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CALIDAD DE VAINILLA (VANILLA PLANIFOLIA) EMPACADA BAJO
DIFERENTES CONDICIONES DE ATMOSFERAS MODIFICADAS

Ana Laura Zamora Flores M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN

El objetivo de este trabajo, fue conocer los cambios durante diferentes periodos de
almacenamiento de vainilla procedente de distintas empresas beneficiadoras. Este trabajo se
llevé a cabo en dos fases, en la primera se analizaron vainas procedentes de empresas
beneficiadoras, ubicadas en la zona de Totonacapan en el Estado de Veracruz, México, las
cuales se empacaron de forma individual en tres diferentes materiales (celofan, polietileno de
baja densidad y empaques al vacio) durante 10 meses. Para la segunda fase se seleccionaron
vainas procedentes de dos beneficios de la primera fase y se empacaron una y cinco vainas en
cuatro tipos de empaques: celofan, celofan doble, celofan - polietileno y celofan - vacio,
durante seis meses. Los resultados de la primera fase mostraron diferencias entre beneficios,
principalmente en el contenido de vainillina y humedad, y sin diferencias significativas con
relacion a la pérdida de humedad entre los diferentes empaques. Después del segundo mes de
empacado se presentd en general una pérdida de 20 % de humedad y un incremento del 1 % de
vainillina. En la segunda fase, los resultados mostraron que el empaque que conservo mejor
las caracteristicas de calidad de la vaina fue la combinacion de celofan - polietileno. Se
encontraron diferencias significativas entre empaques, con relacion a los cambios en la
concentracion de los compuestos principales entre una y cinco vainas empacadas. Los
tratamientos con una vaina presentaron un aumento del contenido de vainillina, mayor pérdida
de humedad y por lo consiguiente una pérdida de flexibilidad, asi como mayor contenido de
azUcares totales, principalmente glucosa y sacarosa. Mientras que los tratamientos con cinco
vainas conservaron su flexibilidad, porcentaje de humedad y actividad de agua, pero no hubo

incremento en el contenido de vainillina, ni 4-hidroxibenzaldehido.
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QUALITY OF VANILLA (VANILLA PLANIFOLIA) PACKAGED UNDER DIFERENT
CONDITIONS OF MODIFIED ATMOSPHERES

Ana Laura Zamora Flores M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

The aim of this work was to search the changes during different periods of storage of vanilla
from different curing companies. This work was carried out in two phases, the first one, the
vanilla beans from four curing benefits, located in the Totonacapan area in the state of
Veracruz, Mexico, were packed individually under three different materials (cellophane, low-
density polyethylene and vacuum packaging) for 10 months. In the second phase beans from
two curing benefits were packed lunch individually and in lots of five beans in four types of
packaging: cellophane, double cellophane, cellophane - polyethylene and cellophane -
vacuum, for six months. The results of the first phase showed differences between benefits,
mainly in the vanillin content and moisture, and without significant differences related to the
loss of moisture between the different packages. After the second month all the vanilla beans
package loss of 20 per cent of moisture and experience an increase of one per cent of vanillin.
In the second phase, the results showed that the packaging, which retained the best
characteristics of quality of the beans, was the combination of cellophane - polyethylene.
Significant differences were found between packaging with regard to changes in the
concentration of the main compounds between one and five pods packaged. Treatments with
one bean showed an increase of vanillin content, greater moisture loss and therefore a loss of
flexibility, as well as higher content of total sugars, primarily glucose and sucrose. While the
treatments with five beans retained their flexibility, percentage of humidity and water activity,

but there was no increase in vanillin content, nor 4-hydroxybenzaldehyde.

Key words: Vanilla planifolia, curing houses, packaging, vanillin
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ANEXOS

Curvas estandar de calibracion de los cuatro compuestos fenolicos
mayoritarios de la vainilla obtenidos por HPLC (cromatografia liquida
de alta resolucién). [Tiempo de corrida 26 min; fase mévil Hz3PO4 0.01M
: Metanol (75:25); velocidad de flujo de 1 mL min™ a 30 °C; volumen
de inyeccion de 10 pL; a 254 nm, detector UV/VIS; y columna
Brownlee Validated Aqueous C18 5u 250 x 4.6 mm].
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CAPITULO |
I. INTRODUCCION GENERAL

La vainilla (Vanilla spp) es considerada la segunda especia de mayor costo, después del
azafran (Bythrow, 2005). De acuerdo con el Fondo de Fomento a la Integracién de Cadenas
Productivas (FIDECAP), las especias son sustancias sazonadoras o aromatizantes de origen
vegetal, que se emplean como condimentos o para otros fines debido a su aroma 0 a sus

propiedades conservantes o medicinales.

La vainilla es originaria de Mesoamérica y se relaciona con la cultura Totonaca de la region
norte del Estado de Veracruz, México. En la actualidad, la mayor produccion de vainilla se
localiza en Indonesia, Madagascar, China, Paptua Nueva Guinea y México, en orden de
importancia (Dominguez, 2005, FAOSTAT, 2014).

En la Gltima década, la demanda de vainilla ha sido mayor que la oferta, por lo que representa
un cultivo de alto potencial como fuente de ingresos para los productores y beneficiadores, los
cuales dan un tratamiento de curado a las vainas, que consiste en un proceso de fermentacion y
secado, que a través de reacciones enzimaticas, permiten el desarrollo del aroma y sabor de la
vainilla (Havkin-Frenkel et al., 2004).

En vainas curadas existen mas de 200 compuestos volatiles, la mayoria de ellos en cantidades
traza. Los principales son: la vainillina, el acido vainillinico, el p-hidroxibenzaldehido y el
acido p-hidroxibenzdico, y su cuantificacion es un criterio importante para verificar la calidad
de las vainas y la autenticidad de los extractos de vainilla (Boyce et al., 2003; Cicchetti y
Chaintreau, 2009).

En orden de importancia, las cuatro caracteristicas que definen la calidad de las vainas son: el
aroma, la cantidad de vainillina, el tamafio de la vaina y el contenido de humedad. La vainilla
de mejor calidad es flexible y de aspecto brillante, lo cual indica un adecuado contenido de
humedad que, de acuerdo con la NMX-FF-074-SCFI-2009, oscila entre 25 y 38 %, mientras

que el contenido minimo de vainillina es del 2.0 %.



Debido a la gran demanda nacional y mundial de vainilla natural y a la falta de informacion
relacionada con los diferentes tipos de empaque y su relacion con los cambios en la calidad, el
presente trabajo tuvo por objetivo evaluar diferentes tipos de empaque (accesibles a los
pequefios y medianos productores-beneficiadores) y su efecto en las caracteristicas

organolépticas de la vainilla y cambios durante diferentes tiempos de almacenamiento.

La vainilla beneficiada que se analizé fue de la especie Vanilla planifolia L. Andrews calidad
Extra de la cosecha de 2013 para la primer fase de la investigacion y procedente de cuatro
beneficios ubicados en los municipios de Papantla y San Rafael en el Estado de Veracruz,
México; y de la cosecha 2014 para la segunda fase, procedente de dos beneficios del
municipio de Papantla. Los empaques empleados fueron bolsas comerciales de celofan,

polietileno de baja densidad, y para empacado al vacio.

I1. OBJETIVOS
General

Evaluar la efectividad de diferentes materiales de empaque en vainas de vainilla procedentes
de cuatro beneficios de la zona del Totonacapan, basados en el contenido de humedad y

compuestos aromaticos principales.
Especificos

e Conocer la calidad organoléptica de la vainilla procedente de diferentes beneficios de la zona
productora del Totonacapan, Veracruz.

e Evaluar el efecto de los diferentes empaques y tiempo de almacenamiento sobre las
caracteristicas organolépticas de la vainilla.

e Proponer las mejores condiciones de empaque y tiempo de almacenamiento para vainilla,

evitando las pérdidas de humedad y compuestos volatiles.



I11. REVISION DE LITERATURA
3.1 Caracteristicas de la Vainilla

La vainilla es una planta monocotiledénea de la familia Orquidaceae, la cual comprende 788
géneros y 18,500 especies. EI género en si comprende méas de 100 especies, pero la Vanilla
planifolia L. Andrews, es la Unica orquidea de importancia economica que produce frutos
comestibles, llamadas silicuas, que son unas cépsulas que una vez beneficiadas contienen un

principio aromético conocido como vainillina (Dignum et al., 2001).

La planta de vainilla es perene, trepadora, de tallo cilindrico y flexible, formado por nudos de
5 a 15 cm de longitud y de 1 a 2 cm de diametro, dispuestos en zig-zag; tiene raices
adventicias, tanto en la parte subterranea como en la parte aérea del tallo, brotando de los
entrenudos. Las hojas son flexibles, sésiles, elipticas, lanceoladas, suculentas, y se encuentran

de manera alterna a lo largo del tallo.

Las inflorescencias son simples de 8 cm de longitud, con 15 o 20 botones florales blanco
amarillento de un solo estambre, tres sépalos y tres pétalos, que abren en intervalos de 3 flores
al mismo tiempo (Figura 1a). La flor debe fecundarse manualmente para asegurar el amarre de
los frutos para la produccion comercial (Dominguez, 2005; Odoux y Grisoni, 2011) (Figura
1b).

(b)

Figura 1. Inflorescencia de la planta de vainilla (a) y polinizacion manual de flores (b)



La planta de vainilla tiene crecimiento vegetativo durante los primeros dos afos, al tercer afio
inicia su produccion (Hernandez, 2011). El fruto es una silicua dehiscente y unilocular de 15-
25 c¢cm de longitud y un peso de 10-15 g (Odoux y Grisoni, 2011). Presenta tres costados
concavos en forma cilindrica verde, y de color café cuando se realiza el beneficiado, que es
cuando se comercializa. Las vainas se cosechan aproximadamente nueve meses después de la
polinizacion (Dominguez, 2005; Garcia, 1999; Naturland, 2000) (Figura 2).

Figura 2. Vainas verdes de Vanilla planifolia. L. Andrews.

Puesto que las semillas son muy pequefias, presentan un embrion indiferenciado, tegumentos
duros y contienen inhibidores de germinacion (Azofeifa-Bolafios et al., 2014), la propagacién
para su explotacién comercial se hace en forma asexual por medio de esquejes seleccionados
de plantas sanas, cuyo tamafio varia de 60 a 100 cm de longitud o bien, tramos de ocho yemas

de brotes vegetativos (Dominguez, 2005; Hernandez y Sanchez, 2011).

3.2 Requerimientos Agroecoldgicos

La vainilla es una especie que prospera en un clima tropical calido hiumedo, con temperaturas
Optimas para el cultivo entre 20-30 °C con una humedad relativa mayor de 80 %. La altitud

propicia oscila de 0-600 msnm con una precipitacion media anual de 2000 a 3000 mm con
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una distribucién homogénea durante todo el afio y de dos a tres meses relativamente secos

para estimular la floracion de la planta (Herndndez, 2011).

Los suelos deben tener un pH de 5 a 7, con buen drenaje y contenido de materia organica
mayor al 20 %. Ademas, necesita un sombreado de 50 % la mayor parte del afio; en dias
nublados y con lluvia disminuye a 30 0 35 % para evitar condiciones favorables al desarrollo
de enfermedades, y en época seca con sol intenso, es recomendable una sombra de 50 a 70 %

que permita conservar la humedad del suelo y del aire (Dominguez, 2005; Hernandez, 2011).

Para el soporte de la planta se necesitan arboles tutores que dan sostén, sombra y materia
organica. Se usan principalmente arboles de naranjo, ya que sus ramas son resistentes y crecen
lateralmente, de manera que permiten soportar una buena cantidad y distribucion de bejucos,
evitando el sombreo entre ellos; ademas su follaje proporciona buena luminosidad durante
todo el afio, lo que hace posible que la planta crezca rapido y produzca al segundo afio de su

plantacion (Hernandez, 2011).

3.3 Diversidad

De las 110 especies de vainilla del género Vanilla distribuidas en el mundo, sélo tres son las
mas cultivadas: V. planifolia Jackson ex Andrews, V. pompona Schiede y V. tahitensis J.W.
Moore (Tapia-Ochoategui et al., 2011).

La V. planifolia es la mas importante desde el punto de vista econémico, ecoldgico y social, es
la Unica explotada para la industria y representa 95 % de la produccion mundial (Azofeifa-
Bolafios et al., 2014). Se cultiva en México, en las islas del Océano Indico y en Indonesia.
Esta especie, junto con la V. pompona Shiede o vainillén, tienen como centro de origen a
México, Costa Rica y Belice (Dominguez, 2005, Garcia, 1999). Dentro de la diversidad de V.
planifolia se encuentran las denominadas: mansa o verde; rayada también conocida como de

Tarro o de Acamaya; oreja de burro y la Cimarrona encontrada en la region del Totonacapan.

La V. pompona se cultiva en las Antillas menores, y la V. tahitensis se cultiva en la isla del

mismo nombre y en otras islas de Polinesia (Naturland, 2000).



3.4 Importancia Econémica Nacional y Mundial

Durante mucho tiempo la exportacion de vainilla fue una fuente de divisas importante para
México. A principios de la década de los 60°s se obtuvo un rendimiento de 232 t de vainilla
beneficiada colocandose en el segundo lugar a nivel mundial (FAOSTAT, 2014). Sin
embargo, debido a los altos precios, la creciente produccion de vainilla en Africa y Asia, y la
introduccion de vainilla sintética a bajos precios, elaborada con eugenol y guayacol, afecto la
produccién. Afortunadamente a principios de la década de 1980, surge en el mercado la
tendencia de consumo de productos alimenticios naturales y el uso minimo de insumos
quimicos, por lo que la demanda mundial de vainilla beneficiada empieza a incrementar (CAD
Project. 2003; Dominguez, 2005; Naturland, 2000).

El mercado nacional no es competitivo con los mercados internacionales, ya que los
voliumenes de produccion son muy bajos en comparacion con paises productores como
Madagascar e Indonesia (Dignum et al., 2001; FAOSTAT, 2014). A pesar de que las
referencias mas fidedignas mencionan a México como uno de los centros de origen de la
vainilla, que en algiin momento ocup6 el primer lugar en su produccion y comercializacién a
nivel internacional, segun datos de FAOSTAT (2014), para el afio 2012 ocupaba el quinto
lugar a nivel mundial con solo el 4 % (390 t), después de Papua Nueva Guinea (4.1 %), China
(13.7 %), Indonesia (34.5 %) y Madagascar (35.5 %) (FAOSTAT, 2012) (Cuadro 1).



Cuadro 1. Produccion de vainilla a nivel mundial.

Produccion (Toneladas)

Pals 1061 1970 1980 1990 2000 2010 2012
Madagascar 700 1200 977 1000 880 2900 3500
Indonesia 100 250 761 1262 1681 2600 3400
China 371 650 1300 1350
Papua Nueva Guinea 425 400
Meéxico 232 49 21 195 255 395 390
Turquia 100 270 290
Tonga 10 8 47 130 202 202
Uganda 10 10 10 7 33 250 170
Polinesia Francesa 193 15 3 15 35 44 60
Comoros 90 144 164 250 140 66 42
Malawi 14 20 20 20
Guadalupe 4 2 3 8 17 12 11
Zimbawe 20 10 16 11
Kenia 10 9 8 16 10
Reunioén 45 53 23 10 25 13 8
Islas Cook 2 2 3 3
Seychelles 4 1

Fuente: Elaboracion propia con informacion de http://faostat.fao.org

De acuerdo a los datos del Sistema de Informacién Agropecuaria de Consulta (SIACON,

2014), la superficie nacional cultivada con vainilla en el 2013, fue de 1,053.55 ha, con una

produccion de 462.8 t de vainilla verde, y un rendimiento promedio de 0.48 t ha. El principal

estado productor de vainilla es Veracruz, que aporta 71.8 % de la produccién nacional; en

orden de importancia siguen Puebla, Oaxaca y San Luis Potosi, que en conjunto aportan

alrededor del 30 % de la produccidn total, y Chiapas participa con solo 1 ha sembrada (Cuadro

2) (SIACON, 2014).



Cuadro 2. Produccion de vainilla a nivel nacional.

Estado Superficie Superficie Produccion Rendimiento

Sembrada (ha) Cosechada (ha) (t) (t hal)
Veracruz 740.00 676.00 332.56 0.49
Puebla 71.00 71.00 56.55 0.80
Oaxaca 145.00 145.00 51.56 0.36
San Luis Potosi 96.55 76.55 22.20 0.29
Chiapas 1.00

Fuente: Elaboracion propia con informacion de http://www.siap.gob.mx/vainilla/

La produccion anual mundial estd limitada y tiende a variar debido a cambios en las
condiciones climaticas, enfermedades, caida prematura del fruto, nutricion deficiente, escasa
transformacion para la comercializacion y la inestabilidad del mercado. Las causas que
ocasionan la baja produccién de vainilla en México son: presencia de enfermedades; manejo
deficiente de los cultivos; desconocimiento de los tipos de vainilla; falta de inversion de
capital en el establecimiento del vainillal y en su mantenimiento; caida prematura de fruto y el
manejo de una tecnologia adecuada a las caracteristicas agroclimaticas de las regiones de

cultivo.
3.5 Usos de la Vainilla

La vainilla es la Unica orquidea que se cultiva sin propdsitos ornamentales. Junto con los
aromas citricos y de menta, los aromas de vainilla son los més importantes en la industria
alimenticia. Es considerada a nivel mundial, el saborizante natural de mayor importancia en
industrias como la refresquera, tabacalera, reposteria, cosmética y perfumeria, y farmacéutica;
y tiene propiedades antioxidantes, antimutagénicas, antimicrobianas, anticancerigenas y
afrodisiacas; y puede ser usada como tratamiento natural contra la ansiedad (Bythrow, 2005;
Damirén, 2004; Dignum et al., 2001; Dong et al., 2014; Maskeri et al., 2012; Przygodzka et
al., 2014; Sinha et al., 2008).

