidad de vainas de vainilla beneficiada segln cada categoria de color.

5.1.4. Humedad de las vainas de vainilla

En el Cuadro Xl se presentan los resultados de la determinacidon de humedad realizada en
vainas verdes y beneficiadas de las tres regiones productivas estudiadas. No se encontraron
diferencias significativas (p=0,847) en cuanto al contenido de humedad de las muestras verdes de
las tres regiones evaluadas. La literatura reporta datos alrededor de 80% de humedad en vainas
verdes, por lo que los valores obtenidos corresponden con lo esperado (Odoux, 2011b; Pérez et al.,
2011). La vainilla beneficiada presenta diferencias significativas (p<0,05), siendo mayor el
contenido de humedad en las vainas del Pacifico Central y estas superan los valores recomendados.
De acuerdo con la norma INTE/ISO5565-1 (2019) la humedad apropiada es entre 20% y 30%. En
vainilla beneficiada, estos valores de humedad tienen asociada una actividad de agua (Aw) que
puede superar 0,85. Pese a que el deterioro por microorganismos se da a partir de 0,65 Aw, no es
comun que se presente deterioro durante el almacenamiento si se mantienen los valores de
humedad recomendados (Odoux, 2011b). Para mayor detalle del contenido de humedad, en el
cuadro XVII (seccién de anexos) se detallan los valores promedio para las muestras verdes y

beneficiadas segln su region y especie de origen.
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Cuadro XI. Contenido de humedad promedio para vainas verdes y beneficiadas de vainilla

de tres regiones productivas de Costa Rica.

Region Humedad promedio (g/100 g)
Vainas verdes Vainas beneficiadas
Huetar Norte 80+2° 22+10°
Pacifico Central 81+2° 40+14°
Brunca 78+8? 16+5°

Para cada columna las diferentes letras representan diferencias significativas (p<0,05) de acuerdo
con la region.

En la Figura 15 se muestra en detalle la humedad de la vainilla de cada productor. El alto
porcentaje de humedad en las vainas evaluadas del Pacifico Central podria deberse a falta de
conocimiento técnico del punto final del beneficiado. En este sentido es importante evaluar los
productos a comercializar ya que existe tanto un riesgo de deterioro microbiolégico como de
caracteristicas sensoriales (Dignum, Kerler & Verpoorte, 2002). La Norma Mexicana para la vainilla
de consumo humano (SE, 2009) y la Norma INTE/ISO5565-1 (2019) permiten un maximo de 30% de
humedad para asegurar la calidad del producto. El producto de V y K se encuentra dentro del rango
de 20% a 30%, ambos muy cercanos al limite inferior. Los productores A, Y, C, Q y D presentan
vainas con contenidos de humedad superiores al 30% por lo que no solo se expone el producto al
deterioro, si no que puede tratarse de un producto potencialmente no inocuo. La vainilla restante,
principalmente las muestras de la region Huetar Norte y Brunca, presentan humedades inferiores
al 20%. Se considera que debajo de este contenido de humedad el producto es de baja calidad pues
puede haber pérdida de la flexibilidad y del aroma por sobre procesamiento (Pérez et al., 2011).
Anteriormente se menciond que muchas de las familias productoras son de escasos recursos, y se
veran directamente afectados sus ingresos por un producto con un bajo peso y baja calidad. Se
puede trabajar sobre este aspecto limitando las horas del secado para disminuir la velocidad con

gue se da el mismo.
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Figura 15. Contenido de humedad en vainas de vainilla beneficiada seglin productor. Las
letras diferentes en la parte superior de cada columna indican diferencias

significativas (p<0,05). A) Pacifico Central, B) Huetar Norte y C) Brunca.

Es de importancia evaluar las condiciones de almacenamiento para evitar tanto la pérdida
como el aumento de humedad, segln corresponda en cada caso, para no comprometer la calidad
del producto. Se recomienda utilizar cajones de madera o metal con una cubierta de papel
encerado durante el acondicionamiento (Odoux, 2011b). Para mantener la humedad estable en los
frutos luego de este periodo, lo mejor es almacenarlas en empaques de pelicula multiple. Algunos
materiales recomendados son el celofan y polivinilo, ya sea que se empaque al vacio o no y se debe

procurar un sello adecuado en el empaque (Zamora et al., 2016).

