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|. INTRODUCCION

El cultivo de la vainilla es originario de México, especificamente de la regién del
Totonacapan, donde se desarroll6 la cultura totonaca. Dicha cultura consideré a la
vainilla como objeto de venerados cultos y fue declarada como planta sagrada, ya
que era utilizada como ofrenda divina en sus adoratorios. Fue llamada en nahuatl
tlixochitl y fueron los espafioles quienes le dieron el nombre de vainilla, por la

forma del fruto (Reyes-Lopez, 2008).

Actualmente los diversos usos de la vainilla permiten que tenga una alta cotizacion
internacional, considerandose en el rango de 10 a 50 mil dolares/ton de vainilla
beneficiada (SAGARPA, 2010). Aunada a esta importancia econémica la vaina
debe mantener ciertos requisitos de calidad y dar cumplimiento con lineamientos
de inocuidad. En relacion con estos ultimos la vainilla puede presentar crecimiento
de algunas enterobacterias y manifestar enfermedades fungicas, causando
pérdidas productivas significativas en frutos verdes y beneficiados. Algunos de los
géneros bacterianos importantes son Azotobacter sp. y Enterobacter sp. y entre
los hongos mas comunes se encuentran los géneros Fusarium, Rhizoctonia y

Colletotrichum (Lépez—Lo6pez, 2012).

Para darle valor agregado al fruto verde de la vainilla las vainas son sometidas al
proceso de beneficiado para su conservacion, exponiéndolas ante un tratamiento
de deshidratacion, el cual puede ser lento en los sistemas tradicionales incluso
durar hasta seis meses, dependiendo de los ciclos de sudado-secado que se
implementen (INIFAP, 2010). Lo que también genera factores que contribuyen a
los posibles riesgos de contaminacion de la vainilla. Particularmente el manejo y la
pérdida del contenido de humedad pueden ser inadecuados, lo que favorece el

crecimiento de hongos y bacterias que propician el deterioro de las vainas.

Entre los microorganismos que se han aislado en vainilla beneficiada se
encuentran los géneros bacterianos Klebsiella, Bacillus, Pseudomonas,
Enterobacter, Serratia, entre otras, (Roling et al., 2001). Asimismo durante el

beneficiado se favorecen reacciones enzimaticas y actividades microbiolégicas




que estan relacionadas con el sabor y aroma de la vainilla. Las enzimas -
glucosidasas son activadas y convierten a los glucosidos en compuestos

aromaticos (Kerler, 2002).

Sin embargo, poco se conoce acerca de las contribuciones microbiologicas
directamente relacionadas con la calidad de la vainilla. Por lo anterior, se
desconocen los cambios en los comportamientos de la microbiota presente
durante el proceso de beneficiado. Este ultimo aspecto esta relacionado con la
inocuidad en vainilla ya que es un factor fundamental que debe ser considerado
para la basqueda de nuevos mercados en productos como la vainilla, debido a que
es asunto de mayor prioridad para consumidores y productores. De ahi que en la
presente investigacion se evalud la microbiota presente en las vainas de vainilla
mediante analisis microbioldgicos de los grupos de indicadores como: Bacterias
Mesdfilas Aerobias (BMA'’s), Hongos y Levaduras (H y L), Coliformes Totales (CT)
en vainas verdes y beneficiadas. Lo anterior con la finalidad de proponer
alternativas que prevengan las posibles fuentes de contaminacién y se favorezca
la inocuidad en las regiones productoras de vainilla y evitar grandes pérdidas
econdémicas que se han venido desarrollando en los diferentes sistemas de

beneficiado.

Asimismo la informacién recabada en esta investigacion es importante debido a
que con ella se estara dando cumplimiento con uno de los objetivos contemplados
en el Macroproyecto de Investigacion Aplicada para el Fortalecimiento, Innovacién
y Competitividad de la Produccion de Vainilla en México, El cual deriva de la
problematica de conservacion identificada en V. planifolia y de la problematica del
cultivo expresada por el Comité Sistema Producto Nacional de la Vainilla
(CSPNV). Al Macroproyecto lo conformaron varios subproyectos incluyendo el de
la Implementacion de estudios de inocuidad y control de procesos y su impacto

sobre el perfil sensorial de la vainilla mexicana.




II. OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la calidad microbiolégica en vainas de vainilla verdes y beneficiadas
provenientes de los diferentes sistemas de produccion ubicados en las regiones
de Totonacapan de Puebla-Veracruz con la finalidad de identificar los posibles

riesgos de contaminacion microbiana.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

e Identificar y clasificar los diferentes procesos de beneficiado en el area de
Totonacapan de Puebla-Veracruz.

e Evaluar y cuantificar los diferentes tipos de microorganismos indicadores
como: coliformes fecales, coliformes totales, hongos y levaduras, bacterias
mesodfilas aerobias, e identificar las enterobacterias, aisladas con mayor
frecuencia en los diferentes sistemas de beneficiado.

e Relacionar los procesos de beneficiado, considerando los indicadores de
inocuidad y enterobacterias aisladas en las vainas verdes y beneficiadas.

e Determinar los indices de diversidad microbiana H Shannon, D Simpson y
Schao de acuerdo con las enterobacterias aisladas en vainas verdes y

beneficiadas.

lI. HIPOTESIS.

El tipo de beneficiado de vainilla influye significativamente sobre el recuento de los

grupos indicadores de inocuidad e indices de diversidad microbiana.




IV. MARCO TEORICO.
CAPITULO 1 VAINILLA

1.1 GENERALIDADES

La vainilla es una planta trepadora de la familia de las orquideas, considerada una
planta hemiepifita no parasita, es decir, que utiliza un tutor para sostenerse y asi
crecer (Fig.1a), su fuente de nutricion es la materia organica que se encuentra en

la superficie terrestre (Reyes-L6pez, 2008).

Existen alrededor de 12 especies de vainilla; la mayoria de ellas poseen
caracteristicas especificas en su constitucion. Sin embargo, existe un significativo
namero de especies cuyas hojas se han reducido a escamas o estan desprovistas,

casi o totalmente de ellas (Curti, 1990).

Figura 1. a) Cultivo de vainilla (Vanilla Planifolia).

b) Vaina de vainilla madura.

El nombre de vainilla es cominmente conocida como xanath, tlilxochitl y flor

negra. Este cultivo es originario de México y comprende un centenar de plantas

‘.



monopodiales de hébitos trepadores que llegan alcanzar més de 35 m, con hojas

alternas que se extienden por toda su longitud (Curti, 1990).

El fruto de la vainilla es una vaina alargada y carnosa que crece de 10 a 20 cm,
madura gradualmente posterior a la floracion durante 8 a 9 meses, cada vaina
contiene miles de minusculas semillas y se tornan en una coloracion negra

despidiendo un fuerte aroma (Fig.1b) (Herrera-Cabrera et al, 2008).

La vainilla es cultivada esencialmente por su fruto, la vaina contiene un amplio
contenido de compuestos aromaticos incluyendo la (vainillina). Por este perfil
aromatico caracteristico la vainilla; es ampliamente utilizada en confiteria,
pasteleria, perfumeria, chocolateria, fabricacion de licores finos, drogueria,
farmacologia, confeccién de cigarros, galletas, bebidas gaseosas y artesania,
entre otros. Asimismo existen reportes de que este fruto actlia como estimulante

estomacal y antidoto contra el veneno de algunas plantas (FAO, 2010).

1.2 PRODUCCION DE VAINILLA INTERNACIONAL Y NACIONAL

La produccion de vainilla proviene sobretodo de Indonesia, Madagascar y China,
en menor cantidad de México y Comoras, Particularmente México ha mantenido

su produccion constante durante mas de cuatro afios (SAGARPA, 2010). (Tabla 1)

Tabla 1: Principales paises productores de vainilla (Ton afio?)

PAISES 2003 2004 2005 2006 2007
INDONESIA 2,375.0 3,700.0 3,600.0 3,700.0 3,700.0
MADAGASCAR 525.0 839.0 2,613.0 2,534.0 2,600.0

COMORAS 110.0 60.0 65.0 75.0 50.0

Fuente (SAGARPA, 2010).