Las vainas tienen un alto valor comercial y se usan completas, ya sea integras, rajadas o en
infusiones alcohdlicas. EI mercado europeo demanda la vainilla como saborizante en jaleas de

frutas o molida en azlcar. La industria de helados usa el extracto de vainilla a gran escala, y



también se usa en la elaboracién de chocolates, confiteria, alimentos horneados, bebidas

alcohdlicas y no alcohdlicas, en la industria farmacéutica, y también en perfumeria.

En México, la produccion de vainilla se destina a la obtencion de extracto alcoholico (35 %
alcohol), el cual se emplea en la fabricacion de licores, helados, refrescos, dulces, medicinas y
perfumes (Garcia, 1999; CAD Project, 2003).

Aunque sus principales usos se encuentran en la industria alimentaria, también se emplea en la
industria de cosméticos y perfumeria; en la industria farmacéutica para enmascarar el sabor
amargo de los medicamentos y como medicamento actuando como estimulante estomacal,
antidoto contra el veneno de plantas naturales, para contrarrestar la fiebre y aliviar el dolor de
estomago y como diurético. Inclusive la vainilla actia como estimulante aromatico, digestivo,
aperitivo y tonico cardiaco. Asimismo, se le puede emplear para aromatizar aceites que sirvan

para sazonar ensaladas y pescado, y como auxiliar para el histerismo.

También se considera dentro de la industria tabacalera como aromatizante de cigarros y puros;
e incluso se utiliza la vaina en actividades artesanales, pues tiene la propiedad de ser

decorativa y aromatizante, ademas de terapéutica y repelente (De La Cruz et al., 2009).

En cuanto a la vainilla de Tahiti (V. tahitensis) ademéas de contener vainillina contiene
piperonal que se utiliza sobre todo en la fabricacion de perfumes (Naturland, 2000; CAD
Project, 2003).

3.6 Indices de Calidad

De acuerdo con la Norma NMX-FF-074-SCFI-2009 (Productos no industrializados para uso
humano - Vainilla-(Vanilla fragrans (Salisbury) Ames - especificaciones y métodos de
prueba), la calidad aromatica de la vainilla en Mexico esta en funcion del contenido de
humedad y la concentracion de vainillina, y se divide en 4 grados de calidad: Extra, Categoria
I, 11y Il (Cuadro 3).



Cuadro 3. Clasificacion de vainas en base de los contenidos de humedad, vainillina y tamafio.

Grado de calidad

Especificacion ) ) )
Extra Categoria | Categoria Il Categoria Il

Gourmet  Gourmet Ordinaria Gourmet Ordinaria Ordinaria

% Humedad 25-30 25-30 20-24 25-30 20-24 15-20
% Vainillina 20-24 20-24 16-20 20-24 16-20 1.6
Tamaiio (cm) >20 >17.5 >15 <15

3.7 Proceso de Beneficio de la Vainilla

La vaina de vainilla carece de aroma al ser cosechada, por lo que debe someterse a un
laborioso proceso artesanal que involucra numerosas manipulaciones para que adquiera los
aromas deseados, brillo, color marron, consistencia ligera, modificaciones en la textura y sea

estable microbiolégicamente (Odoux y Grisoni, 2011; Tapia-Ochoategui et al., 2011).

El proceso de beneficiado no sélo involucra la deshidratacién de la vaina sino cambios en la
microestructura y reacciones enzimaticas, que llevan a la formacién de aromas y sabores,

siendo la enzima B-glucosidasa la més importante (Dignum et al., 2002).

El proceso del beneficio difiere entre regiones o paises, sin embargo generalmente consiste en
cuatro pasos: escaldado o matado, soleado/sudado, secado y acondicionamiento (Dignum et
al., 2001; Odoux y Grisoni, 2011). El proceso de beneficiado de la vainilla verde en México se
lleva a cabo por medio de dos métodos: el curado al sol, que consiste en exponer las vainas a
la luz del sol para su secado parcial y el curado al horno. El objetivo de ambos es promover la
actividad enzimatica, aunada a una deshidratacion paulatina para la formaciéon de aromas y
obtener un producto de facil conservacion. El proceso completo se lleva a cabo
aproximadamente en 3 0 4 meses (Garcia, 1999; Dignum et al., 2002; Waliszewski et al.,
2009).
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Los principales pasos del beneficiado de la vainilla son:

= Recepcion de la materia prima: Al llegar la vainilla verde en madurez fisioldgica se procede

a pesarla y colocarla en montones.

» Despezonado: Consiste en desprender el pedinculo floral.

= Clasificacion: Se separa de acuerdo a la madurez, color, tamafio y forma de la vaina.

= Encajonado: Se coloca en cajones de madera, generalmente de 60 cm de largo por 30 cm de
alto, para facilitar su manejo.

= Matado: El objetivo de este paso es detener el desarrollo vegetativo de las vainas verdes, e
iniciar la desintegracion del tejido de la pared, alterando la membrana celular, permitiendo el
contacto entre el sustrato y enzimas. La mayoria de las veces se realiza sumergiendo las
vainas en agua caliente durante 1 o 2 minutos.

= Horneado: Si se realiza el matado por este medio, se introducen los cajones en hornos, cuya
temperatura inicial es de 3540 °C, elevandola paulatinamente hasta alcanzar 60 °C, durante
24-48 h.

= Sudado: Las vainas son sacadas de los cajones y transportadas a patios de secado, donde se
acomodan sobre petates u otra superficie durante las horas de mayor incidencia de rayos
solares (Figura 3). Después de 10 a 22 ciclos de sudado - asoleado, se envuelven en mantas
para mantener el calor y la continua fermentacidn permitiendo, con estas condiciones de alta
humedad y temperatura, la actividad de las enzimas glucosidasa y oxidasas para el desarrollo
de compuestos aromaticos y adquieran un color café oscuro y una consistencia suave y
flexible.

= Seleccidn: Las vainas se dividen en sencillas o de cuerpo. Las primeras son las que presentan
una menor consistencia por haberse cortado tiernas.

= Secado: Se realiza a temperatura ambiente a no mas de 45 °C, en cuartos de secado
ventilados, con el fin de prevenir la formacion de hongos y reducir el contenido de humedad
(Figura 4). Se extiende aproximadamente un mes, hasta que las vainas hayan reducido
gradualmente su humedad de 85 % a niveles finales de 25-38 % (Kumar et al., 2010; Odoux
y Grisoni, 2011). La culminacion del secado ocurre cuando por el cambio de color en las
vainas del café oscuro que presentaba al ocurrir el sudado a color marrén, obteniendo una
apariencia brillante 'y aplanada, conservando flexibilidad. Este proceso dura

aproximadamente de dos a cuatro semanas.
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= Acondicionamiento: Las vainas secas se depositan en cajones 0 espigueros a temperatura

ambiente, en cuartos bien ventilados en donde se revisa para detectar incidencia de plagas o
enfermedades. En esta etapa, la vainilla puede durar en observacion hasta 15 dias y de no
presentarse ninguna alteracion, se deposita nuevamente en los cajones durante 30 o 45 dias
para una segunda revision. Si presenta indicios de insectos u hongos, se procede a darle méas
sudores y asoleos. Esta etapa es la que requiere mayor cantidad de tiempo (meses), y es
cuando ocurren reacciones quimicas como la esterificacion y degradacion oxidativa.

» Enmazado: Una vez clasificadas en base a parametros de calidad como tamafio, color, forma
y textura, se forman mazos o rollos de un didmetro de 14 cm.

» Envasado: Los mazos de envasan en latas forradas con papel encerado con capacidad de 40
mazos. Se etiquetan las latas, registrando su peso y clase, se tapan y se empacan en cajas de
madera. Si es para exportacion, se realiza en cajas de carton reforzadas. Si las vainas se
empacan en pequefias unidades destinadas al consumidor final, su envase debe protegerlas de
la pérdida de aroma y absorcion de olores y sabores indeseados, impedir tanto la pérdida
como la absorcion de humedad y ofrecer posibilidades de facil apertura y cierre de modo que
las vainillas en el envase se mantengan frescas (Garcia, 1999; Havkin-Frenkel et al., 2004;
Odoux y Grisoni, 2011; Waliszewski et al., 2009).

Figura 3. Asoleado de vainas en patio de secado.
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Figura 4. Cuarto de secado de vainas seleccionadas.
3.8 Composicion de la Vainilla Beneficiada

La fragancia de la vainilla surge de la vainillina la cual es su principal constituyente a nivel
cualitativo y cuantitativo; sin embargo, la presencia de pequefias cantidades de decenas de
otros compuestos aromaticos menores en la vaina proporcionan las cualidades distintivas que
no se pueden encontrar en los productos sintéticos de menor costo (Dong et al., 2014; Garcia,
1999; Sagrero-Nieves y Schwartz, 1988).

El aroma natural de la vainilla es una mezcla de mas de 200 compuestos volatiles en V.
planifolia incluyendo hidrocarbonos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, lactonas, &cidos,
terpenoides, éteres, y compuestos fendlicos y carbonilicos (Odoux y Grisoni, 2011). De esos
compuestos volatiles, cuatro compuestos son reconocidos como indicadores de calidad
comercial debido a las altas concentraciones y su participacion cualitativa y cuantitativa en el
aroma ya que representan el 97 % del total, siendo: (a) vainillina (3-metoxi-4-
hidroxibenzaldeido) en concentraciones de 1,000 - 20,000 ppm, (b) p-hidroxibenzaldehido
(2,000 ppm), (c) acido vainillinico (acido 4-hidroxi-3-metoxibenzdico) (2,000 ppm) y (d)
acido p-hidroxibenzoico (200 ppm) (Butehorn y Pyell, 1996; Cicchetti y Chaintreau, 2009;

Kumar et al., 2010; Salazar-Rojas et al., 2011), los cuales se encuentran en forma de
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glucédsidos sin aroma en las vainas verdes, por lo que es necesaria su hidrolisis para lograr su

desarrollo aromético (Odoux y Grisoni, 2011) (Figura 5).

La vainillina y el p-hidroxibenzaldehido son compuestos que estan altamente correlacionados

con la criterio de vainillina, lo cual es positivo y deseable; mientras que el acido vainillinico y
el &cido 4-hidroxibenzoico, junto con otros compuestos como el guayacol, estdn altamente
relacionados con el criterio ahumado/fendlico, que es un factor indeseable (Odoux y Grisoni,
2011).

CHO CHO COOH COOH
©\OCH3 © @ OCH, ©

OH OH OH OH
Vainillina p-hidroxibenzaldehido Acido vanillinico  Acido p-hidroxibenzoico

Figura 5. Estructuras quimicas de los cuatro compuestos mayoritarios en vainas curadas de vainilla.

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC por sus siglas en inglés High-
Performance Liquid Chromatography) es la técnica mas poderosa y preferida para la
cuantificacion de moléculas organicas debido a su simplicidad, sensibilidad, precision y
selectividad. Los métodos HPLC pueden adaptarse de acuerdo al problema que se tenga
usando varias estrategias tales como diferentes tipos de fases estacionarias, fases moviles y un
amplio rango de detectores selectivos. Esto hace a la HPLC adecuada para analisis de

componentes activos en extractos naturales.

Se han reportado varios métodos HPLC sobre separacion y determinacion cuantitativa de
vainillina y otros compuestos fenolicos relacionados en el extracto natural y artificial de
vainilla (Boyce et al., 2003; Jager et al., 2007; Waliszewski et al., 2006). Para la separacion de
varios componentes de la vainilla, las condiciones cromatogréficas del HPLC incluyen
generalmente el uso de una columna C18 de fase reversa. Ademas de la columna, la eficiencia
del anélisis HPLC depende también de la seleccion de la fase mdvil. Diversos reportes
muestran que el tiempo de elucion de vainillina llega hasta los 36 minutos a longitudes de

onda que van de 254 a 340 nm, ademéas se ha aplicado con éxito para el analisis de la
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composicion de diferentes especies de vainilla y para detectar la posible adulteracion en
saborizantes de vainilla (Sinha et al., 2008).

La vainillina (3 metoxi-4hidroxibenzaldehido) es el mayor compuesto de las vainas curadas de
vainilla, usada ampliamente en la industria alimenticia y no alimenticia. Este compuesto
fendlico es de interés por dos razones: la primera es por su relacion con la ruta del
fenilpropanoide y con los mecanismos de formacion de &cidos benzoicos, incluyendo el acido
4-hidroxibenzoico y el acido salicilico (acido 2-hidroxibenzoico); y la segunda es por su

importancia comercial y la posibilidad de producirla por biotecnologia (Walton et al., 2003).

Una de las caracteristicas mas importantes en V. planifolia es la actividad de la glucosidasa y
su alto contenido de glucovainillina (Odoux y Grisoni, 2011), la cual es el precursor directo de
la vainillina, y la calidad final depende de su contenido en la vaina verde (Dighum et al., 2002;
Odoux y Grisoni, 2011; Van Dyk et al., 2014); lo cual indica que la calidad aromatica de las
vainas curadas serd mayor si el proceso de beneficiado inicia con vainas maduras con alto
contenido de glucovainillina (Dignum et al., 2001). Sin embargo, la actividad de la -
glucosidasa es variable durante el curado, por lo que la formacion del aroma aparte de ser un

proceso enzimatico involucra la actividad de microorganismos (Dignum et al., 2004).

La hidrdlisis de los glucdsidos, precursores de los compuestos aromaticos, es la reaccién mas
conocida en el desarrollo de la calidad aromatica de la vainilla durante el curado, por lo que
una aglicona con propiedades olfativas se deriva de un glucésido sin aroma. Esta reaccion se
logra tanto quimicamente en condiciones &cidas, como enzimatica empleando una glicosidasa
(B-glucosidasa, si el azucar es glucovainillina). Esta enzima tiene mayor afinidad con los
glucésidos de vainillina, p-hidroxibenzaldehido y acido ferdlico, que con los de &cido
vainillinico, guayacol y creosol; y su actividad es mayor seis o siete meses despues de la
polinizacién (Dignum et al., 2004; Odoux y Grisoni, 2011).

Los compuestos glicosilados, precursores del sabor, se encuentran en el interior de la vaina, en
donde son secretados en la region placental alrededor de las semillas, mientras las enzimas
hidroliticas, que catalizan la liberacion de precursores de sabor, se localizan principalmente en
el exterior. La vainillina y sus intermediarios en la ruta biosintética de la vainillina (acido 4-

cumarico, 4-hidroxibenzaldehido y 3,4-dihidroxibenzaldehido) se producen en el tejido blanco
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interno, alrededor de los pelos glandulares, rodeando las semillas. Su acumulacion, esta
correlacionada con el crecimiento de las células ciliadas especiales (Havkin-Frenkel et al.,
2004).

La distribucion de la glucovainillina a lo largo de la vaina es: 40 % en el extremo final, 40 %
en la porcion central, y 20 % en el extremo del tallo. Mientras que la B-glucosidasa se localiza
principalmente en la regidn externa, lo que refuerza la necesidad de un adecuado matado para
establecer un contacto entre las enzimas y sus correspondientes sustratos, que resulta de la

desorganizacion de tejidos (Havkin-Frenkel et al., 2004).

Existen evidencias de que la ruta de vainillina-p-D-glucésido puede proceder del acido 4-
cumarico via 4-hidroxibenzaldehido, con la formacion del glucésido aunque no
necesariamente como paso final. Ademas de esta ruta propuesta por Walton et al. (2003), en

las Gltimas cuatro décadas se han propuesto diferentes rutas biosintéticas de la vainillina.

Una de ellas considera al acido hidroxicindmico como precursor del B-glucésido. Zenk (1965)
citado por Walton et al. (2003), y Odoux y Grisoni (2011) reportan que la vainillina y el &cido
vainillinico se derivan del acido ferdlico, reduciendo su cadena de tres carbonos a sélo uno
(Figura 6), lo que se conoce como ruta del ferulato (Havkin-Frenkel y Belanger, 2007). Funk y
Brodelius en 1990 proponen que el &cido caféico a través de una serie de metilaciones, una
demetilacion y una glucosilacién produce acido vainillinico (Figura 7), y este se reduce

posteriormente a vainillina.

Una evidencia mas propuesta por Kanisawa et al. (1994), citado por Odoux y Grisoni (2011)
indica que la biosintesis de vainillina puede ser mas compleja, relacionando los niveles de
compuestos fenolicos simples y sus glucosidos (Figura 8). En esta ruta el acortamiento de la
cadena de tres carbonos ocurre a partir del acido cumérico para dar lugar al 4-
hidroxibenzaldehido, el cual es hidroxilado y metilado para formar vainillina (Odoux y
Grisoni, 2011).
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Figura 8. Ruta biosintética propuesta por Kanisawa et al. (1994), con relaciones entre acido p-

hidroxicinamico, p-hidroxibenzaldehido y p-hidroxibenzoato.

Los componentes mas importantes en la parte volatil tienen un anillo aromatico y se derivan
de la ruta del fenilpropanoide. Muchos se encuentran en el fruto verde en forma de glicosidos

y no tienen propiedades olfativas (Odoux y Grisoni, 2011).