5.1.5. Defectos fisicos presentes en las vainas de vainilla verdes y beneficiadas

En las muestras verdes evaluadas solo se presentd un defecto en el caso de una muestra
del productor C que se encontraba abierta en uno de sus apices. Se encontraron defectos en la
vainilla beneficiada de todas las regiones productoras, pese a no detectarse diferencias
significativas (p=0,587). Las muestras de algunos productores no presentaron defectos mientras
otras presentaban defectos en la totalidad de las vainas evaluadas. Estas discrepancias se

evidencian en la Figura 16.
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En la literatura se mencionan y se caracterizan los defectos que se pueden presentar en
este tipo de producto; sin embargo, la cantidad de defectos presentes estd mas relacionado al
seguimiento que dan los productores al proceso y las mejoras en el mismo (INTECO, 2019;
Hernandez-Hernandez et al., 2010; Ranadive, 2011; Paniagua & Garcia, 2013), por lo que es
importante evaluar lo sucedido en cada situacién y para asi mejorar la calidad del producto. Cada
region evaluada presenta vainas con algun tipo de defecto; esta situacién es esperable ya que los
productos agricolas tienen calidad variable (Grolleaud, 2002). De la vainilla de los 13 productores
evaluada, 6 presentan menos del 20% de defectos en las muestras. Las vainas de los productores

A, Y, Oy R no presentaron defectos.
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Figura 16. Defectos presentes en vainas curadas de vainilla segun los productores de tres

regiones de Costa Rica. A) Pacifico Central B) Huetar Norte C) Brunca.

En el Pacifico Central, la vainilla de dos productores presentd mas de 40% de vainas con
defectos mientras que la de 3 de 5 productores presentan menos de 10% de defectos en su
material; entre ellos lefiosidad, vainas no flexibles y algunas muestras estaban abiertas. En la regién
Huetar Norte las muestras del productor Q presentan la menor cantidad de defectos, mientras que
la vainilla de K y L presenté algun tipo de defecto en la totalidad del producto. Ambos grupos de
muestras presentaron lefiosidad y pérdida de flexibilidad. En las muestras de la regién Brunca, la

vainilla del productor H es la Unica que presenta defectos, ya que los productores O y R no.
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En la Figura 17 se presenta con mayor detalle |a distribucidn de los defectos en cada region.
En esta etapa se clasificaron y evaluaron mas de 100 vainas de vainilla de diferentes productores.
Las vainas del productor K fueron las Unicas que presentaron crecimiento de mohos, pese a tener
un bajo contenido de humedad (ver Figura 15). Segun lo sefialado por Odoux (2011b) para una
humedad del 20,6% aun se puede tener valores de Aw en los que se presente deterioro

microbioldgico por lo que se debe cuidar el punto final del secado al sol.

80
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®
> (0]
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‘s 40
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k) 30 30 B Moho
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] 2

0 4 4
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Figura 17. Cantidad de vainas beneficiadas con defectos, provenientes de tres regiones

productoras de Costa Rica.

El beneficiado en diversos paises coincide con la época lluviosa; sin embargo, en Costa Rica
pese a que se da durante la época seca, las regiones de produccion son lluviosas y/o de alta
humedad. Esto resulta en un gran problema pues el producto se encuentra expuesto al medio
ambiente cuando es mas susceptible a la contaminacién por microorganismos y dificulta la
disminucién de la humedad (Odoux, 2011b). El productor K puede tener dificultades en cuanto a la
manipulacion del producto durante el beneficiado, el almacenamiento o en ambas y la humedad

relativa de la regién podria tener un impacto negativo importante.

Este mismo productor presenta también vainas no flexibles y con lefiosidad. Esta ultima
caracteristica, la cual se asocia a vainas que se cosecharon antes de tiempo (Hernandez-Hernandez,

2010). Las vainas cosechadas de forma anticipada también son mas sensibles a infestaciones de
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Penicillium y Aspergillus y a su vez algunas especies de estos microorganismos son productores de
micotoxinas por lo que se considera apropiado reforzar los protocolos de higiene para las

superficies de contacto con alimentos y de los colaboradores (Sarter, 2011).

La vainilla de L es de las que presenta mayor longitud teniendo un alto potencial comercial;
sin embargo, presenta lefiosidad y pérdida de flexibilidad, que se puede asociar nuevamente a la
cosecha temprana (Hernandez-Hernandez et al., 2010) y al contenido de humedad menor al 15%
(ver Figura 16). Con un mejor manejo del beneficiado y de las condiciones de almacenamiento, el
productor L estard en capacidad de ofrecer un producto de alta calidad que le permita vender a un

mejor precio.

Las vainas abiertas se deben a la caracteristica dehiscente de la vainilla y corresponde a
frutos cosechados tardiamente o que no se realizd el “killing” apropiadamente. Este defecto se
presentd en las vainas de los productores del Pacifico Central y Huetar Norte (Hernandez-

Hernandez et al., 2010).