Si bien en nuestro pais no ha podido crecer la produccion de vainilla, aportando

anicamente el 1% de la producciéon mundial (Soto, 2006). Datos recientes sugieren

'



que en promedio cada productor mexicano cosecha unos 60 Kg de vainilla verde
al afo, lo cual es una indicacion indirecta del padron de productores. De ahi se
requieran generar estrategias de produccion para incrementar los rendimientos, ya
que la mayoria de los frutos son cultivados en plantaciones rusticas a partir de las
cuales los volimenes obtenidos son bajos (SAGARPA, 2010).

La mayor parte de la vainilla natural se extrae de una sola especie, Vanilla
planifolia. Esta es nativa de Chiapas, Oaxaca, Puebla y principalmente del estado
de Veracruz, este ultimo estado ha venido incrementando su produccion cada afio
(Tabla. 2) (COVECA, 2010).

Tabla 2: Principales estados productores de Vainilla de México.
(Ton afiot)

OAXACA 60 46 78 244
CHIAPAS 0.8 0.0 0.0 0.29
TOTAL 252.45 280.01 290.82 637.48

Fuente. (COVECA, 2010)

Sin embargo, existe un gran problema para nuestro pais ya que Indonesia y China
estan utilizando métodos modernos de cultivo, teniendo mano de obra mas barata
gue la mexicana y programas agresivos de mercadotecnia para colocar su
producto al mercado antes que los demas paises productores de vainilla
(SAGARPA, 2010).

1.3 ESPECIFICACIONES DE CALIDAD MICROBIOLOGICA

En la Tabla 3 se mencionan algunas de las especificaciones microbiologicas y de
calidad que deben cumplir las vainas beneficiadas de acuerdo con la normatividad

nacional vigente.




Tabla 3: Especificaciones de calidad y microbioldgicas para vainas de vainilla
beneficiada.

Especificaciones Microbioldgicas

Bacterias Mesobfilas Aerobias (BMA) <100 UFC/g
Coliformes Totales (CT) Ausente
Hongos y Levaduras (Hy L) <10 UFC/g
Especificaciones de Calidad
Humedad (%) 25 a 30
Color Café Achocolatado
Aspecto Grueso, flexible y sin manchas
Tamafo >20 cm, minimo 12 cm
Aroma Dulce, suave

Fuente. (NMX-074-SCFI-1996)




CAPITULO 2 MICROORGANISMOS INDICADORES Y SU
RELACION CON LA MICROBIOTA PRESENTE EN VAINAS DE
VAINILLA

2.1 GENERALIDADES

Actualmente existen programas como las Buenas Practicas de Manufactura (BPM)
el cual incluye herramientas para la obtencién de productos seguros para el
consumo humano que se centralizan en la higiene (Oliver, 2007). Los programas
mencionados se encuentran dirigidos a prevenir las Enfermedades Transmitidas
por Alimentos (ETA’s) las cuales se definen como aquellos padecimientos que se
originan por la ingesta de alimentos infectados con agentes contaminantes en
cantidades suficientes para afectar la salud del consumidor. Entre los patégenos,

MAas comunes se encuentran bacterias, virus, hongos y parasitos (OMS, 2005).

Los sintomas de las ETA’s varian entre los diversos factores que pueden incidir de
acuerdo al tipo de contaminacion, asi como también segun la cantidad del
alimento que ha sido contaminado. La mayoria de las ETA’s pueden representar
enfermedades pasajeras, que solo duran un par de dias y sin ningun tipo de
complicacion pero en ciertos casos pueden llegar a ser muy severas, dejar graves
secuelas o incluso hasta provocar la muerte en personas susceptibles (Fuentes-
Hernandez, 2009).

Finalmente de acuerdo con la OMS (2005) la mayor parte de los alimentos se
convierten en potencialmente peligrosos para el consumidor sélo después de que

han sido violados los principios de higiene, limpieza y desinfeccién.

Existen grupos de microorganismos conocidos como indicadores de inocuidad que
principalmente sirven para analizar la calidad microbioldégica en alimentos entre
ellos se encuentran las bacterias mesofilas aerobias, organismos coliformes

totales, hongos y levaduras y organismos coliformes fecales (Fig. 2)

Las Bacterias Mesofilas Aerobias (BMA’s) lo conforman aquellos géneros que
crecen a temperaturas Optimas de 20 a 45°C y que dependen del oxigeno

atmosférico para su desarrollo. (Fig. 2 a) Dentro de este grupo se encuentran




especies como Bacillus psychrophilus, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae,
Rhodospirillum rubrum y Anabaena variabilis. (Lopez-Lépez, 2012). La presencia
de un numero elevado de bacterias mesoéfilas aerobias que crecen bien en un
rango de 20 a 45°C, significa que puede haberse dado condiciones favorables
para la multiplicacion de microorganismos patégenos de origen humano o animal
(Prescott et al., 2002).