Ademas de las teorias mencionadas, Havkin-Frenkel y Belanger (2007) mencionan que la
vainillina es producto de la ruta del &cido shikimico, en la cual la fenilalanina o tirosina sufren
una deaminacion a C6-C3 fenilpropanoide, precursor de la vainillina (Figuras 9 y 10). En estas
rutas, el fenilpropanoide es seguido por una hidroxilacion y metilacion del anillo aromatico

para formar vainillina, lo que se conoce como la ruta del benzoato.
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3.9 Empaques

El empaque en atmosferas modificadas es una técnica de conservacion usada principalmente
para prolongar la vida de anaquel de diversos alimentos, y los principales materiales utilizados
son las peliculas plasticas. La caracteristica de barrera de las peliculas de materiales
poliméricos es su coeficiente de permeabilidad, bajo condiciones especificas de presion y
temperatura, por unidad de espesor y de superficie. En estructuras constituidas por peliculas de
varios polimeros (multicapas), la permeabilidad se aproxima a la de la capa menos permeable.
En la practica, la permeabilidad es un parametro basico para la evaluacion objetiva de las
propiedades de barrera y, por tanto, para la definicion de la aptitud para el envasado de los

materiales plasticos (Gonzélez-Aguilar et al., 2005).

Muchas peliculas no ofrecen todas las propiedades requeridas para un empaque, en muchas
ocasiones para proporcionar peliculas con un rango amplio de propiedades fisicas y bajos
costos, muchas peliculas individuales se combinan para obtener peliculas multicapa a través
de procesos como laminacion, recubrimiento, metalizacion y coextrusion para formar
estructuras complejas o laminadas, donde cada polimero proporciona una funcion especifica

como fuerza, transparencia y mejora en la transmision de gas (Mangaraj et al., 2009).

Existen mas de 200 polimeros bésicos, pero s6lo unos pocos se consideran importantes
comercialmente. Las principales familias de plasticos utilizados en la préctica son:
polietilenos, poliolefinas, polimeros estirénicos, polimeros vinilicos, poliésteres y poliamidas
(Gonzalez-Aguilar et al., 2005).

Los polietilenos son los polimeros de mayor utilizacion practica en el envasado de alimentos.
Existen polietilenos de baja densidad (LDPE: Low-Density Polyethylene), de media densidad
(MDPE) y de alta densidad (HDPE: High-Density Polyethylene); asi como polietilenos
lineales de baja densidad (LLDPE: Linear Low-Density Polyethylene) y polimeros de ultra
baja densidad (ULDPE). Los LDPE son los méas baratos y comunes, elaborados por
polimerizacion de etileno, son relativamente transparentes y es necesario el sellado térmico.
Los HDPE son polimeros de adicion lineal de etileno, mas rigidos que los LDPE., aunque
todavia flexibles y con poca transparencia.
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3.10 Aplicaciones de Atmosferas Modificadas y Peliculas Plasticas

Existen diversas investigaciones en las cuales se han aplicado diferentes tipos de empaques
con atmosferas modificadas a maltiples y variados productos tanto horticolas como chicharo
(Elwan et al., 2015), chile (Chitravathi et al.,2015; Ornelas-Paz et al.,2012; Singh et al.,
2014), tomate (Majidi et al.,2014), alcachofa (Ghidelli et al.,2015), esparragos (Li y Zhang,
2015; Simén y Gonzalez-Fandos, 2011), zanahoria (Liu et al.,2014), cilantro (Waghmare y
Annapure, 2015) calabaza (Manjunatha y Anurag, 2014), berenjena (Ghidelli et al.,2014);
como también fruticolas, por ejemplo pérsimo (Cia et al.,2006), cerezas (Esturk et al.,2012;
Padilla-Zakour et al.,2004), coco (Luengwilai et al., 2014), granada (Caleb et al., 2013), uva

de mesa (Lichter et al.,2005), uva pasa y ciruela pasa (Halouat et al.,1998), entre otros.

Asi como también en carnicos tales como chorizo (Fernandez-Fernandez et al., 2002),
pechuga de pavo (Nair et al., 2015), y carne fresca (Blana y Nychas et al., 2014; Thoden van
Velzen y Linnemann et al., 2008).

Dichos estudios se han realizado empleando sélo atmdsferas modificadas o su combinacién
con otras técnicas, como recubrimientos, manejo de temperaturas o sustancias preservadoras
para evaluar su efecto en el crecimiento microbiano, ampliacion de vida de anaquel o pérdida

de peso.
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CAPITULO I

CARACTERISTICAS DE CALIDAD DE VAINILLA PROCEDENTE DE
DIFERENTES BENEFICIOS Y CAMBIOS DURANTE EL ALMACENAMIENTO

RESUMEN

Se analizaron vainas procedentes de cuatro beneficios ubicados en el Estado de Veracruz,
México y se empacaron de forma individual, en tres tipos de material (celofan, polietileno de
baja densidad y empaques al vacio). Los resultados mostraron que existen diferencias en la
calidad de los diferentes beneficios, no mostrando una tendencia clara entre ellos, lo cual
denota una gran variabilidad entre los procesos de curado entre empresas. Por ejemplo hay un
méaximo de vainillina de 15,555 ppm y un minimo de 9,866 ppm; mientras que la mayor
variabilidad entre beneficios se muestra en el contenido de &cido p-hidroxibenzoéico de 52 a
350 ppm y &cido vainillinico de 286.1 a 732.8 ppm

Las variables que definieron la calidad de las vainas fue el contenido de vainillina y porcentaje
de humedad; no encontrando diferencias entre los diferentes tipos de empaque, ya que todos
presentaron pérdidas de hasta 20 % al segundo mes con un aumento de 1 % de vainillina.

Lo anterior se relaciona directamente con el tipo de matado de la vaina, ya que los diferentes
beneficiadores manejan tanto diferentes temperaturas como tiempos de inmersién en agua
caliente, lo cual afecta la hidrolisis de los compuestos aromaticos. Debido a que hubo pérdidas
significativas de peso, es necesario incrementar el nimero de capas de la pelicula para retener
la humedad y numero de vainas por empaque, para conservar las caracteristicas organolépticas

de las vainas.

Palabras clave: beneficios, matado, vainillina.
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. INTRODUCCION

El curado de las vainas de vainilla tiene el fin de producir un aroma agradable y caracteristico
a partir de vainas verdes con una madurez fisiologica de aproximadamente nueve meses.
Aungue es un proceso que Vvaria entre regiones o de un pais a otro, generalmente abarca cuatro
pasos principales: escaldado o matado, soleado/sudado, secado y acondicionamiento (Dignum
et al., 2001; Odoux y Grisoni, 2011). Cada una de estas etapas reviste gran importancia, pues
detiene la maduracion de la vaina verde y se inicia un proceso de acondicionamiento para la

obtencion de una vaina con color y aroma caracteristico de la vainilla.

La composicién de la vainilla procesada es variable y compleja, debido a numerosas variables
tales como especie, condiciones de crecimiento, composicion del suelo, madurez del fruto y
principalmente el tipo de beneficiado. Todas estas variables definen el contenido relativo de
los constituyentes quimicos en las vainas procesadas, lo cual hace dificil definir la

composicion tipica (De La Cruz et al., 2009).

Aunque existen diferencias entre los quimiotipos de la vainilla, la vainillina es el componente
mas abundante (20 g kg de vaina), ademas de que contiene otros compuestos, entre los que
destacan el acido vainillinico (1 g kg* de vaina), p-hidroxibenzaldehido (2 g kg de vaina),
acido p-hidroxibenzoéico (0.2 g kg de vaina), proteinas, azlcares, fibras como hemicelulosa y
celulosa, ceras, resinas, pigmentos, taninos, minerales y aceites esenciales (De La Cruz et al.,
2009).

El nivel de los aldehidos, vainillina y p-hidroxibenzaldehido y sus respectivos acidos (acido
vainillinico y &cido p-hidroxibenzoico), en vainillas curadas es usado como un indicador de la
calidad para propdsitos comerciales. Aunque estos compuestos en conjunto son importantes,
de forma individual no proveen la intensidad y caracteristicas de sabor de la vainilla (Pérez-
Silva et al., 2006). Sin embargo, a pesar de que el proceso de beneficiado de la vainilla se ha
realizado por cientos de afios en México, no existe informacion disponible que indique la
razon de las diferencias de calidad entre los diferentes beneficios, asi como los cambios que se

presentan durante el almacenamiento.
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Por lo anterior, el objetivo de esta fase fue evaluar los cambios en la calidad organoléptica de
vainas de cuatro beneficios de la region del Totonacapan, Veracruz, y los cambios quimicos
que experimentaron por un periodo de diez meses, empacadas bajo diferentes tipos de

peliculas plasticas simples (celofan, polietileno de baja densidad y empacado al vacio).

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material Vegetal

Las vainas recién beneficiadas se obtuvieron en mayo de 2013 procedentes de cuatro
beneficiadores ubicados en la zona del Totonacapan, Veracruz que fueron: (1) Primero de
Mayo; (2) Puntilla Aldama; (3) 20 soles; (4) Venustiano Carranza. Los beneficios 1, 3y 4 se
ubican en el municipio de Papantla de Olarte a 20° 27 36” N y 97°19°48” W, a 60, 180 y 100
m de altura, respectivamente. Mientras que el beneficio 2 se localiza en el municipio de San
Rafael a 20°11°23” N y 96°54°29” W y altitud de 20 m.

En esta etapa se evaluaron tres tipos de empaque con una sola vaina: a) bolsas de celofan
(Figura 11a); b) bolsas de polietileno de baja densidad (calibre 400) (Figura 11b); y c) bolsas
para vacio (FoodSaver™, Corea) (Figura 11c). Las peliculas se cortaron a una medida estandar
(23 cm x 10.5 cm). Los empaques de celofan y polietileno se sellaron con una maquina de
resistencia eléctrica, y las de vacio con una maquina de doble funcion (sellado y extraccién de
aire) (FoodSaver™, Corea). Las muestras se almacenaron durante 10 meses en cajas de carton
con tapa, donde el promedio de humedad relativa y temperatura fueron 41.2 % y 24.8 °C,
respectivamente. Cada dos meses se tomaron cuatro repeticiones de las muestras de los

beneficios 1y 3, y tres repeticiones de los beneficios 2 y 4 para cada tipo de empaque.
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d(0)

Figura 11. Empaques empleados en la primera fase de la investigacion con peliculas simples: (a)

celofan; (b) polietileno; y (c) vacio.
2.2 Variables

Se realizo un analisis inicial de las vainas de los diferentes beneficios. Se tomaron cinco
repeticiones de una vaina por beneficio (fecha cero), y en cada muestreo bimestral se tomaron
cuatro y tres repeticiones dependiendo del beneficio, hasta el mes décimo. En cada muestreo,
cada vaina se pesd y se cortd en secciones transversales de aproximadamente 1 cm, las cuales
se envolvieron juntas en papel aluminio y se colocaron en un congelador (0°C) por un dia,
excepto tres secciones, seleccionadas al azar que se emplearon para calcular el contenido de

humedad.

Humedad. La determinacién de humedad es un paso obligado en el anélisis de alimentos. Es
la base de referencia que permite comparar valores y expresarlos en base himeda o seca. Este
analisis se realiz6 por pérdida de peso, después de colocar las tres secciones de la vaina en un
horno mecanico de conveccion (Lab-Line Imperial V, Alpha Multiservices, Inc, USA), a 50
°C por siete dias.
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Compuestos fenodlicos principales. Para este estudio se siguid el proceso de extraccion e
inyeccion modificado de Cicchetti y Chaintreau (2009), para identificar la presencia y medir la
cantidad de los cuatro compuestos principales de la vainilla (4-hidroxibenzaldehido, acido 4-
hidroxibenzdico, vainillina y acido vainillinico) por medio de HPLC. El proceso de extraccion
consistié en sacar las vainas del congelador y molerlas con un molino de carga (IKA® A1l
basic). Después, se pesd 0.05 g de polvo y se coloco en viales de vidrio de 20 mL con tapa de
rosca. Se coloc6é un magneto y 18 mL de solucion etanol-agua destilada (1:1) (alcohol etilico
absoluto anhidro, grado HPLC, Karal®), la cual se prepar6 24 h antes y se mantuvo en
refrigeracion (4°C). La mezcla se agité por 30 min a velocidad 6 en una parrilla digital de
agitacion (Thermo Scientific™, Cimarec™, USA), y se colocd en refrigeracion por 24 h.
Posteriormente, las muestras se agitaron durante 5 min, también a velocidad 6, y se tomo6 un
mililitro que se filtr6 a través de un acrodisco (Titan, 0.045 um) y se colocé en un vial de
vidrio de 2 mL con tapa de rosca con septa pre-perforada. Los extractos de las muestras se
colocaron en el automuestreador del HPLC (Series 200, Perkin Elmer™) para inyectar 10 uL

a un caudal de 1 mL min.

Las condiciones del cromatografo fueron: temperatura del horno a 30 °C y 30 min de duracién
de cada corrida. La fase movil fue una solucion de &cido fosférico (HsPO4) al 0.01 M con
metanol (75:25); columna C18 5um 250x4.6mm, serie 08010034K (Perkin Elmer™), y
detector UV/VIS a 254 nm (Series 200, Perkin EImer™). La fase mavil, la solucion metanol:
agua y el agua empleados en el HPLC se filtraron con un sistema al vacio con matraz Kitasato,

filtros de 47 mm y tamafio de poro de 0.45 um (Titan).

Para la identificacion y cuantificacion de los compuestos fenolicos se emplearon sustancias
puras. La solucion estandar se prepar6 en una solucion etanol: agua (1:1) con 500 pug mL™ de
vainillina (3 metoxi- 4-hidroxibenzaldehido); y 100 pg mL™ de acido 4-hidroxibenzdico, 4-
hidroxibenaldehido y acido vainillinico (&4cido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico) (Sigma-Aldrich,
USA). A partir de esta mezcla se realizaron las diluciones necesarias para la obtencion de las
curvas de calibracion (Anexo A). Para el lavado de la columna se emple6 metanol:agua (1:1).

pH. Al extracto obtenido se le tomaron lecturas de pH con un potenciometro (HI 2211, Hanna

Instruments®).
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2.3 Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Se realizd6 una matriz con los coeficientes de correlacion de Pearson y los niveles de
significancia con el paquete estadistico SAS® v. 9.0. Ademas, se obtuvieron diagramas de

dispersion elaborados con Infostat v. 2011.

Se empled un disefo factorial de medidas repetidas (Correa, 2004), que considero los efectos
del tipo de empaque, beneficio, tiempo y las interacciones entre ellos, quedando el modelo de

la siguiente manera:

Yiiim=p+a;+ Bi+ (@B)ij + 7+ (@D + (BDjx + (@BD)iji + eiji
Donde:

Yijk: Variable respuesta

p: Media general

ai: Efecto del empaque i-ésimo; tal que i: celofan, polietileno, vacio

Bi: Efecto del beneficio j-ésimo tal que j: 1, 2, 3, 4

(ap)ij: Efecto de la interaccion del empaque i-ésimo y el beneficio j-ésimo
Tk Efecto del tiempo tal que k: 0, 2, 4, 6, 8, 10

(at)ik: Efecto de la interaccion del empaque i-ésimo y el tiempo k-ésimo
(Br)ji: Efecto de la interaccion del beneficio j-ésimo y el tiempo k-ésimo

(apr)ijk: Efecto de la interaccion del empaque i-ésimo, el beneficio j-ésimo y el tiempo k-
ésimo

gijk: Error de Yiijk con ~ N (0, 6)

Con las siguientes hipotesis estadisticas:

1) Hoiou=02=03=0 vs Ha: al menos un empaque es diferente

2) Ho:P1=P2=P3=P4=0 vs Ha: al menos un beneficio es diferente

3) Ho:auPr=ozP2=...=a3Psa=0 vs Ha: Existe interaccién entre empaque y
beneficio

4) Hom=n=..=1t%=0 vs Ha: al menos un tiempo o fecha es diferente
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5 Ho:wumi=oet2=...=o03t6=0 vs Ha: Existe interaccion entre empaque Yy

tiempo

6) Ho:Piti=Por2=...=Pat6=0 vs Ha: Existe interaccion entre beneficio y
tiempo

7) Ho:oipiti=ooPot2=...=a3Pats =0 vs Ha: Existe interacciébn entre empaque,

beneficio y tiempo

Y finalmente, se analizaron los procedimientos para evaluar las tres estructuras de covarianza
para las dos variables respuesta principales: vainillina y humedad, ya que la calidad de la
vainilla generalmente se evallGa con el porcentaje de humedad de la vaina y el contenido de

vainillina.

111l RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Diferencias entre Beneficios

La composicién de la vainilla procesada es compleja debido a numerosas variables tales como
especie, condiciones de crecimiento, nutricion del suelo, madurez del fruto y, principalmente,
por las diferencias en el método de curado, lo cual hace dificil definir y generalizar la

composicion tipica (Rao y Ravishankar, 2000).

Salazar-Rojas et al. (2011) resumen que las concentraciones promedio de los cuatro
compuestos principales en V. planifolia son: vainillina (10,000 — 20,000 ppm), p-
hidroxibenzaldehido (2,000 ppm), acido vainillinico (2,000 ppm) y &cido p -hidroxibenzéico,
200 ppm. Sin embargo, reporta que en 25 muestras de vainilla cultivadas en la zona de
Totonacapan Puebla-Veracruz, el contenido medio para estos compuestos es: 13,700
(vainillina); 460 (p-hidroxibenzaldehido); 587 (acido vainillinico) y 80 ppm (p-

hidroxibenzoico) para los mismos compuestos.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran un maximo de vainillina de 15,555 ppm y
un minimo de 9,866 ppm; mientras que la mayor variabilidad entre beneficios se muestra en el
contenido de acido p-hidroxibenzéico de 52 a 350 ppm y &cido vainillinico de 286.1 a 732.8
ppm (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Promedios de los valores de los cuatro compuestos principales para los cuatro

beneficios analizados.