Segln Ranadive (2011), el brillo se asocia a los compuestos oleosos presentes en las vainas.
Las vainas opacas han perdido de forma superficial los compuestos oleosos, ya sea por defectos
durante el beneficiado o un almacenamiento inadecuado. Este defecto se presenté en las vainas de
todas las regiones estudiadas, por lo que se reitera que es importante mejorar las condiciones de
almacenamiento posterior al curado de las vainas y que mantengan mejores caracteristicas de

calidad previo a la venta (Zamora et al., 2016).

5.2.|dentificacion y cuantificacion de compuestos aromaticos por medio de la

técnica de HPLC

5.2.1. Metabolitos aromaticos identificados por medio del uso de patrones'y
espectro UV
En los Cuadros Xll y Xlll, se presenta el contenido promedio de los metabolitos aromaticos
presentes en vainilla verde y beneficiada para cada regidn estudiada segun la especie. La figura 21,
en la seccion de anexos, muestra un cromatograma donde se observa la representacion grafica de
los patrones (tiempo de retencidn y area) mediante el cual se hizo la identificacion y cuantificacidn

de los compuestos. No se identificé etil vainillina en las muestras, verdes o beneficiadas por tratarse
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de un producto de origen natural y no adulterado (Hoffman & Zapf, 2011). El anisaldehido, por su
parte, se esperaba en las vainas beneficiadas. Sin embargo, los aldehidos aparecen conforme se
avanza en el proceso de curado por la autooxidacién de acidos grasos, pero desaparecen pronto o
se encuentran como trazas; de forma similar sucede con la acetovainillona que tampoco se logré
identificar en las muestras (Odoux et al., 2011). El guaiacol no se identificé en las muestras verdes
evaluadas, pero si una pequena cantidad en las muestras de HCR de la regidn Huetar Norte; este
metabolito puede provenir tanto de reacciones enzimaticas como de las rutas de formacién de la

vainillina propiamente (Pérez, 2006; Odoux, 2011).

La vainillina fue el metabolito que se presentd en mayor concentracidén (p<0,05) en las
vainas verdes, asi como en las beneficiadas; coincidiendo con lo esperado segun la teoria (Dignum
et al., 2004). Las muestras beneficiadas de HCR presentaron concentraciones de vainillina
significativamente mayores (p<0,05) a las otras especies evaluadas (Cuadro XllI). Aun considerando
esto, el contenido promedio de vainillina de las vainas de HCR de la regién Huetar Norte son
inferiores a lo sefialado por la normativa (1,6% (SE, 2009)), por lo que se deben evaluar las practicas

de beneficiado para no perder el metabolito de mayor interés en el producto final.

Se realizé una comparacion entre vainas verdes y beneficiadas, encontrando que, de forma
general, los frutos verdes tienen mayor concentracion (p<0,05) de vainillina respecto a los
beneficiados. Esto se debe a que las vainas maduras sin beneficiar poseen una alta concentracién
de vainillina en forma glucosilada, como consecuencia del corte y molienda para procesamiento de
las muestras en el laboratorio y la actividad enzimatica presente en el fruto, la glucovainillina se
presenta en forma hidrolizada y aiin no se han dado las condiciones para la transformacion de esta

en otros compuestos como en las muestras beneficiadas (Odoux, 2006; Cai et al., 2019).
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Cuadro XIlI. Contenido promedio (m/v) de metabolitos presentes en vainas de vainilla verde por region y especie.

Concentracién (% m/v)

Metabolito Region Pacifico Central Region Huetar Norte Regidn Brunca Regién Brunca
HCR (n=36) HCR (n=18) V. hardii (n=12) V. pompona (n=3)
Vainillina 2+1° 2,5+0,6° 0,7+0,8° ND
Alcohol vanilico 0,1+0,7° 0,2+0,5° 0,02+0,02° ND
p-hidroxibenzaldehido 0,1+0,1° 0,3+0,1° 0,002 + 0,002 °® ND
Acido vanilico 0,01 +0,02° 0,04 £ 0,04 ® 0,002 £ 0,004 @ ND
Alcohol anisico ND 0,002 £ 0,009 ® 0,1+0,2° 0,9+0,1°

Alcohol p-hidroxibencilico ND 0,03+0,05° 0,1+£0,3° ND
Acido p-hidroxibenzoico 0,01 +0,02° 0,03 +0,05® ND ND

Acido anisico ND ND 0,02 +0,03° 0,09+0,02°2
Guaiacol ND ND ND ND
Acetovainillona ND ND ND ND
Anisaldehido ND ND ND ND
Etil vainillina ND ND ND ND

Letras diferentes para cada fila representan diferencias significativas (p<0,05). Analisis cromatografico realizado por medio de HPLC-

UV. ND: no detectado
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Cuadro XIIl. Contenido promedio (m/v) de metabolitos presentes en vainas de vainilla beneficiada, por regidn y especie de origen.

