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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La vainilla es uno de los saborizantes naturales mas apreciados
mundialmente. Dentro de sus multiples aplicaciones en la industria
alimentaria se cuentan la elaboracién de pasteles, helados, duices v
ticores, enfre muchas otras. En la industria farmacéutica su uso es

frecuente en la formulacidn de cosméticos, perfumes y medicamentos.

Siendo la planta de la vainilla una orquidea que necesita climas
muy especificos para su desarrollo, solamente crece en paises ubicados
entre el Tropico de Céancer y el de Capricornio. Aunque es criginaria de
Méxicc actualmente la aportacion de nuestro pais a la produccion
mundial representa solamente un 0.5% (Rakotoarison 1995). Los
estados de la Repubiica Mexicana donde se desarrolla este fruto son
Puebla, Oaxaca, Chiapas y Veracruz, pero es necesario sefalar que el
cultivo de vainilla en Veracruz constituye el 85% de la produccion
nacional (Curti 1995). Desafortunadamente en los Ultimos afios las
cosechas No se nan comercializado adecuadamente, ellc debido a que
los compradores son sumamente exigentes en cuanto a la calidad dei
producto vy no fodcs estén dispuesios a pagar el precio real que
representa dicha calidad. La suma de las anteriores situaciones ha
provocado una aguda crisis para los campesinos mexicanos dedicados

al cultivo de la vainilla (Cruz A. 1588).

La demanda de vainila natural aumenta constantemente,
sobrepasando a la oferta y provocande con ello un elevado precio. Este
escenario ha dado lugar a muchos fraudes. Uno de los mas frecuenies
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es reforzar el extracto natural al afadir vainiliina sintética en pequeiias
cantidades para no alterar el sabor y tener un aroma similar a iz vainilla
natural. La identficacion de un extracto adulierado es compleja v
sumamenie costosa. Por esia razdn actualmente existe un gran interés
en desarrollar métodos de identificacion accesibles para la industria.

El compuesto mas importante de la vainiila natural es |a vainillina,
en funcién de la cual se cotiza ia vaina y también sirve come prueba de
su calidad. En la actualidad se han estudiadc alernativas para la
obtencién de vainilina, por ejemplo, las biofransformaciones o el cultive
de tejidos vegetales (Westcoft 1994) Estos métodos permiten la
reduccién de costos en ia prodiiccién. Sin embargo las caracterfsticas
gue tiene la vainilla natural no se han podido reproducir por lo que ésta

continua presentando una demanda muy alta en le mercado mundial.

La produccidon natural del fruto no es facil, por el contrario ss
compleja puesto que requiere de grandes cuidados como lo es la
polinizacién manual de las flores, ademéas del curado o beneficio, que

hasta Ja fecha se realiza en forma artesanal.

Este proceso llamado beneficio tiene una duracion de tres meses
aproximadamente. En e! se han observado bajos rendimientos debido a
pérdidas por contaminacién con hongos o a la ineficiencia en Ia
transformacién de precursores oresentes en el fruto (Ranavide 1992).
Los estudics han comprobade que en la vaina verde se encuentra la

glucovainilina, la cual es la precursora de la vainillina. Durante el
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procesc de curado este glucésido es hidrolizadoc por medio de la

p-glucosidasa, obteniendo asi la vainillina.

Dado lo anterior es posible apreciar come la produccion de vainilla
requiere de una gran cantidad de mano de obra, ademas de un largo
tiempo de maduracién para lograr vainas con un buen conienido de
vainillina. Los vainilleros en México han disminuido su produccién
debido a factores taies como la alta competitividad de los mercados
internacionaies, ios procesos sintélicos, asi como por la ineficiencia en

la obtencion de la vainilla.

La impoitancia que se le quiers dar a2 este estudio se basa en ia
aplicacién de posibles modificaciones al proceso vigente con ias cuales
se podrian disminuir los tiempos de produccion y mejorar la eficiencia en

la recuperacion de vainiilina.
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OBJETIVOS

Objetivo general.
s Desarroliar un méfcde enzimatico de extraccion de glucovainillina a
partir de vainas verdes sin beneficiar, para su posterior

transformacion enzimatica a vainillina.

Objetivos particulares.
e Determinar las condiciones para la extraccidén enzimatica eficients
de glucovainillina.
o Determinar la eficiencia de la transformacion de glucovainillina a
vainillina  utilizando enzimas comerciales con  actividad

B.glucosidasa.
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ANTECEDENTES
Historia.

La vainilla es originaria de México y Centroamérica, los Aztecas
ia utiizaban como aromatizante de bebidas y como moneda,
posteriormente los espaficies propagaron su cultivo en regiones
tropicales, dandola a conocer en Europa hacia finales del siglo XVI. Se
empezo a cultivar en Indonesia sin éxito puestc que la planta no
producia fruto alguno, tiempo después se implementd fa polinizacion
manuai, se desarrcllaron diferentes técnicas, para poder realizar este
paso de una manera mas eficiente y rapida, y por lo tanto aumentar la
produccion del fruto, hasta que en el siglo XIX se rompié el monopolio
de la vainilla gue mantenia México siendo actualmente Madagascar

une de los principales productores.

Caracterisiicas de ia vainilla.

La planta de la vainila es una crquidea gue crece en clima
tropical y pertenece a la familia Orchidaceae; ia vainilia es la Unica de
io gue tiene un gran valor comercial.

Hay numerosas especies de orquideas, pero la de mayor
importancia econdmica es la Vanilla fragrans ¢ Vanilia planifolia
(Ranadive 1892). Oiras especies de menor importancia comercial son

la Vanilla tahitensis y Vainila pompona, las cuales tienen
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caracieristicas diskintas en cuanto al sabor y aroma (Ramarcson-

Roanizafinimanana et al 1897).

Los paises productores de Vanilla planifolia son: México,
Madagascar, Indonesiz, la isla Reunidn, as islas Comores (islas
Bourbon), Java, Sri Lanka, Islas Scheilles, Mauricio, Guadalupe, Tzhiti,

Filipinas, Hawai y aigunos paises de Africa.

Esia orquidea ez nativa de México vy Cenbroamérice ¥ se
distribuye en bosgues tropicales himedos desde el nivel dal mar hasta
aproximadamenie 1, 000m de aititud. Ls vainilla prospers en zonas de
clima calide hiimedo con una temperatura media anual de 22 2 25°C vy
una humedad relaliva superior 2t 80%. Requiers una temporada

lluvicsa superior 2 2,000mm de precipitacitn aproximadamenie vy un

periodo seco de tres meses al afio.

Figura 1. A) Vainas de vainiila sin beneficiar. B) Vainilia beneficiada.
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Reproduccion.

La vainilla necesita de arboles tutores para su crecimiento, estes
tienen ia funcion de sostener a la planta y de proporcionarle la sombra
necesaria para su desarrollo. Las especies de arboles tutores mas
utilizadas como sostén son naranjales viejos, algunas leguminosas,
como son los arboles conocidos comiinmente como Pichoco o Colorin
(Erythrina sp.} v Cocuite (Gliricidium sepium). Una vez sembrado el
soporte, en cuante pueda proporcionar la sombra necesaria se planta
un bejuco, que al llegar a una determinada aliura se encausa para que
regrese al suelo. Este procedimiento se repite 3 é 4 veces lo que
permite que la planta obtenga los nuirientes necesarios para ia
cantidad de follaje formado.

en México &l periodo de floracidn de V. planifolia abarca ds
marzo a mayo, abriéndose una flor por dia y ocasionalmente dos, esta

vive aproximadamente de seis a ocho horas.

i.a primera fioracion ocurre después de 2 ¢ 3 afios de plantado el
bejuco, los polinizadores son atraidos por el néctar que se produce en
la base del labelo {pétalo basal modificade) vy por el aroma duice de
sus flores. El polinizador natural de las flores de V. planffolia, se ha
reportado que puede ser la abeia melipora o colibries. Debido a la
estructura de la flor la polinizacidén natural es dificll que ocurra, per o

gue esta se realiza de forma manual.
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Es importante controlar el nimero de flores polinizadas por
maceta, ya que a mayer cantidad de frutos menor sera su vida Gtil. En
general una planta vigorosa de 4 afios o mas podria soportar 40 frutos

en condiciones de femporal.

En ias poblaciones naturales ia produccidn de fruios es muy
baja, por o que se sugiere que los polinizadores son poco eficientes.
Los frutos presentan forma de capsulas lineales cilindricas, aplastadas
al exterior, miden entre 18 y 25cm de large y 18mm de diametro. Los
frutos inmaduros tienen un gran porcentaje de agua y no contienen ni
aroma ni sabor. Estos maduran en un periodo que fluctla entre 8 v 10
meses, cada uno contiene en el interior miles de semillas pequefas de
forma esférica con un color negro briliante. La cosecha se realiza
cuando se aprecia al iactoc el reblandecimienio del fruio y el color
cambia de verde brillante a verde amariliento, Este cambic se aprecia
en el tiempo antes mencicnade. El porcentaje de humedad del fruto es
del 82 al 85% y ademas el contenido de aztcares aumenta conforme

el fruto madura (Ranavide 1994).

Enfermedades.

El cultivo de la vainilla requiere de muchos cuidados ya gue es
muy susceptible a enfermedades como la pudricién de la raiz, debida
a Fusariurn, Antracnosis, enfre otras. Estas enfermedades pueden
ser ocasionadas por liuvias excesivas v prolongadas, un drenaje
inadecuado o demasiada sombra de los arboles futores. Por ofra
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parte, puede haber debilitamiento del fruto debido a corrientes de aire;
demasiada exposicién directa al sol, ocasionando que la planta y &l
frutc sean mas susceptibles al ataque de hongos y dando como
resultado pérdidas en la produccion.

Se pueden presentar también algunas plagas como la chinche
roja, el gusano peludo, caracoles y babosas.

Beneficio o curado de la vainiiia.

El proceso donde se van a desarrollar las propiedades
organoiépticas del frufo maduro de la vainilla recibe el nombre de
beneficio. £n esia etapa las vainas absorben calor y exudan grasas
{Curti 1985), las cuales se combinan con resinas naturales sirviendo

de sustrato a las enzimas (Riley 1888).

La vaina madura es fransportada a 1a planta beneficiadora, se
inicia el despezonado, es decir se separan los frutos del raquis.

Posteriormente los frutos se clasifican de acuerdo a sus caracieristicas

fisicas para dar inicio al curado.

Existen varios métodos para llevar a cabo el beneficio, los cuales
se aplican en los paises productores de vainilla, entre elios se
encueniran el de Madagascar, las islas Bourbon, las islas Guadalupe,
Puerto Rico y México. Todos ellos estan conformados por cuatro

pasos, 108 cuales se explican a continuacion.
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1.- Biatar 2 vaina.”

Esta etapa del proceso se realiza horneando o escaldando la
vaina, lo gue permite detener su funcion respiratoria destruyendo la
membrana vy pared celular, causando la muerte fisioldgica. Sin
embargo, es importante mantener la aclividad enzimatica necesaria
para llevar 2 cabo el bensficio ya que durante éste, algunas enzimas

eniran en contacto con sus sustratos.

En México se coloca un petate y sobre éste una cobija donde se
accmodan las vaineas, las que se rocian con agua. Posteriormenie se
empacan haciendo una “maleta”, la cual se introduce al horno. En
algunas ocasiones las vainas se colocan en cajones de madera
perforados en ia parie inferior para permitir el drenado del agua. E!
horneado liene una duracion de 24 a 48 horas a una temperatura entre
80 y 85°C.

2.-“ Sudado.”

Durante el “sudado” la humedad disminuye reduciéndose el
riesgo de contaminacién y manteniendo la actividad enzimatica
necesaria. Es importante el manejo del fruto ya que si la actividad de
ias enzimas no es la dptima el producto no alcanzard la calidad
adecuada. En este punto se hidrolizan ios precurscres giucosiiados de
los compuestos aromaticos, siendo la hidrdlisis de la glucovainiliina Iz

gue determinara ia calidad del producio final.

10
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Al mismo tiempo se lieva a cabo la oxidacién de poiifencies, se
forman ésteres, éteres y resinas. Los azlicares y 4cidos organicos son
metabolizados. Se desarrollan las caracteristicas de color, aroma vy
sabor.