Beneficio Ac. p-hidroxibenzoico p-hidroxibenzaldehido Ac. Vainillinico Vainillina
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1 1843 ¢ 5442 a 3770 b 21,200 a
2 350.1 a 605.0 a 671.1 a 14,900 ¢
3 52.6 d 498.6 b 286.1 ¢ 18,800 b
4 2928 b 440.8 ¢ 732.8 a 20,200 a
Valor minimo 17.2 300.6 238.4 4,000
Valor maximo 1,220.9 1,501.1 2,468.2 31,500
Coeficiente de variacion 68.5 33.6 49.7 25.6
Desviacién estandar 244.9 278.6 435.9 05
NOM-182-SCFI-2011 58-100 219 - 498 411-861 Minimo 20,000

Con la matriz de correlaciones obtenida, de manera general podemos ver aunque son bajas, la

mayoria son significativas. Las mayores correlaciones corresponden a &cido 4 hidroxibenzdico

- &cido vainillinico (0.83); humedad — vainillina (-0.70); y humedad — 4 hidroxibenzaldehido

(-0.59) (Cuadro 5); correlaciones que se representan en los diagramas de dispersion mostrados

en la Figura 12.

Cuadro 5. Matriz de correlacion de las variables evaluadas (correlaciones y niveles de

significancia).

Humedad Acido 4-hidroxibenzaldehido Acido Vainillina
4-hidroxibenzéico Vainillinico

Humedad 1.00 -0.25 -0.59 -0.42 -0.70
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Ac. 4-hidroxibenzoico -0.25 1.00 0.44 0.83 0.07
<.0001 <.0001 <.0001 0.2171
4-hidroxibenzaldehido -0.59 0.44 1.00 0.32 0.47
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Ac. Vainillinico -0.42 0.83 0.32 1.00 0.24
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Vainillina -0.70 0.07 0.47 0.24 1.00

<.0001 0.2171 <.0001 <.0001
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Figura 12. Diagramas de dispersion de &cido 4 hidroxibenzdico—acido vainillinico (A), humedad—

vainillina (B), y humedad—4 hidroxibenzaldehido (C), con correlaciones de 0.83, -0.70 y -0.59,

respectivamente.

En lo que respecta a las tres estructuras de covarianza evaluadas para la variable vainillina

para el modelo factorial de medidas repetidas, el menor criterio Bayesiano (BIC- Schwarz’s

Bayesian Information Criterion) obtenido fue de 122.1, correspondiente a la estructura

simétrica compuesta, contra 135.9 el de sin estructura, y 123.6 del de la autorregresiva. De

esta manera, se considera que la mejor estructura para el analisis de medidas repetidas de los

datos de esta variable, es la simétrica compuesta.

Esta estructura es adecuada cuando las lecturas en todos los tiempos tienen la misma varianza,

es decir, que a través del tiempo las medias tienen la misma variabilidad y todos los pares de

medidas en la misma unidad experimental tienen correlacién (Correa, 2004).
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Dentro de esta estructura, en el analisis de varianza puede observarse que los efectos
significativos son el beneficio (B), el empaque (E), el tiempo, y las interacciones B*E y
B*Tiempo; con valores de Pr > F menores de 0.05. Mientras que los efectos que no resultaron

significativos fueron las interacciones E*Tiempo y B*E*Tiempo (Ver anexo B).

En cuanto a las diferencias de los minimos cuadrados de este andlisis, al comparar los valores
de significancia entre los diferentes tratamientos, tenemos que, en cuanto a la comparacién
entre los beneficios 1 y 4, éstos no son significativos (0.0858), lo que indica que son los

beneficios mas parecidos entre ellos.

En lo que respecta a la variable humedad, el menor Criterio Bayesiano con valor de 810 se
obtuvo en el modelo sin estructura, contra 966 el de estructura simétrica compuesta, y 967.5
de la autorregresiva, lo cual indica que la mejor estructura para el analisis de medidas

repetidas de los datos de humedad, fue la no estructurada.

En esta modelacion se trabaja con una estructura abierta, sin realizar ningun supuesto sobre
igualdad de varianzas o correlaciones. Aunque tiene la desventaja de que no aprovecha las

tendencias de varianzas y covarianzas en el tiempo (Correa, 2004).

Dentro de esta estructura, y al analizar su andlisis de varianza (Anexo C) puede observarse que
los efectos significativos son el beneficio (B), el empaque (E), el Tiempo, y la interaccion
B*Tiempo; con valores de Pr > F menores de 0.05. Mientras que los efectos que no resultaron

significativos fueron las interacciones B*E, E*Tiempo y B*E*Tiempo.

En cuanto a las diferencias de los minimos cuadrados de este andlisis, al comparar los valores
de significancia entre los diferentes tratamientos, se observa, en cuanto a la comparacién entre
los beneficios 1y 4 éstos no fueron significativos (0.7298), asi como el 2 y 4 (0.0979), lo que

indica que son los beneficios més parecidos.

Ranadive (1992), citado por Salazar-Rojas et al. (2011), observé al comparar las
concentraciones de los cuatro compuestos principales de vainilla desarrollada bajo condiciones
controladas de madurez del fruto y proceso de curado, que la composicién de las vainas

variaba en el contenido de vainillina y acido vainillinico, mientras que la variacion no fue tan
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significativa en el contenido de p-hidroxibenzaldehido y &cido p-hidroxibenzobico. Estos
autores concluyeron que el origen geografico, madurez del fruto y método de curado afectaron
la concentracion de vainillina y particularmente la del &cido vainillinico, pero no los
contenidos de p-hidroxibenzaldehido y acido p-hidroxibenzoico (Salazar-Rojas et al., 2011).

Los resultados de este trabajo muestran una gran variabilidad entre beneficios, atribuido a las
diferencias entre cada etapa del proceso de curado. Mientras que los beneficios 1y 2 llevan a
cabo procesos de enfriamiento (el beneficio 1 después del primer sudado, y el beneficio 2 al
final de todos los sudados), el beneficio 3 no lleva a cabo este proceso. Es importante recordar
que el proceso de beneficio en México es artesanal, por lo cual la variacion de tiempos y
temperaturas entre beneficiadores, se debe en parte a la cantidad de vainas procesadas y

decisiones del maestro beneficiador producto de su experiencia.

El paso méas importante del curado es el matado, ya que el desarrollo del sabor complejo de la
vainilla depende principalmente de este paso. Todos los beneficios analizados lo Ilevan a cabo
después del despezonado, pero con diferentes temperaturas y tiempos, lo cual pudiera estar
afectando el proceso de fermentacion durante el curado. De acuerdo con Odoux y Grisoni
(2011), en teoria el matado debe realizarse durante aproximadamente 3 min a 65 °C, aunque
depende también del tamafio de la vaina, por lo que es recomendable clasificarlas antes. El
beneficio 1 realiza un matado que, si la vaina se encuentra “mojada” dura mas de 10 min y si
se encuentra “entreseca” dura aproximadamente 10 segundos, ambos procesos con
temperaturas de 70-100 °C; el beneficio 2 lo realiza en un tiempo de 5 min a 90 °C; vy el
beneficio 3 lo realiza por 10 segundos con temperaturas de 80—100° (Cuadro 6).

Cuadro 6. Condiciones del curado y caracteristicas de las vainas procedentes de tres de los

beneficios analizados.

Beneficio Escaldado .
Temperatura (°C) Tiempo

100 1seg

Bl 90 3 seg
(1° de Mayo) 70 5 —10 min (vaina mojada)
70 5 — 6 seg (vaina entreseca)

B2 Agua caliente 5 min

(Puntilla Aldama) Sol Con nylon
B3 (20 Soles) 80 - 100 10 seg
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De acuerdo con Dignum et al. (2002), los contenidos de vainillina y &cido vainillinico
disminuyen so6lo cuando se realiza un escaldado de 20 minutos a 80 °C. Sin embargo, en este
caso, al tener un escaldado de pocos segundos o minutos, el contenido de vainillina en todos
los beneficios y empaques se incremento, mientras que el porcentaje de humedad se redujo

drasticamente a lo largo del tiempo de almacenamiento.

Mariezcurrena et al. (2008) menciona que en México las condiciones mas empleadas son:
65°C por 3 min, 70°C por 2 min, y 80°C por 10 segundos, tres veces en intervalos de 30
segundos. Asimismo se podria esperar que entre mas rapido sea el rompimiento de la pared
celular se producira mayor contacto entre la 3-glucosidasa y su sustrato y, por lo tanto, sera
mas eficiente la hidrolisis de los precursores aromaticos y mayores los niveles de vainillina y

otros compuestos volatiles, siempre y cuando no se inhiba la actividad de la enzima.

Marquez y Waliszewski (2008) y Pardio et al. (2009) realizaron tres inmersiones a 80°C de 10
segundos cada una, obteniendo los mejores contenidos de vainillina, 4-hidroxibenzaldehido y

acido vainillinico, perdiendo s6lo 43 % de la actividad enzimatica.
3.2 Efecto del Empaque y Tiempo de Almacenamiento

Los resultados mostraron que conforme transcurrio el tiempo de almacenamiento se
registraron cambios en la composicion de las variables analizadas (Cuadro 7). Hubo un
aumento en la concentracion de vainillina y una reduccion considerable en la humedad. La
NOM-182-SCFI-2011 especifica que los contenidos minimos para los cuatro compuestos
principales son: 20,000 ppm para vainillina, 219-498 ppm para p-hidroxibenzaldehido; 411—
861 ppm para &cido vainillinico y 58-100 ppm para acido p-hidroxibenzdéico. Mientras que
Havkin-Frenkel y Belanger (2011) amplian esos intervalos entre 9,296-22,757 para vainillina,
635-1549 para p-hidroxibenzaldehido; 887-994 acido vainillinico y 10-255 ppm para acido

p-hidroxibenzoico.
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Cuadro 7. Medias de los cuatro compuestos principales a los 10 meses de almacenamiento,

considerando beneficio y tipo de empaque.

Beneficio Empaque Ac. 4-hidroxibenzoico 4-hidroxibenzaldehido Ac. Vainillinico Vainillina
(Ppm) (ppm) (ppm) (Ppm)

Celofén 482.3 1,120.4 939.6 24,274.7

1 Polietileno 293.1 1,081.8 864.0 22,681.9

Vacio 286.7 1,110.4 692.9 23,282.7

Celofan 744.7 1,239.7 1,534.9 19,389.3

2 Polietileno 797.9 1,289.8 1,764.7 17,037.8

Vacio 589.5 1,058.5 1,411.7 16,287.4

Celofén 106.4 658.8 423.1 19,904.9

3 Polietileno 146.8 902.1 562.0 18,526.3

Vacio 165.9 893.0 688.8 22,989.9

Celofan 569.0 834.6 1,211.4 22,549.9

4 Polietileno 463.8 560.7 1,770.5 22,829.1

Vacio 4713 917.0 1,537.6 25,106.7

Valor minimo 38.45 356.9 317.4 15,400.0
Valor maximo 929.7 1,501.1 2,047.9 29,700.0
Coeficiente de Variacién 62.2 275 45.6 17.9
Desviacion estandar 249.4 266.7 482.1 0.38
NOM-182-SCFI-2011 58-100 219 - 498 411-861 Minimo 20,000

La mayoria de los valores cumple de manera general con las especificaciones, pero se puede
apreciar que el mayor contenido de vainillina se registré en los beneficios 1 y 4, mientras que
el beneficio 3, tiene los valores mas bajos en todos los compuestos, con excepcion de la

vainillina, principalmente en las vainas empacadas en celofan.

Se considera que las agliconas liberadas después de la hidrolisis son el sustrato de las
reacciones enzimaticas, y al ser oxidadas, reducidas, descarboxiladas, metiladas, o algin otro
proceso metabolico, es posible tener interconversiones de un compuesto fendlico a otro, de
acuerdo con las condiciones gque se presenten de temperatura, disponibilidad de oxigeno, entre
otras (Odoux y Grisoni, 2011).

Para la variable vainillina, en el caso de los empaques, no hubo diferencias entre el polietileno
(P) y el empaque al vacio (V); mientras que para el factor tiempo, aquéllos en los cuales no se

presentod significancia fueron principalmente en la comparacion entre los meses 4-6, 6-10 y
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entre 8-10. Cabe mencionar que en el octavo mes se presentaron los valores maximos de
vainillina para los empaques de celofan y polietileno, los cual se pudiera relacionar

directamente con la permeabilidad de gases de la pelicula utilizada (Anexo D).

La Figura 13 muestra que el empaque con mayor contenido de vainillina (1.94 %) fue el
celofan (C), lo cual puede deberse a que este tipo de pelicula al tener mayor permeabilidad,
permite un mayor intercambio de oxigeno y contribuye a un incremento en la biosintesis de
vainillina. En cuanto a beneficios, se aprecia en la misma figura que el beneficio 1 presenta los
valores mas altos de vainillina para cada tipo de empaque. Ademas, se muestra una tendencia
positiva para los tres empaques y los cuatro beneficios a través del tiempo, incrementandose la

vainillina desde el mes cero hasta el octavo, y presentandose una reduccién en el décimo mes.
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Figura 13. Grafica multivariada para la variable respuesta Vainillina, para los factores Beneficio,
Empaque y Tiempo. (C: Celofan, P: Polietileno, V: Empaque al vacio). (®: Media de Vainillina entre
beneficios de cada fecha; ®: Media de Vainillina por cada tipo de empaque).

En cuanto a la variable humedad, en el caso de los empaques, no hubo diferencias entre el

celofan (C) y polietileno (P). Mientras que para el factor tiempo, todos presentaron

significancia, es decir, que todos los tiempos fueron diferentes entre ellos (Anexo E).
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La Figura 14 muestra que el empaque con mayor media de humedad (16.82 %) es el usado con
vacio, lo cual es méas notorio a partir del segundo mes. Esto indica que debido a su menor
permeabilidad, permitié menor pérdida de humedad e intercambio de oxigeno. Con relacion a
los beneficios, el 1y 2 presentan los valores mas altos para cada tipo de empaque en la fecha
0, es decir al inicio del estudio, mientras que para los dos meses el beneficio 4 presenta mayor
retencion de humedad para los empaques celofan y polietileno, y el beneficio 2 para el
empaque al vacio. A partir de los 4 meses y hasta los 10, la diferencia entre los cuatro

beneficios es minima.
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Figura 14. Gréafica multivariada para la variable respuesta Humedad, para los factores Beneficio,
Empaque y Tiempo. (C: Celofan, P: Polietileno, V: Empaque al vacio). (®: Media de Humedad entre
beneficios de cada fecha; ®: Media de Humedad por cada tipo de empaque).
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IVV. CONCLUSIONES

1) La composicion fisicoquimica de la vainilla beneficiada es variable dependiendo de los
pasos en el proceso de curado, reflejandose en la composicion y contenido de humedad
inicial. Es probable que las vainas utilizadas en cada beneficio tuvieran una madurez
fisiologica diferente, sin embargo el proceso de beneficio seguramente influye en la

composicion de las vainas, por lo cual si existieron diferencias entre beneficios.

2) El beneficio 1 presentd los mayores porcentajes de vainillina en base a peso seco, y el

beneficio 2 los menores.

3) No se observaron diferencias entre los diferentes empaques debido a la rapida pérdida en la
humedad en todos los tratamientos, por lo cual es necesario incrementar el nimero de capas
de la pelicula para retener la humedad y nimero de vainas por empaque, para conservar las

caracteristicas organolépticas de las vainas.
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CAPITULO 111

EFECTO DE DIFERENTES EMPAQUES EN LA CONSERVACION DE VAINAS DE
VAINILLA BENEFICIADA

RESUMEN

El uso de materiales poliméricos y atmosferas modificadas es una técnica de conservacion que
se ha extendido para incrementar la vida de anaquel de diversos productos hortofruticolas; y
esta afectado por factores tales como la temperatura de almacenamiento, el tipo de producto y,

por supuesto, el material de empaque.

Durante esta fase se analizaron vainas de dos empresas beneficiadoras: (1) Primero de Mayo y
(2) 20 soles®, las cuales fueron envasadas en cuatro diferentes tipos de empaque: uno simple
(C: celofan) y tres empaques dobles (C-C: Celofan doble; C-P: Celofan — Polietileno; y C-V:
Celofan — Vacio), empacadas de forma individual y en cinco unidades por un periodo de seis
meses. Esta fase se realizd en el periodo de mayo de 2014 a diciembre del mismo afio, y las
vainas analizadas fueron de la cosecha de 2013.

El tipo de empaque que mantuvo las caracteristicas iniciales de la vaina fue C-P y de manera
general los empaques con cinco vainas perdieron menor humedad, aunque el contenido de
vainillina se mantuvo constante, mientras que las vainas empacadas individualmente perdieron
humedad (30 %), aunque el incremento de vainillina fue constante. Se encontraron relaciones
significativas entre humedad—4-hidroxibenzaldehido (-0.77), humedad-vainillina (-0.82), y
acido 4-hidroxibenzdico—acido vainillinico (0.88), y 4-hidroxibenzaldehido—vainillina (0.85).
Por lo anterior el mejor empaque para la comercializacion de vainas al menudeo es el uso de

peliculas dobles en cantidades mayores a una vaina.

Palabras clave: empaque, humedad, permeabilidad, vainillina.
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. INTRODUCCION

El nivel de los aldehidos, vainillina y 4-hidroxibenzaldehido y sus respectivos acidos (acido
vainillinico y acido 4-hidroxibenzdico), es usado en vainas curadas como un indicador de la
calidad para propdsitos comerciales. Estos compuestos, aunque en pequefias cantidades, son
importantes para el desarrollo del sabor y aroma de la vainilla (Pérez-Silva et al., 2006). Sin
embargo, cuantitativamente, la vainillina es el mayor componente en la vaina, y su contenido,

junto con el grado de humedad, son determinantes para su clasificacion.