Concentracion (% m/v)
Metabolito Regién Pacifico | Regidon Huetar Reglzlr;rl-tlzetar Regi6n Brunca Regidén Bru:\ca Regién Brunca
Central Norte V. planifolia HCR (n=12) V. hardii V. pompona
HCR (n=69) HCR (n=48) (n=33) (n=12) (n=3)

Vainillina 1,6+0,5° 0,7+0,4° 0,1+£0,1°¢ 1,7+0,1° 0,3+0,3°¢ 0,031 £ 0,004 ©
Alcohol vanilico 0,02+0,1° 0,4+0,1° 0,02 £0,04° 0,06 £0,01° 0,002 £0,01° ND
p-hidroxibenzaldehido 0,1+0,1° 0,04+0,03°¢ 0,02+0,03°¢ 0,17+0,01° 0,02+0,04° ND
Acido vanilico 0,06 + 0,04 2 0,09+0,05° 0,02 +0,02 *© 0,09+0,01° 0,1+0,1% ND
Alcohol anisico 0,01+0,02° 0,001 + 0,009 ° 0,3+0,3° 0,11+0,08° ND ND
Alcohol p-hidroxibencilico 0,002 £ 0,02? 0,07+0,02° ND ND ND ND
Acido p-hidroxibenzoico 0,01+0,01° 0,01+0,023° 0,06 £ 0,08 ® 0,029 +0,01 *® 0,02 +0,02 ND

Acido anisico ND 0,01+0,02° 0,05+0,05° ND 0,01+0,01° | 0,030+0,005 *
Guaiacol ND 0,001 £ 0,007 ND ND ND ND
Acetovainillona ND ND ND ND ND ND
Anisaldehido ND ND ND ND ND ND
Etil vainillina ND ND ND ND ND ND

Letras diferentes para cada fila representan diferencias significativas (p<0,05). Andlisis cromatografico realizado por medio de HPLC-

UV. ND: no detectado
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El contenido de vainillina, de forma general aumenta durante el curado (Cai et al., 2019).
Sin embargo, el mismo proceso de curado, por la exposicion constante al sol y temperatura,
producen pérdidas de los componentes aromaticos (Frenkel et al., 2011). El sobre procesamiento
gue se evidencia en algunas muestras en los bajos contenidos de humedad, puede ocasionar

adicionalmente que el contenido de vainillina promedio sea inferior al 1%.

La vainillina puede experimentar reacciones quimicas que dan origen a otros compuestos
como el acido vanilico, alcohol vanilico y di-vainillina, entre otros (Hoffman & Zapf, 2011; Khoyratty,
Kodja & Verpoorte, 2018; Cai et al., 2019). La reduccion de la vainillina a alcohol vanilico podria ser
una de las razones por la que la concentracién de este compuesto es mayor que lo reportado por
Hernandez-Hernandez et al. (2010), en las muestras evaluadas. Un mayor contenido de este
compuesto no necesariamente tiene un impacto negativo sobre la calidad sensorial del producto;
de acuerdo con Pérez et al. (2006) es uno de los cinco compuestos de mayor impacto en el aroma,
incluso a concentraciones 1000 veces menores que la vainillina. Esta podria ser una caracteristica
diferenciadora del aroma en la vainilla de produccidn nacional, si las condiciones del procesamiento

favorecen estas rutas.

Se encontrdé una mayor cantidad (p<0,05) de p-hidroxibenzaldehido en los frutos verdes
gue en los beneficiados. La disminucion en su concentracidon en las muestras beneficiadas puede
relacionarse con un procesamiento inadecuado o con el origen de los frutos (Cai et al., 2019).
Gassenmeier et al. (2008), sefiala que las practicas de curado inapropiadas pueden generar bajos
contenidos tanto del p-hidroxibenzaldehido como del acido p-hidroxibenzoico y favorecer en su
lugar otros compuestos como el acido vanilico (Hernandez-Hernandez et al., 2010; Xochipa et al.,

2016).

El alcohol anisico se presentd en concentraciones superiores en las a lo sefialado por la
teoria (Cuadro |) para las muestras beneficiadas de V. planifolia (Hernandez-Hernandez et al., 2010;
Lepers et al., 2011). Por lo general los compuestos anisicos se presentan en mayor proporcidn en
la especie V. tahitensis (Lepers et al., 2011; Takahashi et al., 2013). La concentracion de estos
compuestos podria deberse a un beneficiado incorrecto, particularidades geograficas,
medioambientales, entre otros. Hoffman & Zapf (2011) reportan que, tanto el 4cido anisico como

el alcohol anisico se presentan en concentraciones inferiores a las 5 ppm. En las muestras evaluadas
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para todos los territorios, las concentraciones varian de 0 a 20 ppm, por lo que estos compuestos
pueden tener mayor relevancia en las caracteristicas sensoriales de la vainilla de produccién

nacional, favoreciendo notas dulces y a madera (Odoux, 2011).