El sudado se lleva a cabo inmediatamente después del horneado
{0 de “matar ia vaina”), colocande ias vainas en cajones de madera y

envolviéndolos con pelates en un periodo de 7 a 10 dias.

3.- Secado.

En este punto las vainas son aromaticas y de color café;
después del sudado tienen una humedad de entre el 80 v 70%. Esta
se va a reducir para evitar una contaminaciéon microbiana, y permitir
gue se lleven a cabo cambios bioguimicos. Terminando el secado las
vainas presentaran una humedad de entre el 25 y el 30%.

El secado se realiza en los tendales (patios), los cuales se
cubren con petates y en &lios se colocan las vainas de 4 a 6 horas. Se
realizan entre 11 y 25 ascleadas durante e! beneficio, en esta etapa la
concentracién de vainiliina aumenta, y su incremento es mas sficiente

cuando s2 realizan dos asoleadas consecutivas.
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4 - Acondicionamiento.

Las vainas se almactenan en cajas de madera. En este punto se
llevan a cabe reacciones de esterificacion, eterificacién y degradacion
oxidativa, produciéndose compuestos aromaticos que determinaran la
calidad de la vainilla.

Posteriormente las vainas se depositan en iugares amplios vy
aisiados donde se revisa periddicamente que estén libres de
enfermedades, ademas de verificar el contenido de humedad, aceites

v aromaticos.

En ccasiones, cuandc el fruio no esta en condiciones adecuadas
de humedad se asolea una vez mas y finalmente la vaina eniera se
clasifica de acuerdo a su color, firmeza v longitud. Normalmente se
obtiene un rendimiento de cinco a uno, es decir, por cada cinco kilos

de vaina verde se obtiene un kilo de beneficiada.

La calidad de ia vainilia esta en funcicén de ia concentracidn de

vainillina, v esta a su vez depende de las caracteristicas iniciales de la

[
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mostrando cada uno de los pasos a seguir para su realizacion.

(Figura 2)
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Semana 1 —> Semana 2 - Semana 3
Dia| Actividad | Dia| Actividad Dia| Actividad |
1 Corte i ) Sol4 | 15| 'Reposo -
2 | Despezonado E Repose . |16 Renass |
| 3] Homeado. Fﬁ‘ Sol5 Sudado | | 17 | Sof9, Sudado |
4 Sudor 1 KK Sol 8 { | 18 Reposo
57  Solf C 12 Sol 7 19! Reposo_ |
g Sol 2 13 | Sol8 | 1 20|  QOreado
7 | Soi 3 | {14 | Reposo | [21] Sel10 |
Semana 4 —> Semana 5 - Semana 6
Dia|  Actividad | Dia | Actividad | |Dia, Actividad |
P Sof 1 e | Ventiado, | ..l T
1 22 Soi 11 ; P2 i 136 Reposo i
i |7 reposo | G
ES‘ Reposo, 1 f 30 | Ventilado, | 371 Remose |
7 Venlilado | L 1 repese 4 (T TRROSC
[24 | S0l 12, Sudado | 37, Oreado | [38, Reposo |
i- gg Osroe!a?d ; _—_{ ! 22 Or aﬁd%pcg,o osoj Lig ;eggzg !
e N, . L= i jJreado, Repost [ . 7ef '
|27 Soi14 | Ija;ﬁ 8ol 15,sudado | [ 41 Sol 16 |
28] Reposo | .35 Reposo | 427 Sol17 |
Semana 7 - Semana 8 -» Semana 2
‘Dia; _ Actividad [Dia | Actividad |Dfa]  Actividad |
43 Oreado ' 50 Oreado . .57. Oreado
144! Reposo 51 Sol 21 i 58 Orsado |
’ES_T Reposo 52 [Oreado, Reposo! | 59 Sol 25 '
4B Sot 18 * 53 [Oreado, Repcso_l +§Q |__Oreado |
47 Oreado | 54 Sei 22 ' 81 | Clasificacion |
48 Sol 19 . 55 1 Sol 23 ! | §2 | Clasificacién
49, Sof20 | 56 | Sol24 | 63 | Clasificacion |
Semana 10
1 Dia Actividad |
i 64-100 J Acondicicnade ]

Figura 2. Calendario del proceso de beneficic en el que se muestran
las actividades dia por dia de un lote de vainas.
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Bioguimica y Quimica.

Enzimas presenies en la vaina.

Ei frutc de la vainilla contiene proteinasas, glucosicasas,

peroxidasas y polifenoloxidasas (Wild Altamirano 1969). Durante Ia

maduracién se ha observado gue la actividad proteoclitica disminuye

Y

el resto de tas enzimas aumenta. La B-giucosidasa vy la B-galactosidasa

tienen actividades especificas durante ia maduracién, en especial a

B-glucosidasa juega un papel importante durante e! beneficio después

de “matar la vaina”.

La B-glucosidasa hidroliza ia glucovainillina para dar lugar a la

vainiilina, la cual es el compuestc mas importante de la vaina,
determina su calidad.
OCH3 CHO
G
OH
G COH
| o /‘\
\ )
:< (,)H V, B-glucosidasa \/\
\ | B 1 QCHz
[ it
| | Beneficio l
oM II OH
b
CH
GSLUCCVAINILLINA VAINILLINA
{Vaina verde) (Vaina beneficiada)

Figura 3. Reaccidn de hidrolisis de la glucovainiillina a vainillina

Y
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Arana {1244) realizé un estudic comparstive entre los diferentes
métodos de curade de las vainas de vainilla v la calidad de las
mismas, en &l determind gque estd relacionada ta calidad con la
quimica del beneficio. Los factores que intervienen son Iz humedad,
contenido de glucovainillina, vainillina y fenol, asi como las actividades
de las enzimas glucosidasa y peroxidasa (Wiid Altamirano 19869). La
actividad de la polifencloxidasa y de la glucosidasa aumentan con &l
tiempo vy a juzgar por el coler final del productc es probable gue exista

una intensa actividad oxidativa a o largo del curado de las vainas.

Durante el beneficio v el periodo de acondicionamiento se llevan
a cabo numercsas reacciones donde se forman compuestos
aromaticos y no aromaticos, acidos organicos, alcoholes, azlicares
libres, entre otros; dando lugar a los precursores de ia esterificacion y
eterificacion, oxidaciones y formacion de bases de Shiff. Se cree gue
algunas de estas reacciones contindan en los extractos aicohdlicos,

por lo gue la calidad de los mismos aumenta con ei tiempo.

Precursores presentes en ia vaina.

La vainillina contribuye a las caracteristicas de aroma vy sabor en
conjuntc con otros compuestos como e &cido p-hitroxibenzoico,
p-hidroxibenzaldehido, acido vainiilinico, vainillit  alcohol, vy
p-hidroxibenzilalcohol; los cuales se encuentran igualmente en forma
de glucdsidos en el fruto verde {Goris 1847 y Lecng et a 198%). Sin
embargo el &cido vainillinico solaments se ha encontrado en forma de

glucésido en vainilla sin beneficiar originaria de Bourbon (Sagrero

15
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Nieves vy Schwartz 1988). De estos glucésidos Leong et al {1989),
confirmaron la presencia dei acido p-hidroxibenzoico,
p-hidroxibenzaldehido, acide vainillinico y vainilling en forma de
glucosidos en vainas de Bourbon, sin embargo esios compuestos no
fueron encenirados en vainas de Jamaica y Costa Rica.

Ranavide et ai (1992) observaron que ios fruios inmaduros
contienen cantidades insignificantes de glucovainilina (0.35% en
vainas secas al 10% de humedad) después de cinco meses de Iz
polinizacion. Sin embargo, €l contenido de vainillina lbre no es
verdes {cuando todavia presentan un color amarillo en la planta),
mientras que el contenido de glucovainillina presente en vainas verdes

maduras era superior a! 8.8%.

El mecanismo de la biosintesis da la giucovainillina en la planta
no se conoce perfectamente aungue, se cree gue puede provenir del
acido ferdlico el cual es B-oxidado a vanilloi-CoA, que a su vez puede
ser reducido a vainillina o se puede formar el acido vainiiiinico por
medio de una deciclasa. Se ha propuesto que una reaccion similar a la

B-oxidacion de acidos grasos. {Funk y Brodelius, 1990).

La concentracién de vainillina reportada tanto en vainas come en
el extractc se encuentra entre & 0.3-3% (Ranadive 1994). Es
importante verificar la concentracién a la cual se realizd el extracto

puesto que no todos los autores lo elaboran de la misma forma y no lo

18
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reportan igual, por o que los valores pueden ser vagos y crear
confusion.

En el caso de la glucovainiliina tampoco se especifica ia manera

en ta cual se calcutaron las concentraciones.

Existen factores gue influyen en el contenido de vainillina del
fruto como pueden ser la regidn geografica, el tipo de beneficio o la

concentracion de p-glucosidasa presente.
Voisine (1995) realizd un experimentn en el cual le agregd

B-glucosidasa a vainas beneficiadas, obteniendo los siguienies

resultados:

Tabla LEfecto de la B-Glucosidasa en el tratamiento de vainas

beneficiadas y en el contenido de vainiliina Voisine (1895).
’ " "Nainillina:g./100y

e A,

el :

Tratamiento con

Origen de la vaina Control 8-glucosidasa
Madagascar 171 - | - 1.82° -
Tonga 1.47 1.65
Jamaica 2.29 2.85
Tahiti 0.80 0.80

i7
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Por medio de! experimenio reafizado por Voisine {1995) se
puede observar que las enzimas endogenas presentes en la vaina no
son suficientes para hidrolizar a los glucésidos de Ia vainilia duranie el
curado o beneficio, por lo que la concentracion de vainillina en la vaina
o en los extractos elaborados podria ser mayor, puesto que al agregar
la enzima a la vaina beneficiada el contenido de vainillina auments en
un rango entre el 0 al 19.64% dependiendo del origen de ia materia

prima, siendo en promedio 2.13520.43 %.

Ranadive et al (1983} reporiaron concentraciones insignificantes
de glucovainillina en vainas inmaduras (0.35% en base seca en vainas
con 10% de humedad). Sin embargo 5 meses después de haber
polinizado la flor, la concentracion de este compuesto era del 6.3%;
debemos de considerar gue el fruto llega al punto de maduracion
después de 8 meses, en este periodo Arana (1943) reporia trazas de
vainillina en el fruto y arriba de un 8.8% de glucovainiilina.

Debico a 1o anterior se puede decir Gue si se lograra hidrolizar a
toda la glucovainillina presente en la vaina, podriamos obiener
nes entre el

8.3-8.8% de vainillina {en vainas con 10% de
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Estudios realizados parz evitar ef proceso de beneficio.

Como se menciond anteriormente, durante el beneficio se van a
desarrolfar los compuestos responsables del aroma. Sin embargo se
presentan algunas desventajas durante ia realizacion del curado,
dentro de las que destacan las siguientes:

o Un largo tiempo de elaboracién (2 a 3 meses).
e Existen riesgos de contaminacion por hongos o gue deteriora
ja calidad dei producio.

La hidrélisis ineficiente de la glucovainillina, ya que se ha
detectado su presencia en vainas beneficiadas.
= El heche de que primero se debe beneficiar la vaina, vy
posteriormente realizar el extracto de ia misma.

Por estas razones se han estudiade alternativas para evitar o
hacer mas eficiente este paso, con Io cual se obtengan extractos de
mayor calidad; es decir con una concentracién de vainillina mayor y en

menos tiempo.

Brunerie {1998) desarrolié un método en e cual ia vaina verde
madura es tratada con un conjunto de enzimas capaces de destruir la
membrana y pared celular de la vaina y al misme tiempo hidrolizar los
precursores presentes en ella. Este conjunto de enzimas esta formado

por pectinasas, celuiasas y hemicelulasas.

19



ANTECEDENTES

En el caso de la extraccidon de glucésidos de vainilla Brunerie
{1998) ha reportado varios experimentos dentro del gue destaca ef usc
de una pectinasa y una hemicelulasa con una actividad de 4455
unidades de actividad de glucosidasa por mg de vaina verde. Una
unidad de actividad corresponde a la hidrélisis de una micromol de
sustrato por minuto, a una temperatura de 30°C en un buffer de
citratos fosfatos pH de 5.0, usando p-nifrofenil giucosido como

sustrato.