Existen factores que afectan las condiciones de la vainilla beneficiada: contenido de humedad
de la vaina, tipo de empaque, temperatura y humedad relativa del medio. Para prevenir el
intercambio de humedad con el ambiente, una practica comdn es agrupar un numero
determinado de vainillas beneficiadas, empacarlas en bolsas de polietileno y almacenarlas en

un lugar fresco y seco (De La Cruz et al., 2009).

Los empaques utilizados no son herméticos, por lo cual se presenta un intercambio gaseoso
con el medio. Asimismo, hay cambios en la composicion al interior del empaque con la
generacion de gases y volatiles, resultado del proceso de beneficio o de metabolismo propio de
la vaina. Otro tipo de empaque empleado en vainilla ha sido el envasado al vacio, que consiste
en introducir la vainilla al empaque de mayor grosor y remover la atmésfera circundante. El
mayor grosor del empaque de plastico impide el intercambio de gases y humedad entre el
interior y exterior del mismo. Este proceso, aunque preserva la humedad de la vaina de
vainilla, tiene los siguientes inconvenientes: a) el sellado impide la volatilizacién de
compuestos indeseables, lo que puede contribuir a la falta de sabor de las vainas, b) el
empacado al vacio crea una atmdsfera anaerdbica que contribuye al crecimiento y actividad de
microorganismos anaerobios que pueden ser responsables de la desaparicion del sabor y la
formacion de sabores indeseables, y c) la atmdsfera pobre en oxigeno evita las reacciones de
oxidacion no enzimaticas, que contribuyen al sabor durante el acondicionamiento y

almacenamiento (Havkin-Frenkel, 2005; Havkin-Frenkel y Frenkel, 2010).

Por lo anterior, en esta segunda fase de la investigacién se analizaron vainas procedentes de

dos beneficios, empleando peliculas dobles de empaques comerciales, para evaluar si de esta
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forma se reduce la permeabilidad al vapor de agua, y preserva la humedad, evitando afectar la

relacion de compuestos volatiles.

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material Vegetal

En esta fase se emplearon peliculas dobles de los materiales probados en la primera fase:

celofan doble, celofan dentro de polietileno (calibre 400), celofan dentro de bolsas para vacio

a base de polietileno con una capa exterior de nylon para agregar fuerza y rigidez de acuerdo

con las especificaciones de la marca (FoodSaver™, Corea); y celofan simple.

Las vainas procedieron de dos beneficios: (1) Primero de Mayo y (2) Empresa 20 Soles®. Se

empacaron una y cinco vainas por empaque, replicando la presentacion comercial de vainilla

gourmet, que se comercializa en aeropuertos o tiendas gourmet. En total se evaluaron ocho

tratamientos como se muestra en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Condiciones de empaque de vainas beneficiadas de vainilla.

Tratamiento Tipo de empaque Condicion NUmero de vainas /
empaque
1 Celofan Aire 1
2 Celofan Aire 5
3 Celofan doble Aire 1
4 Celofan doble Aire 5
5 Celofan - Polietileno Aire 1
6 Celofan - Polietileno Aire 5
7 Celofan — Bolsa vacio Vacio 1
8 Celofan — Bolsa vacio Vacio 5

Las bolsas de celofan tuvieron una dimension de 5 cm x 25 cm, las de polietileno (6 cm x 26

cm) y las de vacio (7 cm x 28 cm), despues de introducir una o cinco vainas, se sellaron en

condicion de aire normal y/o vacio. Cada tratamiento consistio en tres repeticiones para cada

tratamiento (Figura 15).
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Figura 15. Empaques dobles empleados en la segunda fase de la investigacion, con una y cinco vainas
(a) Celofan simple; (b) Celofan doble; (c) Celofan—Polietileno; y (d) Celofan—Vacio.

Los tratamientos se almacenaron en cajas de cartdn con tapa, donde la temperatura y humedad
relativa promedio fueron de 23.6 °C y 40.5 %. Se realizaron seis muestreos mensuales.

Los analisis humedad, compuestos fendlicos principales, pH, pérdida de peso, etanol y
acetaldehido, y azlcares se llevaron a cabo en el Colegio de Postgraduados Campus
Montecillo. Los analisis de actividad de agua, firmeza, color y crecimiento microbiano, se
realizaron en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de la Facultad de Ingenieria Quimica, en
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla; y el analisis de permeabilidad se llevé a cabo
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en el Laboratorio de Andlisis Fisicoquimicos del Departamento de Ingenieria Agroindustrial
en la Universidad Autonoma Chapingo.

2.2 Variables

Humedad. La determinacion de humedad se realiz cada mes por pérdida de peso, colocando
tres segmentos (de empaques con una vaina) u 8 segmentos de vaina (de empaques con 5
vainas) en bolsas de papel Glassine de 9 x 19 cm dentro de un horno mecénico de conveccion
(Lab-Line Imperial V, Alpha Multiservices, Inc, USA), a 50 °C por siete dias, cuando alcanzo

peso constante.

Compuestos fendlicos principales. Para evaluar la presencia y cuantificar los cuatro
compuestos principales de la vainilla (4-hidroxibenzaldehido, &cido 4-hidroxibenzéico,
vainillina y acido vainillinico), por medio de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
se siguid el proceso de extraccion e inyeccion del método modificado de Cicchetti y
Chaintreau (2009) que se describe a continuacién: las vainas congeladas se molieron con un
molino Custom Grind™ Deluxe, (Hamilton Beach™); se pesaron 0.05 g y se colocaron en
viales de vidrio de 20 mL con tapa de rosca. Se colocd un magneto pequefio y se agregaron 18
mL de solucion etanol-agua destilada (1:1) (alcohol etilico absoluto anhidro, grado HPLC,
Karal®), la cual se preparé con 24 h de anticipacién y se mantuvo en refrigeracion (4°C). La
mezcla se agitd por 30 min a velocidad 6 en una parrilla digital de agitacion (Thermo
Scientific™, Cimarec™, USA), y se colocaron en refrigeracion por 24 horas. Transcurrido ese
tiempo las muestras se colocaron nuevamente en agitacion durante 5 min a la misma
velocidad, y se tomo un mililitro que se filtré con un acrodisco (Titan, 0.045 pm) y se coloco
en un vial de vidrio de 2 mL con tapa de rosca con septa pre-preforada. Los extractos se
colocaron en el automuestreador del HPLC (Series 200, Perkin EImer™) para inyectar 10 uL

a un caudal de 1 mL min.

Las condiciones del cromatdgrafo fueron: temperatura del horno a 30 °C y 30 min de duracion
de cada corrida. La fase mdvil fue una solucién de acido fosforico (H3POa4) al 0.01 M con
metanol (75:25); columna C18 5um 250x4.6mm, serie 08010034K (Perkin Elmer™), y

detector UV/VIS a 254 nm (Series 200, Perkin Elmer™). La fase mavil, la solucién metanol:
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agua y el agua empleados en el HPLC se filtraron con un sistema al vacio con matraz Kitasato,

filtros de 47 mm y tamafio de poro de 0.45 um (Titan).

Para la identificacion y cuantificacion de los compuestos fenolicos se emplearon sustancias
puras. La solucion estandar se prepard de la misma manera que en la primera fase, en una
solucién etanol: agua (1:1) con 500 pg mL™* de vainillina (3 metoxi- 4-hidroxibenzaldehido); y
100 pg mL? de acido 4-hidroxibenzoéico, 4-hidroxibenaldehido y acido vainillinico (4cido 4-
hidroxi-3-metoxibenzoico) (Sigma-Aldrich, USA). A partir de esta mezcla se realizaron las
diluciones necesarias para la obtencion de las curvas de calibracion (Anexo A). Para el lavado

de la columna se empleé metanol:agua (1:1).

pH. El pH se midié de manera mensual en los extractos obtenidos con un potenciémetro (HI

2211, Hanna Instruments®).

Pérdida de peso. Se calculd la pérdida de peso de vainas expuestas al ambiente de cada uno
de los dos beneficios, por 16 dias consecutivos. Por otro lado, las vainas empacadas se pesaron

desde el momento del empacado hasta el momento de su analisis.

Etanol y Acetaldehido. Se realizaron cuatro determinaciones de etanol y acetaldehido para el
beneficio 1, y tres para el beneficio 2, basdndose en el método propuesto por Davis y Chase
(1969), con algunas modificaciones, siguiendo la siguiente metodologia: se pesaron 0.3 g de
vaina y se colocaron en viales de 10 mL, los cuales se sellaron con una engrapadora manual y
se llevaron a 0 °C por 15 dias. Después se sacaron, se dejaron 2 h a temperatura ambiente y
posteriormente se colocaron en bafio Maria por 10 min a 30 °C. Transcurrido este tiempo, se
tomd con una jeringa 1 mL de espacio de cabeza para inyectarlo en el Cromatdgrafo de Gases
(Perkin Elmer Clarus 400), tiempo de corrida de 4 min, temperatura de horno: 150 °C,
temperatura de inyector: 170 °C, temperatura de detector FID: 180 °C y temperatura TCD:
180 °C.

Color. El color se evalu6 con un Colorimetro Hunter Lab marca Colorflex. Se analiz6 cada 2
meses colocando tres segmentos de vaina de 8 cm y cubriéndolas con una tapa cilindrica de

foamy, obteniendo los valores de L, a y b. Para las vainas empacadas con una sola muestra, se
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colocaron las 3 repeticiones para poder determinar las lecturas, y se consideraron esos mismos

valores para todas (Figura 16).

Figura 16. Analisis de color de vainas con colorimetro Hunter Lab.

Firmeza. Para medir la firmeza de las vainas se utilizo un Texturometro TA.XT.Plus — Stable
MicroSystems, empleando la punta SMS P/0.5 de 4 cm de largo por 1.2 cm de didametro, y la
base cilindrica hueca de 3.5 cm de alto por 2.1 cm de didmetro interno. Se coloc6 un trozo de
vaina de 8 cm sobre la base y se empleo el software Texture Exponent 32, seleccionando en el
siguiente orden las opciones (1) Food, (2) Fruits and vegetables, (3) Pears y Firmess or
Bioyield Point Measurements of Pears by Probing, para poder cargar el programa. El equipo
se calibré a una velocidad de 5 mm s*, distancia de 8 mm, distancia de retorno de 2 mm,
velocidad de retorno de 10 mm s y una fuerza de contacto de 0.1 g. Ademas de una velocidad
de adquisicion de 25 puntos por segundo y un tiempo de prueba tipico de 150 segundos.
(Figura 17).
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Figura 17. Evaluacion de firmeza de vainas beneficiadas de vainilla.

Actividad de agua. La actividad de agua (Aw) se midié bimestralmente introduciendo en la
charola del equipo Aqua Lab un segmento de vaina de aproximadamente un centimetro en el
caso de muestras con una vaina, y tres segmentos en el caso de empaques con cinco vainas

(Figura 18), a una temperatura promedio de la muestra de 24.7 °C.

Figura 18. Analisis de actividad de agua

Actividad microbioldgica. Se realizaron recuentos en placa de Bacterias Mesofilas Aerobias,

Coliformes totales, y Hongos y Levaduras, en base a las normas NOM-092-SSA1-1994,
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NOM-113-SSA1-1994, y NOM-111-SSA1-1994, respectivamente. Para cada beneficio, se
realizé un analisis inicial y otro a los 6 meses de almacenamiento. En éste altimo las muestras
se dividieron en 8 tratamientos, reuniendo en cada tratamiento las repeticiones de cada tipo de

empaque y nimero de vainas.

Se pesaron 10 g de vaina de cada tratamiento con cinco vainas y aproximadamente 4 g de los
tratamientos con una vaina. Se colocaron en 90 mL de solucion peptonada, y a partir de esta se
realizaron las diluciones, considerando cinco diluciones para BMA y hongos y levaduras (10

- 107°); y dos diluciones para coliformes totales (10" y102), todas por triplicado.

AzUcares. En cuanto a la determinacion de azlcares se realizd al final del periodo de
evaluacion, con el método modificado de Mustafa et al. (2003). Para la elaboracion de los
extractos se pesd 1 g de vaina molida y se agregaron 60 mL de etanol al 80 % en un matraz de
250 mL con tres perlas de ebullicion. Se calentd en una parrilla hasta reducir su volumen a 20

mL. Se filtrd con algodon y se refriger6 por 24 h.

Los extractos se filtraron por cartuchos de limpieza (Cromabond®Cigec, 3mL/500mg, 60A,
45um, Macherey-Nagel, Alemania). Pasando primero 5 mL de metanol grado HPLC, 5 mL de
agua destilada y finalmente 2 mL de extracto, con lo cual se obtuvo 1 mL el cual se filtr6 con
un acrodisco (Titan, 0.045 pum) y se coloc6 en un vial de 2 mL con tapa y septa. Se colocaron
los extractos filtrados en el automuestreador del HPLC (Series 200, Perkin Elmer™) para la
inyeccidn. Las condiciones del cromatdgrafo fueron: temperatura del horno de 40 °C, flujo de
1 mL min, volumen de inyeccién de 10 uL y detector de indice de refraccion (Perkin Elmer
Series 200).

La fase mavil fue una solucién de acetonitrilo:agua (80:20) y se empled una columna Pinnacle
Il Amino 5 pm 150 x 4.6 mm (Restek™), con un tiempo de corrida de 11.5 min. Para las
curvas de calibracién se pesaron por separado 0.1 g de fructosa, glucosa y sacarosa al 99.5 %
(todos de Sigma-Aldrich, USA) en la balanza analitica (Voyager® Pro, Modelo VP114CN,
Ohaus, Suiza). Se coloco cada azlcar en un matraz de 10 mL y se aforaron con metanol:agua

(1:9). Se realizaron las lecturas en el HPLC, y por medio de una regresion lineal se obtuvieron
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las férmulas para determinar los porcentajes de cada azucar en las muestras, los cuales en su

conjunto representan los azUcares totales.

Permeabilidad. Para evaluar la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas plasticas se
emplearon los métodos modificados de McHugh et al. (1993) y Gennadios et al. (1994). Para
ello se prepararon 160 mL de solucion saturada de nitrato de potasio (marca Fermont) a 25 °C
a bafio maria en un frasco de 1 L. Se coloco en su interior un higrometro portatil y se tapé para
medir la humedad relativa, la cual fue de 96.3 %. Se utilizaron cajas petri desechables con
base de 9.4 cm de didmetro, 1.3 cm de altura y 85 mL de capacidad; las cuales se perforaron
por un costado con una broca caliente. Por otra parte, cada pelicula plastica empleada (celofan,
polietileno de baja densidad (calibre 400), y pelicula FoodSaver™ (lado liso y lado
acanalado), se colocaron en un bastidor simple de costura de 14 cm de diametro para sujetar el

plastico y tensarlo. Cada pelicula se realiz6 por triplicado.

Las placas perforadas se colocaron en la pelicula plastica y se sellaron con silicon caliente y
parafina comercial. Se taparon los orificios con tapones de tubos de plastico (Plus BD
Vacutainer ® de 13 x 75 mm), y también se sellaron con parafina y silicon. Se quitaron los

bastidores y se recortd el sobrante de plastico.

A cada placa se le inyectaron 34 mL de solucién saturada de nitrato de potasio (marca
Fermont) que representd 40 % de su capacidad, la cual también fue preparada en bafio maria a
25 °C. Se pesaron y se colocaron en una estufa mecanica de conveccion de aire (Thermo
Scientific) a una temperatura media de 24.5 °C, y se pesaron 2 veces por dia durante 10 dias,

para obtener la pérdida de peso. La humedad relativa media dentro de la estufa fue de 34 %.

Para obtener los espesores de las peliculas plasticas, se cortaron 10 trozos de 2.2 x 2.2 cm de
cada empaque, los cuales se intercalaron con 11 cubreobjetos de la misma medida. Se midio el
espesor del blogue formado con un micrémetro manual (Central Scientific Co., Chicago,
Illinois) (Figura 19). Posteriormente, se midié el espesor de los 11 cubreobjetos, para conocer
por medio de la diferencia, el espesor de los trozos de peliculas, y dividir esta cantidad entre
10, para conocer el espesor de cada tipo de pelicula plastica empleada.
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Los espesores obtenidos fueron: 25 um para celofan, 102 pum para polietileno de baja

densidad, y 68 um para el empaque al vacio (del lado liso), y 183 um (lado acanalado).

Figura 19. Medicion de espesor de las peliculas plasticas con microémetro manual.

Finalmente, para conocer la permeabilidad se emple6 la formula:

_ PvAPv* (Hr' — Hr®)
e

rv

Donde:

rv: Pendiente de la recta de cambios de peso en funcion del tiempo (g s?)
Pv: Permeabilidad a vapor de agua (g m* s Pa?)

A: Area expuesta de la pelicula plastica (m?) = 0.00694

Pv": Presion de vapor de saturacion a 25 °C (Pa) = 3167

Hr': Humedad relativa al interior de la celda = 96.3 %

Hre: Humedad relativa al exterior de la celda (de la estufa a 25 °C) = 34 %

e: Espesor de la pelicula (m)
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Despejando Permeabilidad (Pv):

p rve
~ A Pv* (Hri — Hre)

De tal manera, las permeabilidades a vapor de agua obtenidas quedan resumidas en el Cuadro
9; considerando que las permeabilidades de las peliculas plasticas dobles son el resultado de la

suma de las peliculas simples.