En la vainilla beneficiada de las tres regiones se encontrd un contenido de alcohol vanilico
mayor a lo esperado (Cuadro I), mas no se presentaron diferencias significativas (p=0,07) para las
regiones y especies que se estudiaron. El acido vanilico no presenta diferencias claras en relacién a
la ubicacion geografica. Xochipa et al. (2016) menciona que las diferencias en el contenido de acido
vanilico se relaciona a las condiciones climaticas del sitio de cultivo. Sin embargo, esto aplica
Unicamente a muestras de diferente origen geografico con poca variacion en el acido p-
hidroxibenzoico y el p- hidroxibenzardehido (Ranadive, 1992), lo que sugiere en este caso, que la

concentracién de acido vanilico no se ve afectada por las diferencias geograficas.

En las vainas verdes, el p-hidroxibezaldehido se encuentra en cantidades significativamente
mayores (p<0,05) en la regiéon Huetar Norte. Las vainas beneficiadas del hibrido de las regiones
Brunca y Pacifico Central (Cuadro Xll), presentaron cantidades significativamente mayores (p<0,05)
de p-hidroxibenzaldehido respecto a las otras especies de las regiones estudiadas, pero en general
son bajas (Cuadro |). Por su parte el acido p-hidroxibenzoico se encuentra dentro de lo reportado
por SE (2011) y Xochipa et al. (2016), entre 58 a 1549 ppm. Venkitasubramanian et al. (2009),
sefialan que estos compuestos pueden seguir reaccionando y transformarse en guaiacol, acido p-
hidroxibenzoico e incluso alcohol vanilico, lo que disminuye la calidad sensorial del producto como
consecuencia de almacenamientos prolongados de las vainas. El guaiacol se presentd en bajas
concentraciones en los frutos beneficiados, mas no se evaluaron diferencias significativas ya que se

encontrd Unicamente en las muestras del hibrido de la regidon Huetar Norte.

5.2.2. Metabolitos no identificados presentes en los extractos de vainilla

En el Cuadro Xlll se presentan los metabolitos no identificados en vainas de vainilla verdes
y beneficiadas. A estos se les evalud la presencia de diferencias significativas entre las muestras
verdes y aquellas que si se encontraban beneficiadas. La identificacion de estos compuestos se
encuentra fuera del alcance de la presente investigacion. Pese a esto, la presencia de estas

sustancias en los cromatogramas se considera un hallazgo relevante, pues se requirid la revisién
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manual de mas de 100 cromatogramas, por lo que tampoco es un suceso aislado y podria ser de

interés para investigaciones futuras.

Cuadro XIV. Rango de areas bajo la curva en los cromatogramas determinados por HPLC-

UV, correspondientes a los metabolitos no identificados presentes en las vainas de

vainilla verdes y beneficiadas provenientes de tres regiones productoras de Costa

Rica.
. Tiempo de retencién Rango de areas (mAU*min)
Metabolitos (min) Vainilla verde Vainilla beneficiada

Desconocido 01 6,38 0,7 a54,7 0,1a62,9
Desconocido 02 7,73 0,5a226,1 0,1a513,5
Desconocido 03 9,14 0,1a12,2 0,2a23,6
Desconocido 04 10,46 0,5a12,1 0,2a17,0
Desconocido 05 12,60 34,8a126,4 0,6 a 64,0
Desconocido 07 16,28 0,4a6,5 0,1a20,7
Desconocido 08 19,63 0,3a7,7 0,2a9,2

Desconocido 09 24,44 0,1a2,9 0,01a4,9
Desconocido 10 25,22 0,1a3,3 0,03a23,9
Desconocido 11 27,91 0,1a1,4 0,01a3,91

Analisis cromatografico realizado por medio de HPLC-UV. A= 280 nm.

Las vainas de vainilla presentan actividad quimica, enzimatica y bioldgica, por lo que la

exposicion al ambiente, la radiacion solar e incluso microorganismos pueden variar su composicion

cualitativa y cuantitativamente. Los metabolitos no identificados son compuestos que en el andlisis

realizado por HPLC-UV coinciden en el tiempo de retencidn con un patron; sin embargo, el espectro

de absorcidn de este no coincide con la referencia. El nimero del consecutivo asignado para estos

metabolitos corresponde al tiempo de retencién del estandar, pero no coinciden en el espectro.