En este trabajo se reporta que la vaina se incubd con la enzima a
6.5g/Kg de vaina (Con un porcentaje de humedad aproximadamente
del 85-90%), lo cual equivale a 0.65g/100g de vaina humeda. Si
consideramos que una vaina verde fiene en promedic un 85% de
humedad, Ig concentracidn de vainillina en base seca seria 4.33g/100g
de vaina, o cual representa un proceso eficiente para la eiaboracion
de un exiracto, sin embargo no se sabe el origen de a vainilla, el cual
es importanie para tener un parametro de concentracion promedic de

la regidn que se trate.

Otro proceso propuesto es el reportadc en la patente
FR-A-2,634,979. En este se propone congelar las vainas verdes a una
temperatura entre -5°C y -30°C y calentar antes de exiraer los
compuestos responsables de!l aroms, lo cual probablemente acorie el
tiempo de beneficio. Al congelar la vaina se va a destruir ia pared
celular del fruto y disminuye la actividad enzimatica. Esta operacién

seria equivalente a “matar la vaina”.
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Compuesios responsables del aroma

Existen varios factores que pueden contribuir a2 aroma y sabor
de la vainilla como pueden ser {a especie, ei tipo de beneficio que ha
recibido la vaina, el grado de maduracidn, asi como la relacién de los
compuestos que se encueniran presentas an ella. Sin embargo no se
ha podido identificar el papel que cada compuesto juega en las
diferentes caracieristicas de cada especie.

En general en {a vaina podemos encontrar azlGcares, proteinas,
celulosa, lignoceiuiosa, fibra, acidos organices, ceras, resinas, gomas,

pigmentos, compuestos aromaticos y aceites esenciales.

Se han identificade mas de 170 compuestos arométicos en
vainas de Madagascar (Klimes y Lamparasky 1976), siendo el mas
abundante la vainiiina; en menores proporcicnes podemos encontrar
al acido p-hidroxibenzoico, p-hidroxibenzaldehido,
p-metoxibenzaldehido, acido vainillinico, p-hidroxibenzil aicohol vy

vainiilif aicohol.
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Figura 4. Principales compuestos arométicos responsables de las
caracteristicas organolépticas de la vainilia.
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Se ha observado una correlacién entre la vainillina y el
p-hidroxibenzaldehido en vainas de Madagascar (Jurgens 1981),
presentandose en una propercion de 1:0.08 en los exiractos naturales

de estas vainas.

Ranadive 1992 realizd un estudio comparativo de los principales
compuestos presentes en vainas beneficiadas utilizando vainilla de

distintas regiones geograficas, encontrando los siguientes resultados:

Tabla li. Compuestos de vainilla beneficiada de diferentes regiones
geograficas. (g/100g vaina) Ranadive (1992)

Origen de la . Ac_ido _ p-hidrox!« f\?i?“f Vainillina
vainilla n-hidroxibenzoico benzaldehido vainillinico
Madagascar 0.056 0.137 0.150 1.64
Indonesia 0.034 0.093 0.077 1.17
México 0.040 0.070 0.130 0.90
Costa Rica 0.052 0.14 0.120 1.35
Jamaica - 0.084 0.042 2.16
Tonga 0.024 0.100 0.076 1.97
Tahiti 0.328 0.130 0.044 1.03

compuestos, que como ya se menciond se encuentran en forma de
glucosidos en la vaina verde, se incrementa al adicionarle
B-glucosidasa, en comparacién a las vainas que han sido beneficiadas
en la forma tradicional. Este efecto se puede deber a una
concentracion insuficiente de las enzimas presentes en las vainas

verdes, 0 a un deficiente proceso que limite la accidon de las enzimas
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sobre el sustrato ¢ a una inhibicidn de las enzimas presentes debido 2
la oxidacién de fenoles durante el beneficio.

La fraccion lipidica de las vainas probablemente iambién
contribuye al aroma de la vainilla. Se sabe que el porcentaje de lipidos
en V.madagascariensis es del 14% v eh vainas de Tahiti es del 5.3%
(Ramaroson B et al 1997). Holman y Nichols (1972) reportan la
presencia de alcanos, alguenos, diterpencs y triterpenos en esta

fraccion.

Se han identificado a ios aminoécidos presenies en las vainas,
entre los cuales podemos encontrar a la alanina, valina, glicing,
isoleucina, proling, treonina, serina, metionina, feniialanina, acido
aspartico, acido glutamico, tiresing, lisina, histidina y arginina en
exiracios de Java, Comores, Tahiti, Madagascar y México (Martin G.
et al 1877), sin embargo no se sabe si desempefian alguna funcién

durante el beneficio.
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Productos comerciales derivados de ia vainilia,

Los siguientes productos se pueden elaborar a partir de vainilla
beneficiada:

o Extracto natural de vainilla. El extracto de vainilla es definido por la
FDA (Food and Drug Administration), “como una solucién gue no
contiene menos del 35% de alcohol,” de ios principales olores y
sabores exiraidos de unaz o mas unidades concentradoras de
vainilla (UCV). Una unidad de vainiila es el extracto obtenido a partir
de 100g de vaina de vainiiia beneficiada en un litro de solvente,
equivalente a per 1o menos 0.11g de vainillina en 100m! de exiracto.
Segln el numero de UCV gue contenga el extracto se denomina
doble, (2X), triple (3X), etc. Recibiendo el nombre de exiracto

natural concenirado de vainilla,

Es un liguido color &mbar de olor y sabor caracteristicos, derivado
de las vainas de vainilla beneficiada, alcohol y agua el cual puede o
no contener glicering, propilenglicol, azlcar (incluyendc azlGcar
invertido), dextrosa. jarabe de maiz (incluye jarabe de maiz
deshidratado). La concentracion ce aicohol efilico no debe de ser

menor ge! 35% viv vy tener una unidad de concentracidn de vainiiia.
y

El extracto de vainilla contiene alcohol-agua y materia soluble del
frutc de la vainilla asi como acidos organicos, azucar, proteinas,
aminoacidos, resinas, fenoles y taninos. La composicidén de las

sustancias anteriores puede cambiar dependiendo de las
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condicicnes de tiempoftemperatura de ia exiraccion, del equipo, asi
como de la calidad de la vainiila.

s Saborizante natural de vainilla. Es el liguido color ambar hecho
con vainas de vainilla gue contiene menos del 35% v/v de
alcohol etilico y una concentracién menor de 0.11g de vainillina

en 100mi de exiracio.

s Saborizante mixto de vainilla. Es una mezcla de un extracto
natural de vainilla con una UCV (10g de vaina de vainilla
peneficiada en 100mi de solvente) con 7.5g de vainiliina U.S.P.
para elaborar un extracto vainilla / vainillina U.S.P. 2x

1

s Oleorresina. Corresponde a los extractos de vainilla
concentrades que se obtienen por la eliminacidon completa o
parcial del solvente.

Existen varios procesos de elaboracidn de olerresinas, por
ejemplo realizando una extraccion con acetona ¢ alcohol se
destila el solvente obteniendo una sustancia oleosa, se pierden
algunos compuestos arométicos durante la  destilacion,

principalmente se utiliza como saborizante.

o Vainilla absoluta. Es una forma concenirada del aroma a vainilia,

el cual es extraido con fluidos stper criticos.
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s Vainilla azucarada. Al azlcar refinada se le agrega una vaina. Se
deja macerar al menos una semana para que el azlicar adquiera la

fragancia, la vaina puede ser utilizada varias veces.

fistodos para la determinacidén de la calidad de los extractos de

yainilia.

Adulteraciones.

La adulteracidon de los alimentos siempre ha existido, sin
embargo actualmente se puede identificar con mayor facilidad un
producto alieradc gracias & los avances cientificos en materia de
analisis. En algunos casos la adulteracién se debe al alto costo de los
productos naturales, por lo que son substituidos por productos
artificiales idénticos al natural u otros ingredientes de menor precic. En
el caso del extracto de vainilla es comin agregarie vainillina sintética,
gtilvainiiina o cumarina, esta ultima se considera toxica y esia

prohibido su usc en alimentos.

La adulteracidn de exiracios es iuma pr
también se puede adulterar adiciondndole acide benzoico, para
simular los cristales biancos de vainillina que aparecen en la superficie
de |2 vainiila beneficiads, o a las vainas después de reaiizar el exiracto

se les adiciona bélsamo de Perl para que emitan aroma.

La vainillina sintética es producida a partir de lignina, ia cual se

encuentra presente en las aguas residuales de la preduccion de papel.
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Numerosos métodos han sido desarroliados para verificar la
auteniicidad de los extractos de vainilla, por gjempilo:

= (romatografia de gases. Hoffman y Salb, (1979) ulilizaron esta
técnica para diferenciar en un exiracto la vainillina procedente de
la pianta de la producida a partir de lighina, guayacol y eugenol.

e Cromategrafia en capa fina.

s Cromatografia en papel.

e (Cromaiografia de liquidos.

e Determinacion de la estabilidad dei radio isétopo de la vainillina
por espectrofotomstria de masas. La vainiina natural es
enriquecida con deuterio {Bricout et al 1874) v el carbono-13
(Winkler y Schmith 1980, Cuip y Noakes 1992) lo comparan con
el de vainillina sintética. Se identifica &l sitio especificc donde se
encuenira el radic iséiopo de la vainillina natural. Krueger v
Krueger 1983,1985, también por medio de este méticdo
detectaron si un extracto se encuentra aduiterado con vainillina

sintética.

Algunas de ias técnicas desarroliadas tienen la desventaja de ser
muy caras para realizarse como anélisis rutinarios o requiersn mucho
tiempo. Sin embargo por medio de eflas se han identificado los perfiles
de algunos compuesios en los extractos naturales (Kaunzinger st al
1997).
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ta ACAC ha implementado varias técnicas basadas en
cromatografia de liquidos de alia presion (HPLC), ampliamente usadas
como hetramienta para diversos analisis de alimentos. En &l caso de
la vainilla, fiene gran utilidad parz la identificacidn de exiractos
adulterados, por lo que es la técnica a emplear si se desea tener un
mayor conirol de calidad (Kenney 1890), ya que nos permite conocer
ia concentracion de vainiiiina de un extracto, asf como ia proporcién en
fa que se encuentran compuestos como el p-hidroxibenzaldehido, el
acido p-hidroxibenzoico, el acido vainillinico entre otros respecto a la

vainillina.

De ios estudics realizadcs varios tienen semejanzas en las

condiciones utilizadas, aigunos ejemplos son los siguientes:

Voisine (1995), ulilizé las siguientes condiciones de analisis para
cuantificar vainillina por medio de HPLC.
Columna C-18 fase reversa 10um, 25 x 0.48cm, agua acidificada con
acido acético 1.25%(v/v) y metanol como eluyentes, un gradiente de
metanol y agua con un flujic de 1mi/min v un detector de arreglo de

Brunerie (1998) utitizd una columna HP ODS Hypersil, semejanie
a una C-18, con buffer de citratos pH 4.66 y acetonitrilc como
eluyentes con un fluje de 0.3mi/min, un gradiente de concentraciones y

un detector UV a una longitud de onda de 300nm.
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Lamprecht et al {1994}, utilizaron comgo eluyenies agua/ HCH {pH
de 2.7) metanct 7:3 (viv), flujo 3.0mi/min. Columna 25 x 1 om
octedecilsilica 4um de tamafo de particula, detector de arreglo de
diodos. Con estas condiciones analizaron los compuestos presentes
en un exiracto de vainilla natural elaborado por ellos mismos, v un
extracto de vainilla sintética, tiales como &cido vainillinico,
4.hidroxibenzaidehido, ei acido 4-hidroxibenzoico v vainiilil alcohoi, ios
cuaies fueron relacicnades con la concentracidon de vainillina obienida
en cada unc de los casos. En ninguno de los extractos se encentrd iz
presencia de etilvainiliina. Los analisis realizados por HPLC fueron
complementados con ia determinacion del radio isétopo de la vainillina
(SIRA) por especirofotometria de masas.