Cuadro 9. Espesor y tasa de permeabilidad al vapor de agua de las peliculas empleadas.

) o Espesor Permeabilidad a vapor de agua
Pelicula pléastica

(pm) (g m*s*Pat)
Celofan 25 1.34 x 101
Polietileno de baja densidad 102 5,51 x 101t
Empaque al vacio (lado liso) 68 3.76 x 101t
Empaque al vacio (lado acanalado) 183 1.3x 1071
Celofan doble 50 2.68 x 101
Celofan - Polietileno de baja densidad 127 6.85 x 101!
Celofan — Polietileno de vacio (lado liso) 93 510 x 10'1*
Celofan — Polietileno de vacio (lado acanalado) 208 1.17 x 10°%0

2.3 Disefio experimental y Andlisis estadistico

Se realiz6 una matriz con los coeficientes de correlacion de Pearson y los niveles de
significancia con el paquete estadistico SAS® v. 9.0, y con los datos més representativos, se

obtuvieron diagramas de dispersion elaborados con Infostat v. 2011.

Asimismo, se empled un disefio factorial de medidas repetidas factorial con dos bloques
(Correa, 2004), que considerd los efectos del tipo de empaque, nimero de vainas por

empaque, tiempo vy las interacciones entre ellos, quedando el modelo de la siguiente manera:

56



Yiie = u+a;+ Bi+ (af)ij + 1 + (@) + (BT)ji + (@BT)ijk + e€iji

Donde:

Yijk: Variable respuesta

u: Media general

ai: Efecto del empaque i-ésimo; tal que i Celofan, Celofan doble, Celofan-Polietileno,
Celofan-Vaciooi: 1,2, 3,4

Bi: Efecto de la cantidad de vainas j-ésima tal que j: 1, 5

(ap)ij: Efecto de la interaccion del empaque i-ésimo y la cantidad de vainas j-ésima

Tk Efecto del tiempo tal que k: 0, 1, 2, 3,4, 5, 6

(at)ik: Efecto de la interaccion del empaque i-ésimo y el tiempo k-ésimo

(Br)jr: Efecto de la interaccion de la cantidad de vainas j-ésima y el tiempo k-ésimo

(apr)ij: Efecto de la interaccion del empaque i-ésimo, la cantidad de vainas j-ésimay el
tiempo k-ésimo

gijk. Error de Yiijk con ~ N (0, 6)

Con las siguientes hipotesis estadisticas:

1)
2)

3)

4)
5)

6)

7)

Ho:ou=o2=0a3=as=0

Ho: B1=p2=0

Ho: aufr=ouf2=...=asf2=0
Hoti=1=...=1=0

Ho: auti = aute=... =417 =0

Ho: Bit1=Pite=... =P217 =0

Ho: auP1ti = auPrte=... = oufot7 =0

VS

VS

VS

VS

VS

VS

Ha: al menos un empaque es diferente

Ha: las dos cantidades de vainas son
diferentes

Ha: Existe interaccién entre empaque y
namero de vainas

Ha: al menos un tiempo o fecha es diferente
Ha: Existe interaccion entre empaque Yy
tiempo

Ha: Existe interaccion entre numero de
vainas y tiempo

Ha: Existe interaccion entre empaque,

numero de vainas y tiempo
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Por ultimo, se analizaron los procedimientos para evaluar las tres estructuras de covarianza
para las dos variables respuesta principales: vainillina y humedad, considerando que la calidad
de la vainilla generalmente se evalta con el porcentaje de humedad de la vaina y el contenido

de vainillina.

I11. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto del Empaque y Tiempo de Almacenamiento en el contenido de Humedad y

Compuestos Fenolicos.

El uso de atmdsferas modificadas es una técnica empleada durante el almacenamiento y
transporte de varios productos agricolas, en los cuales la conservacion de sustancias volatiles
es importante. Por ejemplo Borém et al. (2013) evaluaron granos de café verde empacados
herméticamente en polietileno bicapa con polietileno de alta densidad y una capa de PVC, con
una capa exterior de nylon, y encontraron que después de 12 meses de almacenamiento sin
inyeccion de CO», se mantuvieron caracteristicas sensoriales deseables de color, sabor y
aroma, ademas de que facilitd su manejo tanto mecanico como manual; aunque los resultados

fueron levemente mejor con inyeccion de COa.

Para la variable humedad, en la Figura 20, se observa que la vainilla proveniente del
beneficio 1 presentd 40.8 % de humedad inicial, menor que la del beneficio 2 (46 %),
diferencia que se mantiene a lo largo del almacenamiento, considerando que las pérdidas de
humedad de las vainillas del beneficio 1 a los seis meses de almacenamiento son de 25 a 33 %
mayores a la del beneficio 2 en empaques con una vaina. La pérdida de humedad es mayor en
las vainas individuales empacadas en celofan, siendo 70 % para el beneficio 1 y 37.6 % para el
beneficio 2; mientras que el uso de los empaques dobles reduce las pérdidas
significativamente en comparacion con los empaques con una vaina. Independientemente del
empaque utilizado las vainas mantenidas con cinco unidades, conservan la humedad con
pérdidas solamente de un 5 a 14 % para el beneficio 1, y de 9 a 11 % para el beneficio 2,

después de seis meses de almacenamiento.
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Figura 20. Grafica multivariada para la variable respuesta Humedad, para los factores Beneficio,
Empaque, Tiempo y nimero de vainas por empaque. (C: Celofan, C-C: Celofan doble, C-P: Celofan-
Polietileno, C-V: Celofan-Vacio). [x: 36.8, 6: 7.98, CV: 21.7].

(m: Media de Humedad entre beneficios de cada fecha; €: Media de Humedad por cada tipo de

empague y nimero de vainas).

De acuerdo con Havkin-Frenkel y Frenkel (2010), el contenido de humedad es uno de los
principales factores en la conservacion de las vainas curadas, ya que en un nivel adecuado se
reducen las posibilidades de crecimiento microbiano. Por otro lado la composicion del aire en
un empaque puede cambiar durante el almacenamiento debido a la permeabilidad del material
del empaque o por procesos que lleva a cabo el mismo producto (Ucherek, 2001), lo cual
también influye directamente en la formacion de un ambiente propicio para el crecimiento o

inhibicién de microorganismos.

Considerando los dos beneficios, se analizaron los procedimientos para evaluar las tres
estructuras de covarianza para la variable humedad, el menor criterio Bayesiano (BIC-
Schwarz’s Bayesian Information Criterion) obtenido fue de 265.8, correspondiente a la

estructura simétrica compuesta.

En el analisis de varianza de esta estructura, se observa que los efectos significativos son el

empaque, numero de vainas, tiempo, y las interacciones Empaque*Numero de vainas y
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Tiempo*Numero de vainas; con valores de Pr > F menores de 0.05. Mientras que los efectos
que no resultaron significativos fueron la interaccion doble Tiempo*Empaque v la triple (Ver
Anexo F).

En cuanto a las diferencias de los minimos cuadrados de este andlisis, al comparar los valores
de significancia entre los diferentes tratamientos, tenemos que, en cuanto a la comparacion
entre los empaques Celofan doble (C-C) y Celofan-Polietileno (C-P), éstos no son

significativos (0.8055), lo que indica que son los empaques mas parecidos entre ellos.

Dentro de la matriz de correlaciones obtenida, puede observarse que la mayoria tiene
correlaciones significativas, sin embargo, las mayores ocurren entre humedad—4-
hidroxibenzaldehido (-0.77), humedad-vainillina (-0.82), y acido 4-hidroxibenzéico—-acido
vainillinico (0.88), y 4-hidroxibenzaldehido—vainillina (0.85) (Cuadro 10).

Estas asociaciones, con niveles de significancia menores de 0.0001, pueden observarse de

igual forma en los diagramas de dispersion mostrados en la Figura 21.

Cuadrol0. Matriz de correlacion de las variables evaluadas (correlaciones y niveles de

significancia).

Humedad Ac. 4-hidroxibenzoéico 4-hidroxibenzaldehido Ac. Vainillinico Vainillina

Humedad 1.00 -0.63 -0.77 -0.54 -0.82

<.0001 <.0001 <.0001 <.0001

Ac. 4-hidroxibenzdico -0.63 1.00 0.49 0.88 0.34

<.0001 <.0001 <.0001 <.0001

4-hidroxibenzaldehido -0.77 0.49 1.00 0.31 0.85

<.0001 <.0001 <.0001 <.0001

Ac. Vainillinico -0.54 0.88 0.31 1.00 0.29

<.0001 <.0001 <.0001 <.0001

Vainillina -0.82 0.34 0.85 0.29 1.00
<.0001 <.0001 <.0001 <.0001
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Figura 21. Diagramas de dispersion de humedad — 4-hidroxibenaldehido (A), humedad — vainillina
(B), y acido 4-hidroxibenzdico — &cido vainillinico (C), y 4-hidroxibenzaldehido — vainillina (D); con

correlaciones de -0.77, -0.82, 0.88 y 0.85, respectivamente.

Como se comentd, existe una correlacion negativa significativa entre las variables humedad y
vainillina (-0.82). De acuerdo con Lo6pez (2013), la vainillina es poco soluble en agua y se
volatiliza en soluciones acuosas, por lo que a mayor contenido de humedad existe menor
contenido de vainillina. Por otra parte, si se considera que la biosintesis de vainillina ocurre
por medio de una (-oxidacion, la escases de Oz en los empaques con cinco vainas explicaria la
constante en los valores en esos tratamientos, ya que la humedad se retiene mejor con mayor
namero de vainas por empaqgue, pero con una reduccion en los niveles de O2 la biosintesis de

vainillina se reduce.

Para el caso de la vainillina, las vainas de ambos beneficios tuvieron un contenido inicial de
11 %

individualmente entre un 75-100 % hacia el final del periodo de almacenamiento, siendo

vainillina del que incrementd consistentemente en las vainas empacadas
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mayor en el beneficio 1, con un valor méximo de 2.0 % en el cuarto mes para celofan simple y
celofan-polietileno; y en el sexto mes valores maximos de 1.7 % y 2.0 % en celofan doble y
celofan-vacio, respectivamente. Mientras que el valor maximo en el beneficio 2 fue de 1.7 % y
se presento en el cuarto mes en el empaque de celofan. Para el caso de la vainilla empacada
con cinco unidades, se presentaron niveles constantes de vainillina, aunque menores a los
especificados en la norma y el incremento méaximo fue solamente de hasta un 25 % en ambos
beneficios (Figura 22).
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Figura 22. Gréafica multivariada para la variable respuesta Vainillina, para los factores Beneficio,
Empaque, Tiempo y nimero de vainas por empaque. (C: Celofan, C-C: Celofan doble, C-P: Celofan-
Polietileno, C-V: Celofan-Vacio). [x: 1.25, 6: 0.266, CV: 21.2].

(m: Media de Vainillina entre beneficios de cada fecha; ®: Media de Vainillina por cada tipo de
empague y nimero de vainas).

Es comdn que en V. planifolia los niveles de vainillina estén por debajo de las normas. En un
estudio realizado por Gassenmeier et al. (2008) a 93 muestras de vainas curadas de varios
paises tales como México, Madagascar, Indonesia, Uganda, India y Papua Nueva Guinea,
mostraron niveles promedio de vainillina de 1.9, 1.76. 1.1, 1.7, 1.59, 1.3 %, respectivamente;

aunque cabe mencionar que en este estudio no se menciona que las vainas hayan estado
empacadas.
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Por otra parte, en un estudio elaborado por Mérquez y Waliszewski, (2008), se analizaron
diferentes tipos de matado en vainilla de Papantla, Méx. con diferentes combinaciones de
tiempos y temperaturas, encontrando en extractos etanolicos que el matado con agua caliente a
60 °C por 3 min provoca 51 % de la pérdida de la actividad de la p-glucosidasa, mientras que
a 80°C por 30 seg (3 inmersiones de 10 segundos) la enzima pierde 48 % de su actividad, lo
cual sefiala que es mejor una temperatura elevada por tiempos cortos, tal y como se realiza en
el beneficio 1 (Cuadro 6). Es deseable una menor pérdida de la actividad de esta enzima, ya

que es la que tiene mayor afinidad con la vainillina (Odoux y Grisoni, 2011).

En la investigacion realizada por Lopez (2013), se analizaron muestras con diferentes tiempos
de almacenamiento y se encontrd que el porcentaje de vainillina es mayor en vainas con 2
afios de almacenamiento, alcanzando practicamente 1.8 %, mientras que las vainas al término
del curado, tuvieron aproximadamente 0.9 % de este compuesto fendlico, lo cual podria

indicar que la hidrdlisis de vainillina aumenta con el paso del tiempo.

La vainillina junto con el 4-hidroxibenzaldehido son compuestos fenolicos responsables de
criterio de vainillina en las vainas curadas, el cual es el més deseado bioquimicamente (Odoux
y Grisoni, 2011).

El contenido de vainillina es el pardmetro analitico mas importante en la vainilla beneficiada,
pero los otros tres compuestos fendlicos principales son también importantes, sobre todo como
pardmetros de autenticidad (Gassenmeier et al., 2008).

También considerando los dos beneficios, se analizaron los procedimientos para evaluar las
tres estructuras de covarianza para la variable vainillina y el menor Criterio Bayesiano con

valor de -21.7 se obtuvo en el modelo autorregresivo.

Dentro de esta estructura, y al observar su analisis de varianza (Ver Anexo G) los efectos
significativos son, tiempo de almacenamiento y nimero de vainas por empaque, asi como su
interaccion (Tiempo*Numero de vainas); con valores de Pr > F menores de 0.05. Mientras que
los efectos que no resultaron significativos fueron el tipo de empaque, y las interacciones

dobles Empaque*Numero de vainas y Tiempo*Empaque, y la triple.
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En cuanto a las diferencias de los minimos cuadrados de este andlisis, al comparar los valores
de significancia entre los diferentes empaques, los empaques C-C y C-P no fueron

significativos (0.7995), lo cual indica que son los empaques mas parecidos para vainillina.

Para el caso del &cido p-hidroxibenzoico, los valores iniciales fueron de 146 y 81 ppm para

los beneficios 1 y 2, respectivamente. El beneficio 1 mostré un incremento durante los seis
meses de almacenamiento, independientemente del tipo de empaque y nimero de vainas
empacadas. Para los tratamientos con una vaina, el tratamiento C-P registré el mayor valor
(625 ppm), y el tratamiento celofan con 5 vainas con 746 ppm. Cabe mencionar que el valor
menor de 387 ppm se mostrd en el tratamiento de vacio. Mientras tanto, para el beneficio 2, el
incremento de acido 4-hidroxibenzoéico fue minimo, mostrando el valor maximo de 238 ppm

en el tratamiento celofan con una vaina (Figura 23).
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Figura 23. Gréfica multivariada para el acido p-hidroxibenzdico, para los factores Beneficio,
Empaque, Tiempo y nimero de vainas por empague. (C: Celofan, C-C: Celofan doble, C-P: Celofan-
Polietileno, C-V: Celofan-Vacio). [x: 260.2, c: 198.1, CV: 76.1].

(m: Media de Ac. 4-Hidroxibenzoico entre beneficios de cada fecha; ®: Media de Ac. 4-

Hidroxibenzdico por cada tipo de empaque y nimero de vainas).

El &cido p-hidroxibenzoico, es un metabolito secundario perteneciente a los acidos fendlicos y

al igual que los demés posee un anillo aromatico unido a un grupo hidroxilo. En la presente
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investigacion tuvo una alta correlacién significativa positiva con el acido vainillinico (0.88).
Dichos acidos fendlicos proporcionan el aroma indeseable de ahumado/fendlico a las vainas

curadas, por lo que es deseable que se mantenga en una concentracion baja.

Los valores de p-hidroxibenzaldehido (Figura 24), antes de empacar las vainas fueron de 535

y 527 ppm para el beneficio 1 y 2, respectivamente. Se observa un incremento consistente en
las vainas empacadas individualmente, sobre todo en el beneficio 1; y sin un incremento
sustancial en vainas empacadas en cinco unidades durante los seis meses de almacenamiento.
Los valores mé&ximos registrados en tratamientos con una vaina para el beneficio 1 fueron de
1321, 1167 y 1267 ppm para los tratamientos 1, 5y 7 (celofan, C-P y C-V, respectivamente).
Mientras que para el beneficio 2 los valores maximos se registraron en un intervalo de 716 a
756 ppm, no existiendo diferencias significativas entre ellos. En cuanto a los tratamientos con
cinco vainas, hubo leves incrementos en cuanto a su contenido en ambos beneficios, oscilando

entre 434 y 750 ppm para el primero, y 415 y 495 ppm para el segundo.
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Figura 24. Gréafica multivariada para el p-hidroxibenzaldehido, para los factores Beneficio,
Empaque, Tiempo y nimero de vainas por empaque. (C: Celofan, C-C: Celofan doble, C-P: Celofan-
Polietileno, C-V: Celofan-Vacio). [x: 649.5, 6: 217.9, CV: 33.5].

(m: Media de 4-Hidroxibelzaldehido entre beneficios de cada fecha; ®: Media de 4-

Hidroxibelzaldehido por cada tipo de empaque y nimero de vainas).
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En un estudio realizado por Pardio et al. (2009) con vainilla de Papantla, Mex. en el cual
evaluaron siete métodos de matado, los mayores niveles de vainillina y p-hidroxibenzaldehido,
se encontraron en extractos etandlicos elaborados con vainas curadas de manera rapida, con
inmersion en agua a 80°C por 10 segundos tres veces con intervalos de 30 segundos. Este tipo
de matado es similar al realizado en el beneficio 2, sin embargo, los mejores resultados se
presentaron en el beneficio 1, el cual realiza su matado por tiempos méas breves adn (1 a 3

segundos) y con mayor temperatura (90 a 100 °C) (Cuadro 6).