Ill

Por ejemplo, e

Desconocido 01” seria un compuesto similar o mezcla que coincide en tiempo de

retenciéon con el alcohol p-hidroxibencilico, pero no es este ya que el espectro UV no coincide.
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5.3. Analisis exploratorio de la relacion entre las variables fenotipicas, la
ubicacion y el estado de procesamiento de las vainas de vainilla sobre los

metabolitos aromaticos

Para evaluar la relacidn entre las variables, en esta etapa se trabajo con dreas relativas a la
masa, ya que no todos los metabolitos se identificaron y por ende no se pudieron cuantificar. Este
es un analisis exploratorio para evaluar posibles correlaciones entre las variables de estudio y el
comportamiento de las muestras de forma general, como base para estudios posteriores. Se buscé
establecer si existian comportamientos diferentes o agrupaciones con base en las regiones,

especies, estado de procesamiento, caracteristicas fisicas o productores.

5.3.1. Analisis de Componentes Principales (PCA)

En el primer modelo propuesto se evaluaron tanto las caracteristicas fenotipicas como
algunos de los compuestos presentes, conocidos y desconocidos, la regién y las especies. El modelo
ajusté 123 observaciones (82 vainas) para 23 variables, posee un r’= 0,42 y tres componentes
principales; en el Cuadro XVIIl en la seccién de anexos se detallan las variables incluidas. En la Figura
18, se presenta (A) la influencia de las variables en estudio sobre los componentes del modelo o

“loading plot” y (B) el “score plot” o las puntuaciones obtenidas para cada observacion en el modelo.

No se encontraron comportamientos o tendencias facilmente reconocibles para la mayor
parte de las observaciones. Esto podria ser debido a variables no controladas tanto en la vainilla
verde como en la beneficiada, por ejemplo: la edad de las vainas o el tiempo en que las mismas
fueron almacenadas por los productores luego del procesamiento (Odoux, 2006; Frenkel et al.,
2011; Paniagua & Garcia, 2013), e incluso el efecto de errores acumulados. En futuras
investigaciones se puede considerar el uso de muestras sometidas a controles mas estrictos de
maduracién, beneficiado, etc. Para esta investigacidn era de interés evaluar las muestras en las

condiciones de cosecha y procesamiento al momento en que se obtuvieron las muestras.

Las muestras de V. pompona, si presentan un comportamiento diferente a otras muestras.
En el anélisis de los extractos (Cuadro XIl y Xlll) se identificé alcohol anisico (0,90 + 0,1 % m/v) y
acido anisico (0,09 = 0,02 % m/v) en las vainas verdes y para las muestras beneficiadas bajas

concentraciones de vainillina (0,031 + 0,004 % m/v) y acido anisico (0,030 + 0,005 % m/v), que varia
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las caracteristicas sensoriales de estas muestras. Estudios previos realizados por Delgado, Salazar
& Herrera (2014) sefialan que esta especie presenta un menor contenido de vainillina en
comparacion a V. planifolia, los autores también mencionan que la composicidn quimica de V.
pompona es similar a la de V. tahitensis, por lo que la presencia de compuestos anisicos no es
anormal y favorece el aroma dulce y floral en las muestras (Lepers et al., 2011; Takahashi et al.,
2013). Asi también como se indicé en el Cuadro X, tanto las muestras verdes como las beneficiadas
presentaron mayores dimensiones en cuanto a el largo y ancho de las vainas. El efecto de estas
caracteristicas de relaciona con el “loading plot” (Figura 18A), donde se observa que las variables

favorecen la diferenciacién de estas muestras.

Si se evaluan especificamente las muestras del hibrido HCR de region Pacifico Central (P),
marcadas en celeste corresponden a vainas de los productores A, Cy D. Las muestras beneficiadas
poseen concentraciones significativamente mayores (p<0,05) de vainillina (1,6 £ 0,5 % m/v) y p-
hidroxibenzaldehido (0,1 + 0,1 % m/v) respecto a las vainas beneficiadas de V. planifolia, V. hardii
y V. pompona (Cuadro Xlll). Estos analitos de acuerdo con la Figura 18A, podrian estar favoreciendo
el comportamiento que se observa en la Figura 18B, de forma similar se refleja en la clasificacidn
gue se obtuvo para las muestras (Figuras 11 y 12) a partir de la herramienta discutida previamente
(Cuadro VIII). Se puede concluir que, pese a que las diferencias son poco claras, al contar con los
datos analizados previamente, se presenta una diferencia entre las muestras de V. pompona
respecto a las V. hardii y al hibrido en relaciéon con sus caracteristicas fisicas (Cuadro X) y las
concentraciones de metabolitos (Cuadro Xl y Xlll). Mientras que las muestras de HCR del Pacifico
Central, se podrian diferenciar levemente respecto a otras especies y regiones por su contenido de