Lamprecht et al encontraron que en extractos naturales se
observan compuestos que eluyen antes de la vainillina, ios cuales
estdn ausentes en productos alterados, y en los adulterados se
observan compuestos que no estén presentes en extractos naturales y
que en ocasiones no pueden ser identificados. Finalmente en este
trabajo se concluye gue un extracto aduiterado puece ser identificado

por medio de SIRA de una manera mas precisa.

Cuandc un extractc natural de vainila es adulterado con
vainillina USP, es decir la adicion de este compuestc no se reporta en
los ingredientes, es diflcil cuantificar la vainillina USP agregada ya que
la estructura quimica de la vainillina natural vy la sintética es la misma.

Sin embargo un exiracto natural tiene mayor numero de compuestos, y
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se¢ han estudiado sus proporciones para poder deferminar ia
autenticidad.

De acuerdo a2 las recomendaciones de International Organization
of the Flavor industry (IOFI), ia autenticidad de un extracto puede ser
juzgada por presentar las siguientes proporciones:

e Vainillina/p-hidroxibenzaidehido 1/2

e Vainillina/acido p-hidroxibenzoico 5.3/11

¢ Vainillinaf4cido vainillinico 1.5/2.8

o Acido p-hidroxibenzoico/p-hidroxibenzaldehido 0.15/0.35
o Acido vainillinico/p-hidroxibenzaldehido 0.53/1.00
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Comerciglizacién de iz vainilia.

En e mundo

Estados Unidos de Norteamérica es el mayor consumidor de
vainilla en el mundo, ya que compra cerca del 87% de la produccién
mundial, que equivale a unas 1 400 toneladas, mientras que Europa
tiene una demanda de 450 foneladas, siguiendo en tercer iugar Japdn

con 70 toneladas anuales.

En E.U.A. ei mayor porcentaje del saborizante esta destinado a
ila eiaboracidén de helados, ia vainilla provenia principalmente de
Indonesia y era adquirida no por su calidad sino por el bajo costo del
producto ya que anteriormente se encontraba libre de impuestos.
Cuando se permitié la exportacién de la vainilla de Madagascar, se
vieron afectados los precios de! fruto en el &mbito mundial ya que
bajaron de 74 ddlares/Kg a 24-35 délares/Kg por lo tanto indonesia no
pudo competir con la vainilla de Magadascar ya que esta fiene un

menar precio y una mavor calidad.

Ctros paises productores de vainifia han presentado dificuitades
en el mercado ante esta situacidn, como es el caso de Comoros,
Tonga y México ya que fambién tienen que competir con Madagascar
lo cual les ha restado posicidn en el mercado norteamericane (Henry T
et al 1998).
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£n México.

La industria de la vainilia en México tuvo un auge importante
entre 1955 y 1959, sin embargo en la década de los sesenta presentod
una caida drastica. La produccidn en &f pais no se ha recuperade de
dicha situacién y hoy en dia apenas representa €! 0.5% del mercado
mundial. Una de las posibles causas de esta disminucién pudo haber
sido [a baja de los precios de la vainilla en el mercado internacional
debido a la presencia de saborizantes arificiales, los cuales
obviamenie tienen un precio inferor al del exiracic natural
Simultaneamente productores como Madagascar, Uganda, Indonesia,
saturaron el mercado internacional. Existe una gran competencia con
ta vainilia de Madagascar ya que tiene una alta calidad, y representa
una gran porcién de la vainilta importada. La vainilla de Java ha
incrementado su importancia y calidad. Comoro es el siguiente pais
que tiene una produccion significante en el ambito mundial, ya que
representa el 12% del total de importaciones de E.U.A., siendo la

calidad de sus extractos comparable con la de Madagascar.

Otra causa fueron los factores climaticos como heladas gue
afectaron la produccién, en WMéxico durante 1960 y 1962
disminuyéndola en un 70%. Los productores no pudieron recuperar las
pérdidas sufridas en los afios siguientes. En la decada de los ochenta
se intento rescatar ia produccidn, perc para entonces ya se habla

nerdido tecnelogia v experiencia en el maneio de las piantaciones.
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El 85% de la produccidén nacional se desarrolla en Veracruz, el
area vainillera se localiza en el lado norte abarcando Papantia,
Tecolutla, Cutiérrez Zamera, Cazones, Coatzintla, Coxquihui, Misanta,
Martinez de la Torre y Zozocoico. Puebla participa con el 5% e
Hidalgo, Oaxaca, Tabasco, Chiapas y Quintana Roo con el restante
10% de la produccién. Sin embargo los vainillercs han tenido
probiemas en ia comercializacion de su producio debido a ig faita de
apoyc por parie de [a Secretaria de Comercio v Fomento industrial,
por lo gue en estos momentos la vainilla esta a punto de desaparecer
dei activo agriccla en México al reducirse en un 65% la superficie

cosechada provocando un descense en la produccion.

En total se dispone de 1056 unidades de produccién agricola
para el culivo de la vainilla, las cuales equivaien a 1270411
hectareas, en desarrollo existen 632.215 y 631.19 en produccidn, en
las cuzles se obtienen 85,219 Kg.fafic (Cullives Perennes de México
1991). Segln las estadisticas del Instituto Nacional de Estadisticas,
Geografia e Informatica (INEG!) correspondientes zi ciclo 85/96 la

vainiia es irrelevante en la economia agricola de la region.
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REPUBLICA MEXICANA

1.- PUEBLA
2.- VERACRUZ
3.- OAXACA
4.- CHIAPAS

Figura 5. Mapa de ia Repiblica Mexicana, sefialando los principales
estados productores de vainilla.

El problema principai que enfrenta la produccién de vainilla es la
comercializacién. La vainilla producida naturalmente a partir de la
plantacion y cuidados de la Vanilla planifolia, requiere de una gran
cantidad de mano de obra, acarreo y almacenhamiento; o que eleva su

costo de produccién y por lo tanto su precio de venta.

Por lo antes expuesto, en el presenie trabajo se describe ia

extraccién enziméatica del precursor de la vainilla a partir de vainas
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maauras sin beneficiar para su pesterior transformacion enzimatics, se
propone unha extraccion enzimatica-aicohdiica por medic de i cual la
glucovainiliina se liberé del tejido vegetal para hidrolizaria mediante ia
adicién de una B-glucosidasa comercial y finalmente se agregd etanol.
Se decidio analizar la posibiiidad de modernizar el beneficic, mediante
el procesc mencionado resultando una alternativa interesante para Ia
extraccion eficiente, productiva v que permite reducir i0s tiempos del

proceso.

36



MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras de vainas

i_as vainas de vainiila se colectaron en tres [otes diferentes:

1. El primer [ote de vainas verdes de vainilla, se cortd el 10 de Diciembre
de 1997 en el gjido 1° de Mayo, en la regién de Papantla, Veracruz en
el correspondiente ciclo 1996 — 1897.

2. El segundo iote de vainas verdes de vainilla fue recolectado en el

periodo 1997-1998 en la propiedad de! Sr. Vallejo de la misma region.

3. En el tercer lote se trabajd con vainas beneficiadas pertenecientes a
la propiedad del Sr. Vallejo en la region de Papantla, Veracruz
correspondientes al ciclo 1996-1997.

Las muesiras se almacenaron en refrigeracién a una temperatura

coriadas en trozos de .5cm

entre 4 y 6°C, v posiericimente fuerct

aproximadamente antes de la extraccion.
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Deferminacion de humedad

La humedad se determind por deshidratacion por liofilizacién, en
este método se extrae el agua de los tejidos por sublimacién mientras
estes estan congelados v en un ambiente de vacio.

Se pesé 1g de vaina, por duplicado, en un recipiente de vidrio de
50ml y se congeld durante 2hrs a -70°C en un ultracongelador (Puffer
Hubbard). Las muestras se liofilizaron {(Liofilizadora Labconco) en vasos
de 250mi {Labconco) durante 20hrs a una temperatura de —30°C y una

oresion de 0.381 mBar

El porcentaje de humedad se determiné por diferencia de pesos

después del secado.
Determinacion de la longitud de onda de absorcidn de vainillina v
etilvainillina.

Con el objetivo de identificar ia longitud de onda de los

compuestos, se prepararon soluciones por separade de 0.12 mg/mi de

£
L
)

vainilling, de etilivainillina y p-hidroxibenza
en una fase de acetonitrilol/buffer de fosfatos vy citratos pH de 4.6 (70:30)
{Acetonitrilo Mallinckrodt CROMAR HPLC, e! buffer de fosfatos v citratos
se elabora con acido citrico §.1M Baker y fosfato dibasico de scdio 0.2M
Baker) Las soluciones se colocaron en celdas de cuarzo y se determind
la iongitud de onda a la cual cada uno de elios absorbe mediante un
espectrofotometio  UV/Vis Beckman, DUB5, a una velocidad de

750nmimin.
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Curva patron.

La ecuacién de la curva patrén se obtuvo inyectando por triplicado
cada unoc de los esténdares en el HPLC, [os cuales se encontraban a
diferentes concentraciones. Se obtuvieron las siguientes ecuaciones
para los estandares de vainillina v etilvainillina. {Los datos v la curva s
reportan las tablas Xiii y XiV del anexo |.) donde "y &3 la absorbancia vy
“x" es la concentracion del estandar en mg/m!

VAINILLINA,
Y =9.248(X) + 1448.429
r=0.9218

ETILVAINILLINA.
Y = 11.1906 (x)} + 1188.4770
r=0.9884

Separacién de los compuestos presentes en vainas de vainilla sin
beneficiar por medio de cromatografia de liquidos de alta presion.
{HPLC}

Condiciones finales,

1 as condiciones establecidas fueron utilizando:
Cromatégrafo de liquidos de alta presidn

Beckman System Gold

Detector programable Module 128

Detector programable Module 166 Detector Uv / Vis.
Columna Beckman C18 4.66mm x 25¢cm

Inyeccion. 20ul
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Fase mdvil: Metanol: Agua pH de 4.0 (el agua se acidifica con Acido
acético glacial Mallinckrodt AR grade analitico y se filtra con un filtro
Millipcre de 0.45um)

Tabia lll. Condiciones cromatogréficas establecidas.

Tiempo ] . s o
i(nic_:igl (mf} ﬁ?ﬂ_} D?::ig_‘;n % Agua % Metanof g;ﬁ?;g:)
| {min.}
1.10 0.8 - 60 40 -
7.00 1.0 a.5 685 35 9.0
12.10 0.8 4.0 60 40 4.0

Detector UV [ Vis 1= 278 nm Tiempo de analisis 18 min,

Determinacién de la actividad B-Glucosidasa en un exiracto de

vainas verdes.

La actividad de B-glucosidasa del compigjo celulolitico usado
(marca Celluclast) se cuantificdé usando un extracto obtenido por el
método soxhlet (el cual se describe posteriormente). Se tomd una
alicuota a la cual se le agregd aproximadamente 1mg de Celluclast, se
dejo incubar 2 horas a temperatura ambiente vy se compard con otra

alicuota gue rio contenia la enzima empieada.

Esto se realizd con el objetivo de hacer cualitativa la presencia o
ausencia la actividad de la B-glucosidasa, asi como la determinacion
cualitativa de la identificacién de la glucovainiliina y vainillina. Este
experimento fue necesario realizarfo en un extracto del fruto sin
beneficiar ya que nos daria una idea de cdémo se comportarian las

enzimas en dicho sistema.
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Ambas alicuotas se filtraron en una membrana de 0.45um
{(Millipore), antes de ser inyectadas en ef HPLC.

Extraccion de vainillina y glucovainillina.
Extraccion alcohdlica por el método soxhiet.

o Soxhlet. Se pesaron dos gramos de vainilla. previamente
homogeneizada, los cuales estaban cortados en frozos de 0.5cm
aproximadamente. En un aparatc Soxhlet se colocd la muestre
con 100mi de etanol (Etano! absolutc Mallinckrodt) al 47.5%
durante 8 horas a una temperatura de 70°C aproximadamente.
Se afiadid efilvainillina como esténdar internc (5mi de una
soiucidon de 0.12g/100mi). El etanoi se evaporé en el mismo
sistema vy el extracto se transfiri6 a un matraz volumétrico de
100m! y se aford con agua grado HPLC. El extracto se filtrd en
una membrana de 0.45um (Millipore), antes de ser inyectado en

el cromatografo de liguidos.