Los cual nos indica que, en efecto, el rompimiento de la célula en esas condiciones crea
mejores condiciones para que los precursores glucosidicos encapsulados de los compuestos
aromaticos y sus enzimas hidroliticas catalicen la liberacién de vainillina y el p-
hidroxibenzaldehido (Pardio et al., 2009).

El comportamiento del p-hidroxibenzaldehido es muy similar al de la vainillina, por lo que
existe una correlacion positiva significativa del 0.85 entre ambas variables (Figura 22); ya que
de acuerdo con Havkin-Frenkel y Belanger (2007) y Havkin-Frenkel et al. (2004), el p-
hidroxibenzaldehido es un intermediario de la biosintesis de vainillina, que necesita ser
hidroxilado y metilado para poder formar el compuesto méas importante de la vainilla (Odoux
y Grisoni, 2011).

Finalmente para el &cido vainillinico (Figura 25), sus valores iniciales fueron de 399 y 314

ppm para los beneficios 1 y 2, respectivamente. El valor maximo para el beneficio 1 fue de
1605 ppm y se presentd en el tratamiento 2 (celofan con 5 vainas), seguido del 6 (celofan-
polietileno) con 1320 ppm y el 4 (celofan doble) con 1302 ppm. Mientras que el menor fue de
913 ppm el cual se observo en el tratamiento 8, el cual fue empacado al vacio y con el mismo
namero de vainas. Para el beneficio 2, aunque hubo un incremento, los valores se mantuvieron
entre 409 y 480 ppm para los tratamientos con cinco vainas; y 501 y 560 ppm para los

tratamientos con solo una vaina empacada.
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Figura 25. Gréfica multivariada para acido vainillinico, para los factores Beneficio, Empaque,
Tiempo y nimero de vainas por empaque. (C: Celofan, C-C: Celofan doble, C-P: Celofan-Polietileno,
C-V: Celofén-Vacio). [x: 622.9, o: 328.1, CV: 52.7].

(m: Media de Ac. Vainillinico entre beneficios de cada fecha; €: Media de Ac. Vainillinico por cada

tipo de empaque y nimero de vainas).

El comportamiento del acido vainillinico es parecido al acido p-hidroxibenzéico (Figura 23),
ya que los valores también aumentan, sobre todo en el beneficio 1 para ambas cantidades de
vainas envasadas; ocurriendo también un incremento en el beneficio 2 pero de menor
magnitud. Ambas variables tienen un comportamiento similar en todos los tratamientos; lo

cual explica la elevada correlacion entre ellas (0.88).

El acido vainillinico, el acido p-hidroxibenzoico, y otros compuestos como el guayacol, se
relacionan ampliamente con el criterio de aroma ahumado/fendlico, el cual es un factor
indeseable. Por lo que es preferible que sus valores se mantengan bajos. Si la concentracién de
acido vainillinico fuera mayor de la esperada, puede deberse a que existe una oxidacién de la

vainillina (Odoux y Grisoni, 2011).
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3.2 Efecto del Empaque y NUmero de Vainas en la Firmeza

En el caso del beneficio 1, tipo de empaque y numero de vainas tuvieron una correlacion de -
0.70, con un nivel de significancia menor de 0.0001. Mientras que para el beneficio 2, la
correlacion fue de -0.30 con un nivel de significancia de 0.0070. Ambos casos se pueden
apreciar en los diagramas de dispersion mostrados en la Figura 26.
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Figura 26. Diagramas de dispersién de firmeza — humedad para el beneficio 1 (A) y beneficio

2 (B); con correlaciones de -0.70 y -0.30, respectivamente.

Por medio de regresiones lineales simples, se obtuvieron los parametros estimados con los
cuales se form6 un modelo para cada beneficio. Siendo el modelo 1 para el beneficio, y el
modelo 2 para el beneficio 2

~

¥, = 2653.97266 — 53.18181%,; (1)

Donde: ¥;: Firmeza de vainas del beneficio 1; X1: Humedad de vainas del beneficio 1.
¥, = 2069.60345 — 18.38566X; (2)

Donde: ¥,: Firmeza de vainas del beneficio 2; X1: Humedad de vainas del beneficio 2.

Con las observaciones hechas durante el analisis, se realizdé también una grafica multivariada
en la cual se aprecia la firmeza en funcion de los factores tiempo, tipo de empaque y nimero
de vainas por empaque (Figura 27). En ambos beneficios, en los tratamientos con una vaina se

obtuvo una mayor firmeza; esto por el hecho de que sufrieron una mayor deshidratacion que
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en los que tenian cinco vainas. Para el caso de los tratamientos con cinco vainas, se aprecia
que las correspondientes al beneficio 2 requirieron una mayor fuerza de desplazamiento, esto

se debid principalmente a que tenian mayor grosor que las del beneficio 1.

Las flechas indicadas en la Figura 27 corresponden a las vainas individuales empacadas con
celofan simple y celofan-vacio del beneficio 1. Estas muestras durante el analisis con el
texturdmetro se quebraron ya que presentaban una mayor deshidratacion, por lo que coincide

con las mayores firmezas requeridas.

Para la variable firmeza, de manera general, para tratamientos con una vaina el mejor empaque
para ambos beneficios fue celofan—polietileno, ya que a los seis meses de empacado requirié
menores fuerzas de desplazamiento con valores de 1305 g para el beneficio 1 y 1259 g para el
beneficio 2; y para tratamientos con 5 vainas el mejor empaque correspondié al celofan doble

con las menores fuerzas requeridas, 692 g para el beneficio 1y 1425 g para el beneficio 2.
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Figura 27. Gréafica multivariada para Firmeza, considerando los factores Beneficio, Empaque, Tiempo
y nimero de vainas por empaque. (C: Celofan, C-C: Celofan doble, C-P: Celofan-Polietileno, C-V:
Celofan-Vacio). (®: Media de Firmeza entre beneficios de cada fecha; ®: Media de Firmeza de los

tres tiempos, por cada tipo de empaque y nimero de vainas)
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Esto comprueba la explicacion de Avella et al. (2007) de que algunos empaques tienen baja
propiedad de barrera a vapor de agua, pero puede mejorar adicionando un segundo
componente o hacer multicapas. Ademas de que aunado al manejo de atmdsferas modificadas,
se logra una menor firmeza, mayor retencion de humedad, asi como menor contaminacion
microbiana (Valle, 2003).

3.3 Efecto del Empaque y NUmero de Vainas en la Actividad Microbiana

Para el Beneficio 1, la actividad de agua (Aw) presenté una reduccion de aproximadamente
0.20 en los tratamientos con una sola vaina, mientras que en los tratamientos con cinco vainas

se mantuvo practicamente constante en un valor de 0.9 (Figura 28).
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Figura 28. Actividad de agua (Aw) del Beneficio 1. (C: Celofan, C-C: Celofan doble, C-P: Celofan-
Polietileno, C-V: Celofan-Vacio). (®:Media de Aw entre meses por cada tipo de empaque y nimero

de vainas; ®: Media de la Aw de las dos cantidades de vainas).

Para las vainas analizadas del Beneficio 1, existio un crecimiento de bacterias mesofilas
aerobias (BMA), principalmente en los tratamientos celofan y celofan doble con cinco vainas,
mientras que en los tratamientos C-P y C-V el conteo fue mucho menor (Cuadro 11 y Figura
29). En el conteo de coliformes totales no se presentd ninguna unidad formadora de colonia

(UFC) al sexto mes. Finalmente para el conteo de hongos y levaduras, la mayor cantidad se
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presentd en los tratamientos con celofan, seguramente debido a las caracteristicas de
permeabilidad del empaque, que permitié el desarrollo de estos organismos (Cuadro 11 y
Figura 30).

De acuerdo con las especificaciones indicadas en la NMX-FF-074-SCFI-2009, el valor
méaximo de BMA es de 100 UFC y de 10 UFC para mohos y levaduras. Mientras que para
coliformes totales, el recuento debe ser negativo. Por lo que en este aspecto, para el beneficio
1 se cumple la presencia nula de coliformes totales en todos los tratamientos a los seis meses
de empacado, y sélo los tratamientos 1 y 3 cumplen el requerimiento de un valor maximo de
10 UFC de hongos y levaduras. Y para BMA, todos los tratamientos superan el limite maximo
permitido (Cuadro 11).

Cuadro 11. Actividad de agua (Aw), conteo de bacterias mesdfilas, coliformes totales y
hongos y levaduras (UFC: unidades formadoras de colonias), inicial y a los 6 meses de

almacenamiento del Beneficio 1.

. . . . Coliformes Hongos y
Empaque/ Tiempo  Actividad de Bacterias Meséfilas

No. de vainas (meses) agua (Aw) Aerobias (UFC g?) Totales Levaduras
(UFCg?) (UFCg?)
0 0.90 2100 1700 450
C-1 6 0.61 4000 0 Menor de 10
C-5 6 0.90 25000 0 23000
CC-1 6 0.67 3000 0 Menor de 10
CC-5 6 0.91 30000 0 300000
CpP-1 6 0.77 5500 0 200
CP-5 6 0.91 1500 0 3000
Cv-1 6 0.70 1000 0 100
CV-5 6 0.90 1500 0 2000

C: Celoféan; C-C: Celofan doble; C-P: Celofan — Polietileno; C-V: Celofan — Vacio.
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Figura 29. Conteo de Bacterias Mesdfilas Aerobias (BMA) (unidades formadoras de colonia (UFC))
en vainas curadas y empacadas del Beneficio 1. (FO: Andlisis inicial, antes de que las vainas se
empacaran; C: Celofan; C-C: Celofan doble; C-P: Celofan — Polietileno; C-V: Celofan — Vacio).
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Figura 30. Conteo de Hongos y Levaduras (UFC: unidades formadoras de colonias) en vainas
curadas y empacadas del Beneficio 1. (FO: Fecha cero, antes de ser empacadas las vainas; C: Celofan;
C-C: Celofan doble; C-P: Celofan — Polietileno; C-V: Celofan — Vacio).
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La influencia de la Aw sobre el recuento de microorganismos fue relevante en los tratamientos
con cinco vainas, ya que existi6 mayor conteo de UFC de BMA vy en hongos y levaduras
principalmente en los tratamientos con celofan con cinco vainas. Por lo que puede
corroborarse lo indicado por Odoux y Grisoni (2011), que un bajo contenido de agua y un alto
contenido de fenoles como la vainillina, se inhibe el desarrollo por hongos en vainillas

curadas, lo cual fue evidente en las vainas empacadas individualmente.

Para el Beneficio 2, la actividad de agua presentd una reduccion de aproximadamente 0.10 en
los tratamientos con una sola vaina, mientras que en los tratamientos con cinco vainas existio
un leve crecimiento para el segundo mes y posteriormente una reduccion de 0.02 hasta el sexto

mes quedando en un valor de 0.90 al sexto mes del empaque (Figura 31).
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Figura 31. Actividad de agua (Aw) del Beneficio 2. (C: Celofan, C-C: Celofan doble, C-P: Celofan-
Polietileno, C-V: Celofan-Vacio). (®: Media de Aw entre meses por cada tipo de empaque y nimero

de vainas; ®: Media de la Aw de las dos cantidades de vainas).

En el caso del Beneficio 2, en el analisis inicial se presentd un elevado conteo de UFC g* en
BMA, obteniéndose un recuento de 25 M, pero reduciéndose considerablemente en todos los
tratamientos a los seis meses. Pero cabe notar que, en los tratamientos con cinco vainas
existieron los menores recuentos, correspondiendo a las mayores Aw (cuadro 12 y Figura 32).

Para los recuentos de coliformes totales, también en todos los casos se redujeron las UFC,
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llegando en la mayoria de los casos a niveles menores de 10 UFC g (Cuadro 12). Finalmente
en el caso de hongos y levaduras, hubo un incremento notable de 617 % en las vainas

individuales con C-C, y una reduccion en los otros empaques (Cuadro 12 y Figura 33).

En lo que respecta a los limites permitidos de microorganismos indicados en la NMX-FF-074-
SCFI-2009, existe presencia de coliformes totales en todos los tratamientos, el recuento de
hongos y levaduras supera al limite maximo recomendado, al igual que para la presencia de
BMA (Cuadro 12).

Cuadro 12. Actividad de agua (Aw), conteo de bacterias mesofilas, coliformes totales y
hongos y levaduras (UFC: unidades formadoras de colonias), inicial y a los 6 meses de

almacenamiento del Beneficio 2

. . . o Coliformes Hongos y
Empaque/  Tiempo Actividad de Bacterias Mesofilas
Totales Levaduras

No. de vainas  (meses) agua (Aw)  Aerobias (UFC g?)
(UFCgl) (UFCg?

0 0.90 25000000 867 810

C-1 6 0.78 2200 20 800

C-5 6 0.89 300 Menor de 10 600

CC-1 6 0.83 30000 10 5000
CC-5 6 0.90 1000 Menor de 10 700
CP-1 6 0.81 20000 20 500
CP-5 6 0.91 2000 Menor de 10 600
Cv-1 6 0.81 6000 Menor de 10 400
CV-5 6 0.90 900 Menor de 10 500

C: Celoféan; C-C: Celofan doble; C-P: Celofan — Polietileno; C-V: Celofan — Vacio.
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Figura 32. Actividad de Bacterias Mesofilas Aerobias (BMA) en vainas curadas y empacadas del
Beneficio 2. (FO: Fecha cero, antes de ser empacadas las vainas). [Nota: en FO el recuento realizado
fue de 25,000,000 UFC g*]. (FO: Fecha cero, antes de ser empacadas las vainas; C: Celofan; C-C:
Celofan doble; C-P: Celofan — Polietileno; C-V: Celofan — Vacio).
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Figura 33. Actividad de Hongos y Levaduras (H y L) en vainas curadas y empacadas del Beneficio 2.
(FO: Fecha cero, antes de ser empacadas las vainas). (FO: Fecha cero, antes de ser empacadas las
vainas; C: Celofan; C-C: Celofan doble; C-P: Celofan — Polietileno; C-V: Celofan — Vacio).
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De acuerdo con Odoux y Grisoni (2011), algunos riesgos en las vainas curadas son el
crecimiento microbiano por fermentacion de bacterias o el desarrollo de hongos,
contaminacion de micotoxinas; y contaminacién bacteriana relacionada a condiciones

higiénicas deficientes.

En este caso existid un mayor crecimiento de hongos que en las muestras del beneficio 1, lo
cual podria deberse al manejo, tanto en el beneficio como en el laboratorio. Por lo que se debe
tener un control durante todo el proceso postcosecha para evitar contaminacion cruzada, y si el
almacenamiento dura varios meses, se deben controlar también parametros como la

temperatura, humedad, composicion del aire y tipo de empaque.

Los mismos autores, también han reportado que la vainillina tiene propiedades microbianas
sobre diferentes microorganismos relacionados con alimentos y algunos patégenos como: E.
coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella entérica, Candida
albicans, Lactobacillus casei, Penicillium expansum y Saccharomyces cerevisiae, y algunas
especies de Aspergillus; aunque dicha actividad microbiana depende del tiempo de exposicion,

concentracion y el tipo de organismo.

Es conveniente realizar analisis microbioldgicos en cada muestreo, para observar si realmente
existe o no influencia de la Aw y del tipo de empaque sobre su crecimiento. Es claro que, en el
caso de vainas curadas de vainilla, existe una alta correlacion entre el contenido de humedad y
la Aw (0.96 y 0.94 para los beneficios 1 y 2, respectivamente); por lo que seria de utilidad
crear una serie de tiempo adecuada que permita apreciar si independientemente del empaque
empleado, una menor Aw corresponderia a menor crecimiento microbiano, ya que de acuerdo
con Odoux y Grisoni (2011), no se debe superar una Aw de 0.70 para evitar el desarrollo de

hongos, y 0.91 para el crecimiento de bacterias.
3.4 Efecto del Empaque y Numero de Vainas en el Contenido de Azucares

Para las muestras del beneficio 1, el porcentaje mas alto de azucares totales se presentd en los
tratamientos: C y C-V con una vaina, con valor de 10.7 %. Mientras que los valores mas bajos

se registraron en los tratamientos con cinco vainas con valores desde 3.0 hasta 5.4 %. Se
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observo una mayor cantidad de glucosa que de sacarosa; y una menor proporcién de fructosa
con valores de 0.5 a 1.3 % (Figura 34).

Por otro lado, para el beneficio 2 existié la misma tendencia, mayor contenido de azucares
totales en tratamientos con una vaina, principalmente en el de celofan (9.8 %) y menor
aquellas vainas empacadas en cinco unidades, con porcentajes de 5.9 a 6.7 %. Sin embargo,
sus valores fueron menores que en el beneficio 1. No hubo diferencias significativas en el
contenido de glucosa y sacarosa, oscilando sus valores entre 2.6 y 4.4 %; y con valores de

fructosa similares a los del beneficio 1 (Figura 35).
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Figura 34. Contenido de azUcares en vainas del Beneficio 1, empacadas durante seis meses. (C:
Celofan; C-C: Celofan doble; C-P: Celofan — Polietileno; C-V: Celofan — Vacio), con una y cinco
vainas. [Para AzUcares totales= x: 6.80, : 3.21, CV: 47.1].
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Figura 35. Contenido de azucares en vainas del Beneficio 2, empacadas durante seis meses. (C:
Celofan; C-C: Celofan doble; C-P: Celofan — Polietileno; C-V: Celofan — Vacio), con una y cinco
vainas. [Para Azucares totales= x: 7.49, c: 1.35, CV: 18.05].