aromatico.
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Figura 18. Influencia de las variables de estudio sobre los componentes del modelo (A) y la
puntuacion de las observaciones para los componentes (B), segln la regién y la

especie en estudio.
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En la Figura 19A se presenta la influencia de las variables de estudio sobre el modelo,
mientras que en la Figura 19B se muestran las puntuaciones de las observaciones de acuerdo con
los componentes principales. Se emplearon diferentes colores para evaluar el comportamiento de
las muestras en relacidn al estado de procesamiento. En la Figura 19B, es posible observar una
tendencia de la vainilla verde hacia el lado izquierdo y la vainilla beneficiada hacia el lado derecho.
Los frutos sin beneficiar presentaron grosores significativamente mayores (p<0,05) a la vainilla
beneficiada (seccidon 5.1.2), que a su vez se traduce como una masa mayor, ya que no han
disminuido aun el contenido de humedad (seccién 5.1.4). Adicional a esto, en el Cuadro Xl y seccion
5.2.1, las vainas verdes presentaron mayor proporcion de vainillina. Estas caracteristicas

concuerdan con la distribucién de las variables que afectan el modelo presentado en la Figuras 19A.

Los extractos de frutos beneficiados presentaron concentraciones significativamente
mayores (p<0,05) de acido vanilico e inferiores (p<0,05) para la vainillina y el p-hidroxibenzaldehido,
gue también podria relacionarse con la tendencia de estas muestras. Se puede considerar a partir
de esto y los defectos presentes en las vainas (Figuras 16 y 17) que parte del potencial sensorial se
ha visto afectado por el beneficiado de las mismas, por lo que nuevamente se sugiere evitar el sobre
procesamiento de las vainas y almacenarlas en un empaque adecuado, en un ambiente fresco y

resguardadas de la luz.

De acuerdo con la informacién del “loading plot” (Figuras 18A y 19A) se considerd que la
masa, el grosor y el ancho del fruto son caracteristicas relevantes para la diferenciacién de las
muestras, tal como lo menciona Gassenmeier et al. (2008) al referirse a la calidad de los frutos. Los
autores destacan que los criterios analiticos no reflejan la totalidad las propiedades de los extractos,
por esta razén se les deberia dar mayor importancia a las caracteristicas fisicas en las
investigaciones. También resultan de importancia la cantidad presente de los compuestos
desconocidos 01, 02 y 03 (Cuadro XIV). Estos compuestos podrian ser un apoyo para evaluar
modelos futuros en otros experimentos, en lugar de analizar las 9 estructuras que no se lograron

identificar en este estudio.
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Verde: Vainas sin beneficiar; Amarillo: Vainas beneficiadas

Figura 19. Influencia de las variables de estudio sobre los componentes del modelo (A) y la

puntuacion de las observaciones para los componentes (B), segun el estado de

procesamiento de las vainas de vainilla.
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El segundo modelo se realizé para las muestras de V. planifolia. Tomé en consideracion 33
observaciones (11 vainas) para 22 variables; el detalle de las variables incluidas en el modelo se
encuentra en el Cuadro XVIIl en la seccién de anexos. Al analizar estos datos por separado se obtuvo
un ajuste del 50,4%. Las muestras pertenecen Unicamente a la regidn Huetar Norte y se encuentran
beneficiadas. En la Figura 20 se presentan tanto la influencia de las variables sobre el modelo, asi

como la puntuacién para las observaciones de los productores Vy Q o “score plot”.

Se puede observar de forma mds simple una separacion entre los extractos de muestras de
ambos productores. Las muestras del productor Q presentaban un contenido de humedad del 40 %,
mientras que los frutos de V presentaron un 23 % de humedad (Figura 15). Esto podria favorecer
diferentes grados de actividad enzimdatica u otras reacciones que, junto a las diferencias en el
curado, resultan en muestras con comportamientos y caracteristicas diferentes (Odoux, 2006;
Frenkel et al., 2011; Podstolki, 2011). Debido a que, en este modelo, a diferencia del anterior (Figura
19A) caracteristicas como el grosor e incluso la masa no generan una diferenciacién importante de
las muestras. Si no que toman mayor relevancia el contenido de vainillina, pese a ser
significativamente menor (p<0,05) al de otras especies estudiadas (Cuadro Xl y Xlll), los
compuestos anisicos como el alcohol anisico y el acido anisico presentes en cantidades
significativamente mayores (p<0,05) a otras vainas beneficiadas (Cuadro Xll y XIll), y que segun se

ha mencionado pueden ser sefiales de un beneficiado inadecuado.
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Conclusiones

Las vainas beneficiadas de V. pompona y del hibrido HCR estudiadas, presentaron longitudes
significativamente mayores (p<0,05) a las muestras de V. planifolia estudiadas.