Preiratamisnios enzimaticos.

Inicialmente se realizaron reacciones enzimaticas Gnicamente con
2g de vaina, debido a ias dificultades que presenia trabajar con
tamafios de muesira peguefios ern un producto natural, se aumento la
cantidad de materia prima a 50g v se realizé una extraccion final con
etanol, ya que !a solubilidad de los compuestos es un factor
importante en la elaboracién de un extracto. Se agrego etiivainillina

como estandar interno.
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Las enzimas usadas para las reacciones enzimaticas con 2g de
muestra fueron las siguientes:

» Viscozyme L. (Novo) Es una mezcla de carbohidrasas (arabanasa,
celulasa, beta-puluianass, hemicelulasa y xilanasa) y tiene actividad
frente a pectina, estas enzimas se producen a parir de una cepa de
Aspergilus. Las condicicnes éptimas de aclividad son a una

temperatura de 402 50°C yunpH de 3.3 a 5.5,

e« RMacerace. (Enziguim). Es una mezcla de pectinasa, celulasa,
hemicelulasa, producido por la fermentacién de cepas de Aspergilius
nigery Trichoderma viride. Tiene estabilidad en un rango de piH de 3.0
a 5.5, siendo su pH optimo 4.0 y su temperatura optima de actividad
es de 50°C.

Las reacciones con 50g de materia prima se llevaron a cabo con

ias siguientes enzimas:

¢ Viscozyme L

e Celluciast. (Novo Nordisk 3038/94). Celuiasa obtenida a partir de
cepas de Trichoderma reesii, condiciones optimas de actividad a una
temperatura de 48 2 60°C. pHde 4.5a4.8

Posteriormente se realizaron mezclas de las dos enzimas
seleccionadas v se invirtié el orden de incubacion, el pretratamiento se

reaiizo de la siguiente forma:
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s Vizcozyme L con Celiuclast

o Celluclast con Viscozyme L
Extraccion de vainifiina y glucovainifina en una muestra de 2g

En las reacciones enzimaticas realizadas con Zg de muesira se
ilevé a cabo ia siguiente metodologia.

Se cortaron 100g de vainila en trozos de 05 om
aproximadamente y se colocaron 2g de vaina en un vaso enchaquetado
con 10mi de agua, 1% viv de la enzima y etilvainillina como esténdar
interno. La extraccidn se llevé a cabo durante 8 horas con agitacidn a
una temperatura de 50°C. Se filtrd con papel filtro Whatman #2 y aford 2
25 mi con agua grado HPLC. El exiracto se filiré en una membrana

0.45um (Millipore) antes de ser invectado en el cromatografo.

Se realizé un control en el cual no se agregd enzima, solamente

se incubd ia vaina en las condiciones antes mencionadas, junto con ia

Con este tamafio de muesira solamenie se realiz una extraccién
alcohdlica con Viscozyme L. La reaccion con la enzima se llevd a cabo
durante 2 horas con agitacion constante a una temperatura de 50°C.
Postericrmente se le agregé etanc! para obtenar un exiracto con &l 50%
de alcohol y se continud con las mismas condiciones durante 8 horas.

|os extractos se filtrarcn en papel filiro Whatman #2 v se aford a 2omi
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con agua grado HPLC. Posteriormente se filtraron en una membrana de

0.45um (Millipore) antes de ser inyectado en el cromatdgrafo.

Extraccién de vainiliina y glucovainiliina en una muestra de 50 g

Las reacciones que se Hevaron acabo con 50g de muestra, tuvieron
el siguiente proceso;

Se cortaron 100g de vainilla en trozos de 0.5 cm aproximadamente

¥ se colocaron 50g de vaina en un vaso enchaquetado con 150m!

de agua. La extraccion se llevé a cabo durante 8 horas con

agitaciéon constante a una temperatura de 50°C.

E! control realizado Gnicamente contenia la vaina y 150 mi de agua.
Se incubd en las condiciones antes mencionadas.
En el pretraiamiento se agregd ia enzima correspondiente en una

concentracion del 1% viv.

Las reacciones por medio de [a mezcla de enzimas se realizaron
de la siguiente forma:

Se portaron 1D

Se gortaron devainiliaentrozosde B cm a

Og ilia en
y se colocaron 50g de vaina en un vaso enchaguetado con 150mi
de agua, se le agregd el 1% de una enzima v/v. La extraccion se
llevé a cabec durante 8 horas con agitacion constanie a una
temperatura de 50°C. Posteriormente se. agregd la ofra enzima y la
extraccién continud durante 8 horas mas en las mismas
condiciones. Se iomo una alicuota y se difuyd 1:2 con agua grado

HPLC, se filird con papel Whatman #2, se tomaron 2mi de extracto
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y se aforaron a 10mi con agua grado HPLC. El extracto se fiitrd en
una membrana 0.45um (Millipore) antes de ser inyectado en el

cromatografo.

Extracciones alcohdlicas posteriores al tratamiento enzimético,

En todas las reacciones enzimaticas en las cuales se utilizaron 50g
de muestra una vez realizada esta, se tom¢ una alicucta de la fase
acuosa y se le agregd etansl absoluto para obtener un extracto con 50%
de alcohol; es decir se realizé una dilucion 1:2 con stanol absoluto, el
exiracto obtenide se filtré con papel Whatman #2 posteriormente se
tomaron 2ml v aforaron a 10mi con agua grado HPLC. Se filtré en una
membrana de 045um (Millipore) antes de ser inyectado en el

cromatografo.

Determinacion de actividad especifica de Viscozyme L y Celluclast.

Se elabord una solucién de celobiosa (Sigma) al 0.5%, se
colocaron 10m! de la seclucién en tubos de ensayo, se agrego la enzima
correspondiente en las siguientes concentraciones 0.1%, 0.15% y 0.25%
viv, es decir 10, 15 v 25ul. respectivamente. Los tubos se incubaron a
una temperatura de 50°C y se determinaron azicares reductorss por el

método del dcido 3,5 Dinitresalicitico (DNS) al tiempo 0, 10 y 20 minutos.

Las enzimas uiliizadas fueron;
o Vigcozyme L.

e Celluciast.
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Se elaboré una curva patrén de gilucosa (la cual se reporta en ia
tabla XV del anexo I} para determinar la concentracidén de aztlcares
reductores, y se obtuve la siguienie ecuacién donde “y’ es la
absorbanciay “x” la concentracion de glucosa en mg/mil.

Y =-0.1959 (x) + 1.0873¢
r=0.9964

Determinacion de aziicares reduciores por ef métode def 4cido 3,5
Dinitrosaticifico { DNS)

Para la determinacion de la actividad enzimatica se realizdé la

cuantificacién de azlcares reductoras de acuerdo al méfode de DNS,

En un tubc de ensayo se coloca 1mi de muestira, 1ml de DNS,
(Hidroxido de sodic al 1% JT Baker ACS 3772201 Fenol 0.2%
Mailinckredt reactivo analitico 0028, 1% Acido 3,5 Dinitrosalicitico. Sigma
D-0550, Sulfifc de sodio dibasico anhidro 0.05% Baker 3828.01), se
tapan con canicas y se colocan en un bafio maria de agua hirviendo
durante 5 minuios. Al termino se colocan en un bafic de agua fria, se
agregan 10mi de agua destiiada y se mide la absorpancia en un
espectrofotdometro Uv/ivis Beckman, DU-B5 Spectophotometer, a 540nm
contra un blanco de agua y reactivo {Lorenz Miller Gail 1959)
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RESULTADOS Y ANALISIS

Almacenamiento.

Durante el mes y medio gue se mantuvieron almacenadas las
vainas en refrigeracion a una temperatura entre 4 v 6°C se observaron
cambios fisicos: el color inicial era verde y se transformé en café, lo que
indica que probablemente ocurrieron reacciones de obscurecimiento
enziméatico, mediadas por enzimas oxidativas, como la peroxidasa y la
polifencloxiaasa (Wild-Altarniranc 1268). Arana (1843) enfatizd sobre ia
importancia que desempefia la peroxidasa en este sistama en particular
y en conjunto con las enzimas oxidativas en general. La peroxidasa es
resistente al calor, tiene la capacidad de regenerarse y sobrevivir el

horneado o el escaldado, asi como fratamienios de acondicionamiento.

Determinacion de humedad.

La humedad de la vaina verde para el lote 1 fue aproximadamente
del 88.7%, para el lote 2 fue de 86.8% v ei lote 3 de 25.8% Este valor
sirvio para calcular la concentracién de vainillina en base seca y asi
poder comparar cbjetivamenie las exiracciones realizadas por los
diferentes métodos. La dnica referencia que se fiehe del contenido de
humedad en vainas verdes es la reportada por Ranavide 1994, el cuai
maneja un rango entre el 82 y 85% cuando &l frutc va a ser cortado. Sin
embargo no se describe el método utilizado.

La vaina beneficiada debe de tener una humedad del 25% para la
elaboracion de un extracto 1 foid.
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Determinacién de la longitud de onda de absorcién de vainiflina v
etilvainiliina.

Antes de iniciar la cuantificacién de los principales compuestos
presentes en la vaina como son la vainillina y el p-hidroxibenzaldehido,
asi{ como el esténdar interno de etilvainillina, se determind ia iongitud
de onda a la cual absorbian cada uno de ellos y se escogité un valor en
comdn.

Este experimento es importante ya que en ia literatura se reportan
diferentes valores para la cuantificacion de estos compuestos, por
ejemplo Archer W. 1388 trabaja a 275nm, Guarino y Brown 1985 a 254
y 280nm, Brunerie 1988 a 300nm y en ofros casos utilizan un arreglo

de diodos. De esta forma se establecid que se trabajaria a 278nm.

A continuacion se pueden observar los especiros de absorcidn de

los compuestos en las figuras 6,7 y 8.
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Figura 6. Espectro de absorcién de etilvainillina 0.012mg/ml, & una
longitud de onda entre 200 y 500nm, fase acetonitrilo; buffer de fosfatos
70:30,velocidad de 750nm/min, maximo de absorcién 1.076 2 una
longitud de onda aproximadamente de 250nm.
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Figura 7. Espectro de absorcion de p-hidroxibenzaldehide 0.012mg/mi, a
una longitud de onda enire 200 v 500nm, fase acetonitrilo: buffer de
fosfatos 70:30,velocidad de 750nm/min, méaximo de absorcién 1.798 a
una longitud de onda aproximadamente de 280nm.
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Figura 8. Espectro de absorcidn de vainillina 0.012mg/ml, a una longitud
de onda entre 200 y 500nm, fase acetonitriio: buffer de fosfatos
70:30.velocidad de 750nm/min, méximo de absorcién 1.223 a una
longitud de onda aproximadamente de 225nm.

o1



RESULTADOS Y ANALISIS

Separacién de los compuestos presenies en vainas de vainiila sin
heneficiar por medic de Cromatografia de liguidos de alta presién.
{HPLC)

Determinacién de fa fase maévil.

Para establecer el método de cuantificacién de vainillina por HFLC,
se tuvo que optimizar la técnica de analisis, tomando como referencia a

varios auiores.

Brunerie (1998) propone el uso de un buffer de citratos/fosfatos pH
de 4,66 y acetonitrilo con un gradiente de los dos solventes a un flujo
constante. Sin embargo se presentaron dificultades al trabajar con el
buffer de citratos/fosfatos debide a la gran cantidad de sales. La
separacion de los compuestos ne fue adecuada por lo gque se
modificaron los sclventes, utilizando agua con un pH de 4.0 (acidificada
con 4cido acetico glacial Mallinckrodt AR grado analiticc} y filtrada en
una membrana de 0.45um (Millipore). Se empleo como solvente de 80%

agua (pH de 4.0) y 20% acetonitrilo,

Posteriormente se sustituys el acefonitrilo por un compuesto de
polaridad similar como el metano! va que su polaridad es menor a a del
agua v tiene Lna baja viscosidad. Se consideré el métode propuestc por
Lamprecht (1994) en el cuai utiliza 70% de agua acidificada con acido
ciorhidrico pH de 2.8 y 30% de metanocl, con un fiujo isocratico y

utiizando un detector con un arreglo de diodos.