Para ambos beneficios, el contenido de azUcares totales fue mayor en los empaques con una
sola vaina, principalmente en celofan simple y C-V, con la misma tendencia para los tres tipos
de azucares. En cuanto a la fructosa, para los dos beneficios fue cercano a 1 %, sin variaciones
significativas entre tratamientos. Esto difiere con lo mencionado por Rao y Ravishankar
(2000), quienes mencionan que el azlcar que se encuentra en cantidades traza es la sacarosa,
pero aunque su estudio no lo menciona, se consideran vainas sin haber sido empacadas. Sin
embargo, aungue se presume que las vainas curadas son frutos sin actividad fisioldgica, en los
tratamientos con cinco vainas la respiracion podria ser menor y los azlcares ya no se
metabolizarian por la ruta aerdbica, provocando en su lugar reacciones de fermentacion

alcohdlica aumentando la concentracion de acetaldehido y etanol (Arévalo, 1996).

De acuerdo con Odoux y Grisoni (2011) el contenido de azucares en vainas de Madagascar en
base a peso seco es de 10 %; de los cuales 80 % corresponden a sacarosa, 15 % a glucosa y 5
% a fructosa. Esto, aunque no se especifica, es en el supuesto de que son vainas ain sin
empacar. Dicho valor de azUcares totales se aproxima con los obtenidos para los tratamientos

con una sola vaina empacada.
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3.5 Efecto del Empaque y Numero de Vainas en el Contenido de Etanol y Acetaldehido

Para el caso del etanol, durante los seis meses de almacenamiento solo existio un incremento a
través del tiempo en las vainas empacadas en C-V con cinco vainas, para el beneficio 1
(Figura 36); y en las vainas empacadas con celofan simple con una vaina, para el beneficio 2
(Figura 37).
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Figura 36. Comportamiento del etanol para los tratamientos del Beneficio 1 (C: Celofan, C-C:
Celofan doble, C-P: Celofan-Polietileno, C-V: Celofan-Vacio). [x: 0.233, 5: 0.562, CV: 240.9].

(®: Media de Etanol entre meses por cada tipo de empaque y nimero de vainas; 4: Media de Etanol
de las dos cantidades de vainas).
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Figura 37. Comportamiento del etanol para los tratamientos del Beneficio 2 (C: Celofan, C-C:
Celofan doble, C-P: Celofan-Polietileno, C-V: Celofan-Vacio). [x: 0.036, ¢: 0.066, CV: 183.8].

(= Media de Etanol entre meses por cada tipo de empaque y nimero de vainas; #: Media de Etanol
de las dos cantidades de vainas).

Mientras que, para el acetaldehido existié también un aumento en las vainas empacadas en C-
V con cinco vainas para el beneficio 1 (Figura 38); y para el beneficio 2 se incrementd en
practicamente todos los tratamientos, principalmente en los que contenian cinco vainas (Figura
39) en los cuales se encontraban los menores niveles de oxigeno y mayores porcentajes de
humedad, lo que ocasion0 que, aunque tuviera una textura humeda y flexible, adquirieran
sabores y aromas desagradables. Es notable que, el contenido de acetaldehido sea mayor en
vainas empacadas en cinco unidades en ambos beneficios, lo cual coincide con los niveles mas
bajos de azlcares, por lo cual es presumible que la glucosa sea metabolizada a través de la ruta
del piruvato.
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Figura 38. Comportamiento del acetaldehido para los tratamientos del Beneficio 1 (C: Celofan, C-C:
Celofan doble, C-P: Celofan-Polietileno, C-V: Celofan-Vacio). [x: 0.00040, o: 0.00047, CV: 115.5].

(m: Media de Acetaldehido entre meses por cada tipo de empaque y nimero de vainas; ¢: Media de
Acetaldehido de las dos cantidades de vainas).
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Figura 39. Comportamiento del acetaldehido para los tratamientos del Beneficio 2 (C: Celofan, C-C:
Celofan doble, C-P: Celofan-Polietileno, C-V: Celofan-Vacio). [x: 0.00097, ¢: 0.00069, CV: 70.9].
(m: Media de Acetaldehido entre meses por cada tipo de empaque y nimero de vainas; €: Media de
Acetaldehido de las dos cantidades de vainas).
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Los volatiles como el etanol y acetaldehido son emitidos en condiciones de bajo contenido de
oxigeno permitiendo el desarrollo de sabores indeseables debido a la fermentacion en los
tejidos (Havkin-Frenkel y Frenkel, 2010). Se generan en pequefias cantidades debido a la baja
actividad de la enzima piravico-decarboxilasa que puede actuar sobre el piruvato aumentando
su concentracion, y el cual si se desvia a la ruta del etanol, forma dos moléculas de
acetaldehido y dos de CO> por cada molécula de glucosa. Si existe la presencia de la enzima
alcohol deshidrogenasa y NADH, es cuando ocurre la reduccion de acetaldehido a etanol
(Arévalo, 1996 y 2000; Valle, 2003). Esta reaccion ocurre en ambientes como el creado con

vacio y aumenta a medida que se prolonga el almacenamiento.

En contraparte, si existe presencia de O, éste se consume y se lleva a cabo el proceso
respiratorio normal, con la formacion de CO: y agua, anulando la formacion de metabolitos

fermentativos llevando a cabo el efecto Pasteur (Valle, 2003).

En condiciones de anaerobiosis, con la produccién de etanol hay un incremento en la
concentracion de acetaldehido. La proporcién de acetaldehido y etanol es de 1:100, pero si
existen altas concentraciones de CO> dicha proporcion puede llegar hasta 1:2 — 1:5 (Arévalo,
1996). Por lo que es importante conocer dos parametros importantes: la concentracion umbral
de Oz en la cual se inicial el metabolismo y la velocidad de intercambio de gases y vapor de

agua a través del empague.

IV. CONCLUSIONES

1) No se presentaron efectos significativos en la calidad de la vainilla entre los empaques
analizados evaluando la cantidad de compuestos aromaticos y pérdida de humedad, por lo
que podria considerarse cualquier tipo de empaque doble como una opcion de empaque de

vainas comercializadas al menudeo.

2) El numero de vainas empacadas influye notablemente en el contenido de humedad y
vainillina, firmeza, azUcares, etanol y acetaldehido; ya que las vainas empacadas en cinco
unidades aunque conservaron su flexibilidad, tuvieron menor acumulacion de vainillina

con rangos inclusive inferiores a lo requerido por la norma NOM-182-SCFI-2011.
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ANEXOS

ANEXO A. Curvas estandar de calibracion de los cuatro compuestos fendlicos mayoritarios

de la vainilla obtenidos por HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién). [Tiempo de
corrida 26 min; fase movil HsPO4 0.01M : Metanol (75:25); velocidad de flujo de 1 mL min™

a 30 °C; volumen de inyeccion de 10 pL; a 254 nm, detector UV/VIS; y columna Brownlee
Validated Aqueous C18 5u 250 x 4.6 mm].
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ANEXO B. Anadlisis de Varianza de la estructura de covarianzas simétrica compuesta para la
variable Vainillina (Fase 1)

Efecto GL F-Valor Pr>F
B 3 63.07 <.0001
E 2 3.53 0.0377
B*E 6 2.46 0.0386
Tiempo 5 83.17 <.0001
B*Tiempo 15 1.77 0.0445
E*Tiempo 10 1.24 0.2723
B*E*Tiempo 30 0.76 0.8083

ANEXO C. Analisis de Varianza de la estructura de covarianzas sin estructuracion
para la variable Humedad (Fase I)

Efecto GL F-Valor Pr>F
B 3 29.77 <.0001
E 2 10.70 0.0002
B*E 6 0.80 0.5767
Tiempo 5 2145.96 <.0001
B*Tiempo 15 18.77 <.0001
E*Tiempo 10 1.85 0.0566
B*E*Tiempo 30 1.15 0.2895
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ANEXO D. Andlisis de Varianza para la variable Vainillina con comparacion entre
medias para beneficio, empaque y tiempo.

Procedimiento GLM

Variable dependiente: Vainillina

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 10 45.14005294 4.51400529 64.44 <.0001
Error 259 18.14388372 0.07005361
Total correcto 269 63.28393667
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Media
0.713294 13.99335 0.264676 1.891444

Cuadrado de

Fuente DF Tipo I SS la media F-Valor Pr > F
B 3 14.15631167 4.71877056 67.36 <.0001
E 2 0.37300667 0.18650333 2.66 0.0717
T 5 30.61073461 6.12214692 87.39 <.0001
Cuadrado de
Fuente DF Tipo III SS la media F-Valor Pr > F
B 3 12.98727199 4.32909066 61.80 <.0001
E 2 0.37300667 0.18650333 2.66 0.0717
T 5 30.61073461 6.12214692 87.39 <.0001

t Tests (LSD) para Vainillina

NOTA: Este test controla el indice de error comparisonwise de tipo I, no el indice de error

experimentwise.
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 259
Error de cuadrado medio 0.070054
Valor critico de t 1.96917

Las comparaciones importantes del nivel 0.05 estdn indicadas por ***,

Comparacidn Diferencia
entre entre 95% Limites
Beneficios medias de confianza
1-4 0.09860 0.00833 0.18887 ***
1-3 0.23147 0.14636 0.31658 ***
1-2 0.62077 0.53049 0.71104 k*x*
4 -1 -0.09860 -0.18887 -0.00833 ***
4 - 3 0.13287 0.04259 0.22314 ***
4 - 2 0.52217 0.42701 0.61732 ***
3 -1 -0.23147 -0.31658 -0.14636 ***
3-14 -0.13287 -0.22314 -0.04259 ***
3 -2 0.38930 0.29903 0.47957 k¥*
2 -1 -0.62077 -0.71104 -0.53049 ***
2 -4 -0.52217 -0.61732 -0.42701 k**
2 -3 -0.38930 -0.47957 -0.29903 k**
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 259
Error de cuadrado medio 0.070054
Valor critico de t 1.96917

Diferencia menos significativa 0.0777

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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t Agrupamiento Media N E
A 1.94400 90 C
B 1.86600 920 Vv
B 1.86433 920 P
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 259
Error de cuadrado medio 0.070054
Valor critico de t 1.96917

Las comparaciones importantes del nivel 0.05 estan indicadas por ***,

Comparacién Diferencia

entre entre 95% Limites

Tiempos medias de confianza
8 - 10 0.10000 -0.01373 0.21373
8 -6 0.17405 0.06031 0.28778 ***
8 -4 0.22429 0.11055 ©0.33802 ***
8 -2 0.33952 0.22579 0.45326 ***
8 -0 0.95629 0.85143 1.06114 x**
10 - 8 -0.10000 -0.21373 0.01373
10 - 6 0.07405 -0.03969 0.18778
10 - 4 0.12429 0.01055 ©0.23802 ***
10 - 2 0.23952 0.12579 0.35326 ***
10 - © 0.85629 0.75143 0.96114 k*x*
6 -8 -0.17405 -0.28778 -0.06031 ***
6 - 10 -0.07405 -0.18778 ©0.03969
6 -4 0.05024 -0.06350 0.16397
6 -2 0.16548 0.05174 ©.27921 ***
6 -0 0.78224 0.67738 0.88710 ***
4 -8 -0.22429 -0.33802 -0.11055 ***
4 - 10 -0.12429 -0.23802 -0.01055 *F*¥*
4 -6 -0.05024 -0.16397 0.06350
4 - 2 0.11524 0.00150 0.22897 ***
4 -0 0.73200 0.62714 0.83686 ***
2 -8 -0.33952 -0.45326 -0.22579 k**
2 - 10 -0.23952 -0.35326 -0.12579 ***
2 -6 -0.16548 -0.27921 -0.05174 ***
2 -4 -0.11524 -0.22897 -0.00150 ***
2 -0 0.61676 0.51190 ©0.72162 ***
0 -8 -0.95629 -1.06114 -0.85143 ***
0 - 10 -0.85629 -0.96114 -0.75143 k**
0 -6 -0.78224 -0.88710 -0.67738 ***
o -4 -0.73200 -0.83686 -0.62714 ***
o -2 -0.61676 -0.72162 -0.51190 ***
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ANEXO E. Andlisis de Varianza para la variable Humedad con comparacion entre
medias para beneficio, empaque y tiempo

Procedimiento GLM

Variable dependiente: Humedad

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 10 42072.14638 4207.21464 533.01 <.0001
Error 259 2044 .35918 7.89328
Total correcto 269 44116.50556
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Humedad Media
0.953660 17.61400 2.809498 15.95037

Cuadrado de

Fuente DF Tipo I SS 1la media F-valor Pr > F
B 3 1132.73675 377.57892 47.84 <.0001
E 2 103.20174 51.60087 6.54 0.0017
T 5 40836.20789 8167.24158 1034.71 <.0001
Cuadrado de
Fuente DF Tipo III SS la media F-valor Pr > F
B 3 621.63542 207.21181 26.25 <.0001
E 2 103.20174 51.60087 6.54 0.0017
T 5 40836.20789 8167.24158 1034.71 <.0001

t Tests (LSD) para Humedad

NOTA: Este test controla el indice de error comparisonwise de tipo I, no el indice de error

experimentwise.
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 259
Error de cuadrado medio 7.893279
Valor critico de t 1.96917

Las comparaciones importantes del nivel 0.05 estdn indicadas por ***,

Comparacion Diferencia
entre entre 95% Limites
Beneficios medias de confianza
2 -4 0.9925 -0.0176 2.0026
2 -1 2.4861 1.5278 3.4443 x**
2 -3 5.3838 4.4256 6.3420 **¥*
4 - 2 -0.9925 -2.0026 0.0176
4 -1 1.4936 0.5353 2.4518 k*x*
4 -3 4.3913 3.4331  5.3495 ¥¥x*
1-2 -2.4861 -3.4443 -1.5278 ***
1-4 -1.4936 -2.4518 -0.5353 k¥*
1-3 2.8977 1.9943 3.8012 k**
3 -2 -5.3838 -6.3420 -4.4256 ***
3 -4 -4.3913 -5.3495 -3.4331 k*x*
3 -1 -2.8977 -3.8012 -1.9943 k*x*
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 259
Error de cuadrado medio 7.893279
Valor critico de t 1.96917

Diferencia menos significativa ©.8247

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

t Agrupamiento Media N E
A 16.8234 90 \
B 15.5544 90 P
B 15.4732 90 C
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Alfa 0.05

Error de grados de libertad 259
Error de cuadrado medio 7.893279
Valor critico de t 1.96917

Las comparaciones importantes del nivel 0.05 estdn indicadas por ***,

Comparacion Diferencia
entre entre 95% Limites
Tiempos medias de confianza
0 -2 19.5570 18.4440 20.6701 ***
0 -4 27.1078 25.9947 28.2208 x**
0 -6 29.2687 28.1557 30.3818 x**
0 -8 31.6851 30.5721 32.7982 x¥*
0 - 10 32.7018 31.5888 33.8148 ***
2 -0 -19.5570 -20.6701 -18.4440 ***
2 -4 7.5507 6.3435 8.7580 ***
2 -6 9.7117 8.5044 10.9189 x**
2 -8 12.1281 10.9208 13.3354 x**
2 -10 13.1448 11.9375 14,3520 x**
4 -0 -27.1078 -28.2208 -25.9947 Ck**
4 - 2 -7.5507 -8.7580 -6.3435 k**
4 -6 2.1610 0.9537 3.3682 k**
4 - 8 4.5774 3.3701 5.7846 ***
4 - 10 5.5940 4.3868 6.8013 k*x*
6 -0 -29.2687 -30.3818 -28.1557 ¥**
6 -2 -9.7117 -10.9189 -8.5044 k**
6 -4 -2.1610 -3.3682 -0.9537 k**
6 -8 2.4164 1.2092 3.6237 k**
6 - 10 3.4331 2.2258 4.6404 **x*
8 -0 -31.6851 -32.7982 -30.5721 ***
8 -2 -12.1281 -13.3354 -10.9208 ***
8 -4 -4.5774 -5.7846 -3.3701 k**
8 -6 -2.4164 -3.6237 -1.2092 k**
8 -10 1.0167 -0.1906 2.2239
10 - 0 -32.7018 -33.8148 -31.5888 ***
10 - 2 -13.1448 -14.3520 -11.9375 k**
10 - 4 -5.5940 -6.8013 -4.3868 k**
10 - 6 -3.4331 -4.6404 -2.2258 k**
10 - 8 -1.0167 -2.2239 0.1906
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ANEXO F. Analisis de Varianza de la estructura de covarianzas simétrica compuesta

para la variable Humedad (Fase I1)

Efecto GL F-Valor Pr>F
Empaque 3 8.34 0.0001
NUmero de vainas 1 262.05 <.0001
Empaque*Numero de vainas 3 3.37 0.0262
Tiempo 6 38.39 <.0001
Tiempo*Empaque 18 0.88 0.6006
Tiempo*Numero de vainas 6 21.47 <.0001
Tiempo*Empaque*Ndmero de vainas 18 0.54 0.9230

ANEXO G. Anélisis de Varianza de la estructura de covarianzas autorregresiva para la

variable Vainillina (Fase II)

Efecto GL F-Valor Pr>F
Empaque 3 1.61 0.1990
Ndmero de vainas 1 35.66 <.0001
Empaque*Numero de vainas 3 0.86 0.4684
Tiempo 6 7.88 <.0001
Tiempo*Empaque 18 1.09 0.3927
Tiempo*Numero de vainas 6 6.84 <.0001
Tiempo*Empaque*Ndmero de vainas 18 1.22 0.2824
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