Mas del 50% de los frutos verdes evaluados son color verde oscuro, un indicador de madurez
insuficiente que puede afectar la calidad del producto final. Pese a la posibilidad de un
despezonado temprano, el 85% de las muestras beneficiadas evaluadas presentaron
coloraciones entre café oscuro a negro, asociado a los productos de mayor calidad.

Solo las muestras beneficiadas de dos productores se encuentran en el rango recomendado
para el contenido de humedad. Esto es de gran importancia ya que se relaciona directamente
con la calidad del producto

Las vainas evaluadas de todas las regiones presentaron defectos. Entre los defectos mas
comunes estan la lefiosidad, pérdida de flexibilidad y ausencia de brillo. Todos asociados a una
cosecha temprana e inadecuado procesamiento de los frutos.

Las muestras beneficiadas de HCR presentaron concentraciones significativamente mayores
(p<0,05) de vainillina comparadas con otras especies estudiadas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el contenido de compuestos anisicos y las
dimensiones de las vainas podrian ser caracteristicas diferenciadoras en el perfil de V. pompona
producida en la regién Brunca.

Las muestras verdes y las beneficiadas presentaron comportamientos diferentes en el analisis
de componente principales. Esto posiblemente relacionado a los cambios en las dimensiones

durante el curado y la transformacion que experimentan los metabolitos aromaticos.
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Recomendaciones

Para mejorar la calidad general (fisica como sensorial) del producto es importante capacitar a
los productores en temas de manipulacién de alimentos y de procesamiento.

Se recomienda definir puntos de control durante el curado y el uso de herramientas de f4cil
acceso como termémetros y crondmetros; asi como implementacién de una etapa de empaque
que proteja el producto terminado.

Para futuras investigaciones puede ser de utilidad el uso de un grupo control de vainas

beneficiadas en condiciones controladas.
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Cuadro XV. Dimensiones promedio (largo, ancho y grosor) de las vainas verdes segun la

especie y regién de origen.

Dimensiones (cm)

Region Especie
& P Largo Ancho Grosor
Huetar Norte HCR 18,82 1,59 1,24
Pacifico Central HCR 20,14 1,88 1,26
V. pompona 22,20 2,55 1,68
Brunca "
V. hardii 16,20 1,05 0,73

Cuadro XVI. Dimensiones promedio (largo, ancho y grosor) de las vainas beneficiadas segun

la especie y regién de origen.

Region Especie Dimensiones (cm)
Largo Ancho Grosor

Huetar Norte HCR 20,53 0,95 0,44
V. planifolia 12,60 0,83 0,43
Pacifico Central HCR 18,63 1,15 0,45
V. pompona 22,20 2,60 0,36
Brunca V. hardii 15,08 0,63 0,29
HCR 17,33 1,02 0,37

Cuadro XVII. Contenido de humedad promedio para vainas verdes y beneficiadas de vainilla

de tres regiones productivas de Costa Rica segln especie.

., ) Humedad (g/100 g)

Region Especie Verdes Beneficiadas
Huetar Norte HCR 79,9 16,2
V. planifolia ND 31,7
Pacifico Central HCR 81,1 40,4
V. pompona 70,7 16,6
Brunca V. hardii 86,4 12,4
HCR ND 18,9

ND: Muestras no disponibles
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Figura 21. Cromatograma obtenido a partir del analisis de HPLC-UV para ela mezcla de

patrones de 80 ppm de la curva de calibracion.

Cuadro XVIII. Variables incluidas para los PCA analizados en la seccién 5.3.1.

Variable Modelo 1 Modelo 2
Largo Si Si
Ancho Si Si
Grosor Si Si
Masa Si No
Anisaldehido Si Si
Acido anisico Si Si
Alcohol anisico Si Si
Vainillina Si Si
Acido vanilico Si Si
Alcohol vanilico Si Si
p-hidroxibenzaldehido Si Si
Acido p-hidroxibenzoico Si Si
Alcohol p-hidroxibencilico Si Si
Desconocido 01 Si Si
Desconocido 02 Si Si
Desconocido 03 Si Si
Desconocido 04 Si Si
Desconocido 05 Si Si
Desconocido 07 Si Si
Desconocido 08 Si Si
Desconocido 09 Si Si
Desconocido 10 Si Si
Desconocido 11 Si Si