Con las nuevas condiciones, metanol y agua acidificada a un valor

de pH de 4.0, se probaron varios gradientes. Debido a que ia estructura
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de la vainillina y el p-hidroxibenzaldehido son semejantes al igual que
sus polaridades, tienen un orden de elucion muy cercano lo que
ocasiond dificultades en la separacion de los mismos. Se realizé un
gradiente en el cual se vario el flujo y la concentracion de los solventes,
con estas modificaciones el tiempo de elucidn cambié y se pudo

observar la separacién de los compuestos en el cromatograma.

Seleccion de ia columna.

Brunerie (1998) propone e uso de una columna, Hewelett Packard
ODS Hypersil, de acuerdo a estas caracteristicas se escogié una
cohumna equivalente, perc ... wntan.afo de paricdla mene”, wovo fener
una mejor resolucion. La columna que se utilizé fue Beckman C18

(4.66mm x 25cm. Sum).

Condiciones cromatogréficas establecidas:
s Columna Beckman C18 4.66mm x 25cm.
» [nyeccion. 20ul
o Fase movil: Metanol: Agua pH de 4.0 (el agua se acidifica con
acido acético).

Tabia IV, Condiciones cromatograficas establecidas.

Tiempo Flujo Duracion % Agua % Metanol | Duracién
inicial {mi/ min.) {min.) {minuios)
{min.)

1.10 0.8 - 60 40
7.00 1.0 0.5 65 35 9.0
12.10 0.8 4.0 60 40 4.0

Detector UV / Vis A= 278 nm Tiempo de analisis 16 min.

A continuacion se presentan algunos cromatogramas elaborados con el

método establecido. Figuras 9,10 y 11.
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de la vainilina y el p-hidroxibenzaidehido son semejantes al igual que
sus polaridades, tienen un orden de elucién muy cercano o que
ocasiond dificuitades en la separacidon de los mismos. Se realizé un
gradiente en el cual se varid el fiujo vy la concentracion de ios sclventes,
con estas modificaciones el tiempo de elucidn cambid y se pudo

observar ia separacion de los compuestos en el cromatograma.

Sefeccion de fa columna.

Brunerie (1988) propone ef uso de una columna, Hewelett Packard
ODS Hypersil, de acuerdo a estas caracteristicas se escogid una
coiumna equivalente, pero con un tamafio de particula menor, para tener
una mejor resolucion. La columna que se utilizé fue Beckman C18
{4.68mm x 25cm. Sum).

Condiciones cromatograficas establecidas;

e Columna Beckman C18 4.866mm x 25cm.
e inyeccion. 20ul
» Fase movil: Metanol: Agua pH de 4.0 (el agua se acidifica con

&cido acético).

Tabla IV, Condiciones cromatogréficas establecidas
Tiempo Flujo Duracidn | % Agua | % Metanol | Buracion
fnicial {m¥min) | $fmin) | imiputos)
{min.) _ . | . -
1.10 0.8 - 60 40 |
708 [ b 105 .7 .8 L8 4 90
12.10 0.8 4.0 60 40 4.0

Detector UV / Vis 3= 278 nm‘fig;npo de analisis 16 min.
A continuacién se presentan algunos cromatogramas elaborades con el

método establecido. Figuras 2,10y 11.
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Figura 8. Cromatograma los estandares de vainillina (0.08mg/ml) y de
etitvainillina 0.86mg/mi elaborado con las condiciones establecidas para la
creacion de lz curva patrén correspondiente.

0.0612

i
- e CTILVAINILURA,

_,
VAIMILLINA,

029 0.33

0.21,

GLUCOVAINILLINA,
ETRVAINILLINA

g7 EI.11=

|
JWRJEM j\m |

07 121 372 734 916 1082 1273 1460

G0,

Figura 10. Cromatograma de un exiractoc de vainas sin beneficiar
elaborado por el método soxhlet.
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Figura 11. Cromatograma de un extracte de vainas sin beneficiar
elaborado por el complejo enzimatico Viscozyme L, usandc como
sclvente agua.



RESULTADOS Y ANALISIS

Determinacion de la actividad de B-Glucosidasa en un extracto de

vainas verdes.

Una vez establecidas las condiciones cromatogréficas se observé
el perfil de un extracto de vainas verdes de vainiila obtenido a partir del
método soxhiet, el cual se maniuvo en reflujo durante 24 horas,
utilizando como solvente etanol al 47.5% y adicionando etiivainitiina
como estandar internc. Se eligid este estandar por que no se encuentra
de forma natural en la vainilla, eluye cerca del compuesto a evaluary no
reacciona con ofros componentes de fa muestra. Por ofra parte ayuda a
cuantificar de forma indirecta la conceniracion aproximada de

glucovainillina presente.

(Figura 12) En el extracto se ideniificaron compuestos tales como la
vainillina y la setilvainiliina. La glucovainilina se reccnocid en el
cromatograma gracias a referencias en la literatura (Brunerie 1998),

puesto que no se contaba con el estandar.

Posteriormente a una alicuota del mismo extracto se le agregé un

o una hora a
temperatura ambiente. Se filtrd y se inyectd en el HPLC para observar si
habia algin cambio en el perfil del extracto antes v después de adicionar
Iz enzima. Ambas muestras se encontraban a la misma concentracidn,
cor lo que ias pruebas realizadas fueron Unicamente cualitativas, ya que
solamente se queria observar si la enzima podia transformar ono a la

glucovainillina presente en los extractos.
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En el cromatograma (Figura 12) se observa que el pico identificado
como vzinillina aumenié y otro compuesto presuniamente registrado

como glucovainiliina disminuyo con la adicidn de la enzima.

Por lo que se determindé que esta enzima (Celluclast) tenia
actividad p-giucosidasa en un sustrato donde predominan los enlaces

B-giucosidicos y particularmente en un susirato de vainilla sin beneficiar.

£s importante realizar estudios mas compietos de ia enzima para
comprobar gue se lleve adecuadamente la transformacion, en este caso
no se profundizé por tratarse de una enzima comercial, la cual no esta
pura, puesto que es una mezcla de enzimas con diferentes actividades
que pueden favorecer el rompimientoc de otras estructuras, pero en este
caso el compuestc de mayor interés es la glucovainillina.

A partir de estos resultados se escogieron las enzimas para poder
elaborar extractos con altas concentracicnes de vainillina partiendo de
vainas sin beneficiar, en las cuales, se encuentra presente la

glucovainillina y otrcs precursores en forma de glucésidos.
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Figum 12. Perfil de un extracio obtenido por el métedo soxhlet a partir

PRSP S-S T T ke e

uc ‘Vdiildb S VSNGlilial. Ulid dl!buULd le nnme SA4rato 8 5.1 aw«uu Con

aproximadamente 1mg de Celluclast {complejo enzimatico}, e incubado 2
horas a temperatura ambiente.

A. Extracto de vainas sin beneficiar obienido por el método soxhlet.
B. Extracto de vainas sin beneficiar obtenido por el método soxhlet y

tratade con Celluclast.
C. Cromatogramas A vy B sobrepuestos en lcs que se puede observar

la actividad B-giucosidasa de Celluclast mediante ia hidrblisis de la
glucovainillina y la formacién de vainillina.
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Determinacidn de la actividad especifica.

Para determinar la actividad especifica tanto del viscozyme como
dei celluciast se utilizé como sustrato una solucién de celobiosa 0.5%. La
celobiosa es un disacéride formado por dos moléculias de glucosa, las
unidades de D-glucosa estéan unidas por un enlace B, por lo tanto ia
celobiosa es un 4-O {B-D glucopiranosil)}-D-glucopiranosa. Solamente
puede ser hidrolizada por enzimas B-glucosidasa que rompan este tipo
de enlaces. La enzima va a romper las uniones cristalinas de [a
celobiosa y actla en el paso de hidrélisis para procucir azlcares
reductores. Por lo tanto estos azlcares se pueden cuantificar por medio
de una resccion colorimétrica como DNS. Se utiliza como sustrato este
disacarido debido al tipo de enlace que presenta, puesto que la
glucovainiliina tiene un enlace similar, este experimenio podria dar un
parametro del comportamiento de estos complejos enzimaticos en ia
vainilla. Las velocidades de reaccidn no son concluyentes va que se esta

trabajando con una mezcia de enzimas.

las enzimas, la pendiente nos indica los miligramos de glucosa
producidos por mililifro (A partir de la solucion de celobiosa) respecto al
tiemno de incubacidn expresade en minutos, en las condicicnes de
temperatura y pH establecidas. La actividad especifica va a referir este

valor de acuerdc a la concentracién de enzima utilizada.
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Asi mismo vemos que la actividad de viscozyme L utilizando como
sustrato celobiosa es mayor a la de celluclast. Sin embargo en ninguno

de los dos casos su actividad aumenta considerablemente al incrementar

Los resultados obtenidos respecto a la actividad de viscozyme L
utilizando como sustrato celobiosa se reporian en la tabla V vy los

resuitados de Celluclast se reportan en la tabla XVI del anexo H|

Tabla V. Determinacidn de actividad especifica de viscozyme L,
empleando como susirato celobiosa al 0.1%, 0.15% y 0.25% a una
temperatura de 45°C y un pH de 4.0

. : Actividad
Concentracién de T Pend;ert@i Coeficiente de especifica
enzima mg giuim regresion mg glucosa /[ul E
pt i mif.,
10 0.0442 0.976 0.00442
15 0.1158 0.997 0.00772
25 0.1297 0.986 | 0.0052

En la grafica V del anexo lil s& muestran estos resultados.

Extraccién de vainillina y glucovainillina.

Las extracciones de vainiltina y glucovainillina se llevaron acabo en

varias etapas, ias cuales se mencionan a continuacion.

Determinacion del tamano de muestra,

Inicialmente se comenzé a trabajar con 2g de muestra, pero come

se frata de un producto natural pueden existir variaciones entre las
muestras de un lote, por lo tanto se decidié aumentar el tamario a 50g
tomando una parie representativa de! lote y al mismo tiempo verificar la

reproductibilidad del método utilizado.
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Ef principal problema al cual nos podiamos enfrentar era Ia
diferencia en las concentraciones de vainillina y glucovainillina y con una

muestra més grande se disminuyen los errores por parte de Ia misma.

Extraccion afcohdlica por el méiodo de soxhiet.

Es importante la realizacién de un exiracto 2 partir de soxhlet,

puesto que funciona comoe conirel positive del experimentoe.

Se verificd gue este mélodo era reproducible v que la
concentracidn promedio de vainiilina no variaba za lo largo del fruto, se
confirmé mediante la elaboracion de varios extractos a partir de
fracciones de una misma vaina. La concentracién de vainiilina podria
modificarse a lo largo de la vaina ya que no se tiene certeza de la
ubicacion del compuesto pudiendo encontrarse en las semillas ¢ en el

iejido.

Se trabajé con dos tipos de muestra, en el primer caso se realizé la
extraccidn de una vaina, la cual fue dividida en tres fracciones, se analizd
cada una de las partes por separadc y se compararon. Los resultados se

presentan en la tabla Vi.

En el segundc caso se realizé la exiraccidn tomando 2g de
muestra a partir de 100g de vainas homogeneizadas, para asi tener una
muestra representativa. Estos resultades se encuentran reportades en la

tabla Vil
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Una vez realizados los extractos, se midié la vainillina separada en
el HPLC y se reportd la concentracién con base a la curva patron que se
describe en materiales y método.

Asi mismo se cuantificd la concentracion de glucovainillina
presente en la muestra, este valor es un estimado puesto que se calculd

de acuerdo al estandar interno y se trata de compuestos con estructuras
diferentes.

Tabla Vi. Concentracion de vainillina y glucovainillina (g/100g vaina seca)
obtenida a partir de la extraccion por soxhiet, fomando como muestra una
vaina.

Vainillina Valor estimado de Glucovainillina
__{g/100g vaina seca) {9/100g vaina seca)
3.324 0.193
3.022 0.215
3.148 0.235
3.227 . -0.207
Promedio = 3.184 Promedio = 0.247
D.S.=0.1108 D.5.=0.01829
% C.V. =347 %CV=75

Tabla Vii. Concentracion de vainillina y glucovainillina (g/100g vaina seca)
obienida a partir de la extraccién por soxhlet tomando como muestra vainas
homogeneizadas.

oo RIS ST Valor estimado’de” T 5
Valmlhna {gl 100@”’ %élhé“asé’éﬁf’i fi:?g 7 2 Glucovainifiinas 2 - e
ol e 3 TERS "+ 7. {gl00,g vainaiseca). o
2.964 0.2400
3.226 0.2072
3.202 0.2143
3.327 0.1950
3.227 0.1972
3105 0.2015
Promedio = 3.175 Promedio = 0.2092
D.S.=0.1144 D.S. =0.0151
% C.V. = 3.60 % C.V.=7.2
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l.os resultados demuestran que la extraccidon aicohdlica con soxhiet
es reproducible y por o tanto se puede ulilizar como referencia para
comparar la concentracién de vainillina obtenida con los métodos
enzimaticos propuestos, a pesar de que no se usa ef mismo
procedimiento. En el caso de la glucovainillina e} coeficiente de variacion
es mayor probablemente por que se cuaniifica de una forma indirecia vy
ias conceniraciones del compuesto son pequefas. £l método de soxhlet
se ha reportado por ser el mas eficiente en la extraccién tanto de
vainillina comgo de glucovainillina (Ranavide 1985), vy se busca mediante
la extraccion enzimatica mejorar el proceso de extraccion a partir de
vainas verdes de vainilia sin beneficiar.

Tradicionalmenie el extracto se realiza dejando macerar la vaina
beneficiada con etanol al 40% durante al menos 3 dias. Si el fiempo de
maceracion es mayor se obtendra un producto con mejor calidad v
rendimiento. Este método no se utilizé como referencia debido a que es

mehos eficiente.

Los extractos elaborados se analizaron en el HPLC, por lo que se

nudo cuantificar la vainillina de acuerdo a la curva patrén elaborada, y se

3
@

estimé el valor de glucovainillina por medio del estandar internc. E

método soxhlet ia relacion de vainillina.glucovainitina de 1:0.0672
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Trafamientos enzimaticos

Para realizar los tratamientos enzimaticos fue necesario elaborar
un control, es decir un extracto al cual no se le agregd enzima, pere se

mantuvo en condiciones iguales a las exiraccionas enzimaticas.

Se hicieron extractos utilizando como materia prima la vainilla sin
beneficiar.En el primerc se incubaron 2g de vaina durante 8 horas a
50°C en 10mi de agua y se utilizé6 como control. Los resultados se
compararon con la extraccidn tipo soxhlet (2g de vaina en 100ml de
etanol 47.5% durante 8 horas)

Tabia VIll. Resultados de las exiracciones de vainilla sin beneficiar,
extraccion acuosa (control) a una temperatura de 50°C vy tipo soxhlet con
etanol al 47.5% utilizando 2g de muestra.

METODO % yainillina {gl100g Valor estim_agiq de

vaina seca) %Gilucovainitlina

Soxhlet 3.1689+0,1237 0.2105+0.0157
Controi Agua 1.124+0.04829 0.1892+0.00294

En el fruto la vainilina se encuentra en forma de glucésido, sin
embargo Ranavide {(1992) identificd la presencia de vainillina en vainas
mexicanas sin beneficiar. No obstante no se esperaba poder cuantificar
vainillina en vainas verdes. En este caso ia glucovainilina se pudo
hidrolizar durante el almacenamiento, ya que a pesar de conservarse en

refrigeracion puede existir una minima actividad de las enzimas.

La extraccion tipo soxhiet fue mas eficiente en cuanto a la

extraccion de vainillina, lo cual se pudo deber a que se utilizé una mezcla
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de gtanoliagua al 47.5% v esto mejord la solubilidad de los compuestos.
Este proceso puede presentar un mejor rendimiento debido a que Ia
extraccion se realiza con una mayor proporcién de solvente respecio a
tos gramos de vaina, asi mismo la mezcla de etanolfagua gue bafia
continuamente a fa materia prima tiene cero por ciento de soluto y esta

fejos del punto de saturacion por i que opera en condiciones optimas.

A pesar de las diferencias de los dos métodos, soxhlet se utiliza
como control positivo puesto que es el mas eficiente, sin embargo se
guiere desairollar un proceso que inicialmente requiera menos solvente,

tenga un mejor rendimiento y se pueda implementar con mayor facilidad.

L.a relacion de vainillina:glucovainillina en el control elaborado con
agua es de 1:0.188, es decir la concentracion de glucovainiliina es mas
alta gue en la extraccién con soxhlet (1:0.087), por lo tanto si esta se

iograra hidrolizar se tendrian mejores rendimientos.

Se realizaron tratamientos enzimaticos, para o cual se utilizaron

dos tipos de enzimas con caracieristicas similares.

Al comparar los resuitados obtenidos, observamos que el control
presenta las menores conceniraciones de vainiilina. Sin embargo en las
exiracciones enzimaticas se esperaba un mayor rendimiento y se
obtuvieron valores son muy cercanos entre sf y al control. Debido & que
Macerase v Viscozyme L son parecidas, ya que ambas provienen de

cepas de Aspergillus, v trabajan en rangos muy cercancs de temperafura
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y pH; se decidid escoger una de estas enzimas y en este caso fue

Viscozyme L ya gue se tiene mayor disponibilidad de la misma.

Los resultados de los fratamientos enzimaticos se presentan a
continuacion en |a tabla IX

Tabla IX. Concentracidon de vainillina v glucovainillina obtenida por los
métodos de macerace, viscozyme L y control. En todos los casos de usa
como solvente agua y 29 de materia prima. %

% Vainillina Valor estimado de
METODO {a/100g vaina seca) %Glucovainillina
{g/100g vaina seca)
Macerase 1.0595+0.67500 0.4990+0.06430
Control Agua 1.1240+0.04829 0.1897+0.00294
Viscozyme L Agua 1.5185+0.08724 0.5243+0.04980

* En la grafica 1 se muestran estos resultados

La relacién de vainillina: glucovainillina cambio de acuerdo al tipo
de extraccion realizada, comportandose de [a siguiente forma:

Macerase 1:0.470

Control 1:0.168

Viscozyme L 1:0.345

A pesar de que las concentraciones de vainillina obtenidas
mediante las enzimas son cercanas al control, observamos gque se
mejoré la exiraccidon enzimatica de glucovainillina, por lo que es
necesario optimizar las condiciones hidrélisis para aumentar los

rendimientos.
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Es importanie mencionar que el residuc de! pretratamienio
enzimatico se sometid a una extraccion tipo soxhlet para verificar si
contenian vainillina vy giucovainillina, sin embargo en ningln casc se
pudieron cuantificar estos compuestos, por io que se decidié agregar
etancl para mejorar la solubilidad.

&

A continuacidn se presenta ia grafica 1 en la cual se observa la
cercania enire los resultados de las exiracciones enzimaticas y el

control, asi como la eficiencia de soxhlet en la extraccion de vainilling.
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3&

25

% Vainiiina {g/100g vaina seca)

05

Porcentaje de vainillina extraida por diferentes métodos a partir de vaihas sin beneficiar

J- 3 1683
i
——— - ———— e e ———— ! —— - — —— --*: 15185 .
|
!
b1tza ;
o + 1,0585
S
Soxhlet Control Macerase Viscozyme

Métedo do extragtian

Grafica 1. Resultados correspondientes a la Tabla X,
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Extraccidn aicohdlica posterior al tratamiento enzimatico.

Debido a gue la vainilfina tiene mayor sclubiiidad en etanol, se
decidié realizar una extraccion con este solvente. Después de hidrolizar
ia giucovainiilina por medio dei compigjo enzimatico de Viscozyme L
incubando 2g de vaina durante 2 horas a 50°C, se agregd etanol para
que ei extracto quedara disuglic en una mezcla de etanoi/agua al 50% v
se macer0 durante 8 horas. Con estas condiciones se pretendia
aumentar la solubilidad del compuesto, dando como resuitado una mayor
concentracién de vainilling (1.85+0.3387%) en comparacidn &l
fratamiento con la misma enzima, pero sin ia adicidn de alcohol
(1.5185:0.08724%).

En este caso se puede notar {a presencia de giucovainiliina
disponible, por lo que podria ser hidrolizada por medio de la enzima

correspondiente v obtener un mejor producto.

En los tratamientos realizados hasta el momentoc el mas eficiente
es el de soxhlet. Aungque en las extracciones enzimaticas se mejora el
rendimiento al agregarle etanol, los resultados no son del todo
favorables. Por lo tanto se realizaron las siguientes medificaciones: Se
decidié aumentar el famafic de muestra para disminuir errores
procedentes de la misma y se observé que la sciubilidad juega un papel
determinante en la elaboracidn de un extracto por Ic que al aumentar el
tamafic de musesire se realizaron exiractos fanio acuosos como

alcohdlicos en cada uno de os casos.
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Tratamientc enzimatico con 50g de muestra

Se elaboré un control, en el cual solamente se incubd ia vaina
(50g/150ml agua, 8 horas, temperatura 50°C), con una proporcion
vainalagua de 1:3, obteniéndose una conceniracion de 1.0710.0448g de
vainillina/100g de vainas secas. Si este valor se compara con &l
resultade al realizar el control con 2g de materia prima en 10mi de agua,
con una relacion de 1g de vaina por cada 5m! de agua (1.124+0.04829 g
de vainillina/100g de vainas secas) vemos que son cercanos a pesar de
la diferencia en el tamafic de muesira y de la proporcién de agus

respecic a la vaina utilizada.

En ei caso de la preparacion del control con 50g del frute y la
adicion de etanol, para obtener un extracto con el 50% de alconci, se
logra una conceniraciéon de 2.110.04084g de vainiliina/100g de vaina

seca la cual aumentd en un 49% respecio ai extracto acuoso.

Al desarroliar el extracto con Viscozyme L, el resultado obtenido es
de 1.17g de vainillina/100g de fruto seco y es menor al elaborado con 2g
de vainas (1.5185:0.087 %vainillina). Pero al agregarle alcohol el valor
difiere, puesto que con 50g de muestra obtenemos 2.45% de vainilling;

es decir un 20% de aumente respecto al valor con 2g de vainilla.

Por otra parte si la pared celular de la vaina esita compuesia
orincipalmente por celulosa y hemicelulosa probabiemente seria
necesario aumentar la concentracidn de las enzimas que degradan

dichos compuestos y poder lograr un mayor contacto entre la
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B-glucosidasa y la glucovainillina, por lo que se decidid realizar un
tratamiento con ofra enzima, llamada comerciaimenie Celiuciast. Sin
embarge la concentracion de vainillina obtenida en este caso fue similar
al f{ratamiento con Viscozyme L. Obteniende en ambos una
concentracion de 1.17g de vainillina/100g de vaina seca. Este valor es
muy cercano al conirol con agua en 50g de muestra (1.07£0.0445%
vainillina). Pero al agregar el alcohol la concentracion de vainillina
aumentd a 2.7 o/ 100g vaina. En esios casos la solubilidad de la

vainitiina aument6 en promedio un 57% al adicionar etanci.

En todos los casos en que se realizé una extraccién alcohdlica
posterior ai fratamiento enzimatico los resultades fueron favorables,

debido a que se obtiene un mejor rendimiento.

Pese 2 las modificaciones, las concentracicnes obtenidas eran
menores al control positive por {o que se realizdé una prueba mezclando
las enzimas. Se adiciond Viscozyme L y Celluclast (8 horas cada una
50g vaina/150ml agua, temperatura de 50°C, adicionandolas en &l orden
menciohado). Sin embargo, la concentfracién de vainillina era igual a
aron las enzimas por separado (1.
agregar el etanol {2.6+0.2536% vainillina) el valor era cercano al la
extraccion de Celluclast con etanol (2.71:0.2156% vainillina). Por lo tanto
no se puede considerar un extraccion eficients si se estan usando dos
enzimas v obteniendo los mismos resuliadcs. A pesar de ello se decidid
invertir el orden, es decir se afiadio primero Celluclast y luego Viscozyme

L (mismas condiciones que el extracto anterior) y el rendimiento aumentd
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ya gue probablemente a agregar primero Viscozyme L los subproductos
de la reaccion, como pueden ser los fenoles o sustancias téxicas producio
de la degradacion de los azlcares, podrian inhibir a Celiuclast y en ese
caso se afectaria el orden de adicién de las enzimas. Si comparamos los
resuitados de estos dos procesos, vemos gue en el tratamiento con
Viscozyme L y Celluclast en medio acuoso ei porcentaje de vainillina era
del 1.1740.1815g/100g de vaina seca contra 2.320.37g/100g de vaina seca
obtenidos al invertir el orden de las enzimas; es decir existe una diferencia

del 49% en la concentracion de vainiliing obtenida.

Al agregarle alcohol aumento la concentracién de vainillina del
extracto a un 3.6% en base seca a! incubar Celluclast durante 8 horas,
posteriormente Viscozyme L 8 horas, siendo esta !a extraccién mas
eficiente.

Tabla X. Comparacion de las extracciones realizadas con dos tamafios
de muestra diferentes con varios métodos. Porcentaje de vainillina. %

- % Vainillina (g/100g vaina| % Vainillina {g/100

METODO secaj 29 vaing vaina secaj Sbg vair?a
Macerase 1.0595+0.675 no determinado
Soxhlet 3.168940.1237 no determinado
Control Agua 1.124:0.04829 1.0710.0449
Viscozyme L. Agua 1.5185+0.08724 1.17+0.0437
Celluclast Agua no determinado 1.17+0.0592
Viscozyme L con Celluclast Agua no determinado 1.1740.1915
Celiuciast con Viscozyme L Agua no determinado 2.3:+0.37
Control Etanol ne determinado 2.1+0.4084
Viscozyme |. Etanol 1.9587+0.3387 2.45:+0.1113
Celluclast Etanol no determinado 2.7:0.215
Viscozyme L + Celluciast Etanol no determinado 2.6+0.2536
Celluclast con Viscozyme L no determinado 3.6:0.489
Etanol

*En las graficas 2 y 3 se muestran estos resultados Porcentaje de vainillina obterudo utiizando 2g y 509 de muestra,
mediante viscozyme, celluclast, control, viscozyme + celluclast, y celluciast + viscozyme y soxhlet.
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Tabla Xi. Comparacion de las exfracciones realizadas con dos tamafios de
muestra diferentes con varios métodos. Porceniaje de glucovainiilina. =

Valor esfimado

v et Valor estimado
%Glucovainillina

METODO (9/100g vaina seca) (Qfﬁg";g‘;?glgg;)
2g vaina 50g vaina
Macerase 0.459+0.0643 ne determinado
Soxhlet 0.2151£0.017 no determinado.-
Control Agua 0.1897+0.00294 | 0.2107+0.00449
Viscozyme L Agua 0.5243+0.0498 0.1141+0.0437
Celluclast Agua no determinado 0.1003+0.0071

Viscozyme L con
Celluclast Agua
Celluclast con
Viscozyme L Agua

no determinado 0.055+0.001915

no determinade | 0.0855240.00263

Control Etanol no determinado 0.641+3.04216
Viscozyme L Etanol 0.3150 + 0.067 0.1401+0.0013
Celluclast Etanol no determinado 0.1299+0.005

Viscozyme L +
Celluclast Etanol
Celluclast con
Viscozyme L Etanol

*Porcentaje de glucovanilina obtenido utilizando 2g y 50g de muestra, mediante viscczyme,
celluclast, control, viscozyme + celluclast, y celluciast + viscozyme y soxhlet.

no determinado 0.0761+0.00182

no determinado | 0.0118+0.00140

La eficiencia del método se muestra de una manera mas clara en

las graficas 2 y 3 que se presentan a continuacion.

73



RESULTADOS Y ANALISIS

Evaluacion de diferentes métodos de extraccién de vainillina en vainas sin beneficiar, usando
como solvente agua
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Grafica 2. Resultados correspondientes a la Tahla X.
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Evaluzcién de diferentes métodos de extfraccidn de vainillina en vainas sin beneficiar, usando
como solvente etanot 1 50%
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Gréfica 3. Resuitados correspondientes a la Tabla X.
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Finalmente, dado que el aimacenamiento puede influir en la
conceniracion de vainillina presente en la vaina verde, por ia presencia
de B-glucosidasa en las vainas, se repitid la extraccion en un iote nueve
de vainas verdes (Lote 2 ver maleriales v métodos), esias no
presentaban obscurecimiento enzimatice ya que tenian 2 dias de haber
sido coriadas. Para esfo se eiaboraron exiractos por medio de soxhiet
(etanol 47.5% durante 8 horas) y por oira parte se trataron con Celluclast
durante 8 horas y con Viscozyme L otras 8 horas, inmediatamente
después se le agregd etanol para obtener una solucion al 50%. Por otra
parte s realizd una extraccion tipo soxhlet a partir de vainilla beneficiada
(Lote 3 ver materiales vy métodos), perteneciente a la misma planta
beneficiadora que la vaina verde, para que de esia forma se pueda
comparar diferencia en el rendimiento entre el método artesanal y por
medio de una biotransformacién. Reportando los resultados de la tabla
Xil.
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HESUL ITAUUS Y ANALIDID

Tabla Xil. Comparacion de la concentracion de vainillina y el valor estimado de glucovainillina presente
en vaina beneficiada(Lote 3), sin beneficiar (Lote 2), y en la extraccién enzimatica/ alcohdlica con vaina

verde.

% Vainillina (g/100g \
Mé % Vainillina (g/100g | vaina seca} respecto uVanr estimado
étodo . . %oGlucovainillina
vaina seca) a soxhlet en vaina (g/100g vaina seca)
) beneficiada 9 g

Soxhlet vaina
beneficiada 1.14+0.043 100 0.1 289i0.00075“
Soxhlet vaina 0:+0.0 0 3.8874+0.04675
verde .
Control agua 0+0.0 0 1.3324+0.02805
Control Etanol 0+0.0 0 1.5268+0.0303
Celluclast con
Etanol 50% vaina 2.66+0.035 233.33 0.1299+0.0050
verde _
Celluclast con
Viscozyme L y
Etanol 50% en - 3.66+0.038 321.05 0.0118+0.0014
@gina verde

En la grafica 4 a se muestran estos resultados.
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Los resultados muestran que en vainas sin beneficiar no se detectd
vainillina sino Unicamente glucovainillina, mientras que utilizando un
tratamiento enzimaiico se puede obtener un extracto con mayor
conceniracion de vainifiina, incluso respecto al extracte alcohdlico
elaborade con soxhlet a partir de vainas beneficiadas. El 84.32% de la
giucovainilina cuantificada en la extraccién por soxhiet se hidrolizd para
obtener la vainilina cuando se realizd el extracio enzimatico por medio

de Celiuclast y Viscozyme L en ailcohol al 50%.

En ei control no se cuaniifico vainillina y la concentracion de

glucovainillina determinada fue menor gue en soxhiet.

Para verificar lo anterior, en la grafica 4 gue se encuentra a
continuaciéon, se muestran los valores y se ve claramente que la
extraccion de Celluclast con Viscozyme L en etanct es la mas eficiente
para obtener un extracto a partir de vainas verdes, aungue en el método
de soxhlet la glucovainillina se obtiene de una manera eficaz, no se logra
hidrolizar por lo que para este fin es necesaria la presencia de las

enzimas incubadas en un orden especifico y posteriormente la extraccion

.
alcohdlica.

H
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% vainillina y

glucovainiliina

Porcentaje de vainillina y glucovainiliina obtenida por diterentes métodos de extraccitn
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Grafica 4. Resultados correspondientes a la Tabla Xil.
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CONCLUSIONES.

A una longitud de onda de 278nm se pueden detectar la vainillina y
la giucovainiflina.

Ei método uiilizado por HPLC permite identificar y cuantificar tanto
a la vainiliina como a la glucovainiliina.

La glucovainillina se pusde encontrar tanto en vainas beneficiadas

como sin beneficiar.

La wvainillina, estd presente principalmente en [as vainas
beneficiadas, aungue se delectd en frutos verdes sin beneficiar

almacenados a 4°C.

Las enzimas comerciales Viscozyme L y Celiuclast son capaces de
hidrolizar & la giucovainilla, ya que presentan actividad B-Glucosidasa.
Pueden ser utilizadas para la elaboracidn de extractos de vainilla a partir

de frutos verdes sin beneficiar.

La glucovainillina y la vainillina presentan una mejor solubilidad en

etanol al 50%.

El método de exfraccién mas eficiente a partir de vainas verdes fue
utifizando una combinacidn de Celluclast y Viscozyme L (adicionadas en
este orden). El fruto se incubbé 8§ horas en presencia de Celluclast y

posteriormente con Viscozyme L en las mismas condiciones. Una vez
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llevada a cabo la hidrdlisis de la glucovainiilina se realizo una extraccién
con etanol hasta obtener el producto final con el 50% de alcohol y una
concentracién de 3.58g de vainillina/100g de vaina seca. Es importante
sefialar que en vainas beneficiadas originarias de México el valor
nromedio de vainillina reporiade es del 1-1.5%, por io que el rendimiento
se aumenté y es posible elaborar un extracto evitando el proceso de
beneficio y con eilo el tiempo que impilica.

La obtencién de un producio de mayor calidad aumentando la
concentracidon de vainillina podria producirse utilizando vainas
beneficiadas, con la ayuda de las enzimas Viscozyme L y Celluciast y se
podria hidrolizar fa glucovainilina que no alcanzd a transformarse
durante el beneficio.
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ANEXOS

Anexo |

Preparacion de los estandares de etilvainillina y vainillina.

Los estdndares que se utilizaron fueron: etilvainitina vy

vainillina.(Sigma)

La glucovainillina se determiné de forma indirecta, ya que no hay
estandares en el mercado, se cuantificd mediante una relacion de areas
con el estandar interno (etilvainilina) y el area obtenida de la

glucovainillina.

Se pesaron 0.12g def estandar y se aforaron a 100mi con la fase
mévil a utilizar en el cromatodgrafo {(Metanol : Agua 40:60 pH de 4)

Preparacion de fa curva patrén de vainillina y etilvainillina.

La curva patron de etilvainillina y vainillina se preparé con las siguientes
coricentraciones:

Tabla X!lL. Preparacion de curva patron

e i
0.2 0.024
0.4 0.048
05 0.06
0.7 0.084
1.0 0.12
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Tabla XiV. Areas obtenidas a partir de las soluciones de vainiliina y
etilvainillina realizadas.

: cQ“;;fg”;:f‘I;?“’“ | vainilling (areas) | Et‘;‘;?;‘;?;!)‘“a
0 0 0
0.0.24 54.16 45.20
0.048 74.00 75.48
0.08 105.45 86.81
0.084 128.72 112.01
0.12 179.82 146.96
r=0.9918 F = 0.989
A=9.248 A = 11.1906
B=1448.429 | B=1188.4770
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Anexo ll

Preparacion de la curva patrén de giucosa.

Curva patron de glucosa (Sigma). Se realizd a partir de una
solucion stock de glucosa con una concentracion de 2mg/ml

Tabla XV. Curva Patron.

md de sol Concentracion
sfock {mgfml)
0.25 0.05

0.5 0.1

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

O IWiN | —
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ANEXO i

Determinacién de ia actividad especifica de Celiuciast

Tabla XVI. Determinacidn de la actividad especifica de Celiuclast. %

Concentracion de . ) .. Actividad
enzima . M:Zriflﬁ?fzm o quziz;i!eesr;éende( . especifica’
pl . : o mg diufpl E min
10 0.0542 0.998 0.00542
15 0.082 0.964 0.0054
25 0.1027 0.965 0.00408

*En |a grafica 6 se muestran estos resuitados.

85




ANEXOS

Determinacién de la actividad especi

fica de Viscozyme L empleando comeo sustrato celobiosa
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Grafica 5. Resultados correspondientes a la Tabla V.
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my Glucesa/ ml

Determmacién de actividad especifica de Celluctast empieando como sustrato celobiosa

|0 Gelulasa 0 19  Gelulasa 0.15% — Celulasa 0 25% |

o

i ) - [¢]
o

5 10 25 30

Grafica 6. Resultados correspondientes a la Tabla XV1.
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