Figura 2. Microorganismos Indicadores. a) Bacterias Mesofilas Aerobias, b)
Coliformes Totales, ¢) Mohos y Levaduras d) Coliformes Fecales.

Otro grupo son los coliformes totales (CT) este tipo de bacterias se caracteriza por
su forma de bacilos, anaerobios facultativos, Gram negativos, no formadores de
esporas e indicador de contaminacién microbiana (Universidad de Salamanca),
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, lactosa-positivas con produccion de
acido y gas, en un periodo de 48 horas y con una temperatura de incubaciéon
comprendida entre 30-37°C. (Fig.2 b). Los géneros mas prominentes del grupo
CT son Escherichia, Enterobacter, Citrobacter y Klesiella.

Particularmente los coliformes fecales (CF) son microorganismos fermentadores
de la lactosa y se multiplican a una temperatura de 44.5°C. (NSO 13.07.01.08,
2009) (Fig. 2 c). Los CF son considerados mas resistentes al ambiente,

provenientes de contaminantes fecales de humanos y animales de sangre




caliente. E. coli la tipica bacteria intestinal en el hombre y animales de sangre
caliente. En vegetales crudos su presencia es sugestiva de contaminacion fecal

reciente.

Por ualtimo se menciona el grupo indicador de hongos y levaduras; estos
microorganismos crecen mas lentamente que las bacterias en alimentos no acidos
que conservan humedad. Sin embargo, en los alimentos &cidos y en los de alta
actividad de agua, crecen con mayor rapidez que las bacterias, determinando por
ello importantes pérdidas por alteracion de frutas frescas y jugos, vegetales v,
productos derivados de los cereales, asi como en los alimentos congelados y en
deshidratados, cuyo almacenamiento se realiza en condiciones inadecuadas (Toro
y Bazo, 2008). (Fig. 2 d)

Especificamente Odoux y Grisoni, (2011) mencionan que los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium producen micotoxinas y se han encontrado en vainilla. Las
micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por hongos bajo
condiciones especificas fisiolégicas (crecimiento microbiano) y ambientales (pH,
temperatura, aw, preservacion). La toxicidad fungica puede ser eliminada durante
el proceso de beneficiado, mientras que las micotoxinas permanecen en el

alimento.

2.2 MICROBIOTA PRESENTE EN LA VAINA DE VAINILLA

Principalmente la microbiota que se presenta en la vainilla son un gran nimero de
bacterias patdégenas, la bacteria mas comun determinada en vainas de vainilla son

bacilos terméfilos.

Roling et al,. (2001) demostraron que las comunidades microbianas mas
abundantes son bacilos terméfilos y termotolerantes, como por ejemplo Bacillus
subtilis, B. licheniformis, y B. smithii desarrollados en altas temperaturas (hasta 65
°C) estos microorganismos se mantuvieron durante mas de una semana después

de escaldar las vainas de vainilla.




Yang y Li, (2008) informaron que la bacteria Enterobacter sp encontrada en las
raices de la planta de vainilla que tienen la capacidad de utilizar el acido ferudlico
como unica fuente de carbono. Estos metabolitos primarios que utilizan acido
feralico como Unica fuente de carbono incluyen 4-vinilguayacol, asi como otros
productos quimicos relacionados, todos los cuales comparten el mismo guayacol-
carbono. Sobre la base de los analisis estructurales de compuestos no volatiles en
el filtrado del cultivo de esta cepa, se aislaron e identificaron dos nuevos
metabolitos putativos. Estos resultados permitieron proponer la posible ruta
metabdlica que conduce de acido ferulico a la 4 vinilguayacol. Estos experimentos
proponen por primera vez el metabolismo del acido ferdlico a través de la
descarboxilacion para producir 4-vinilguayacol y una conversion adicional a la

vainillina en Enterobacter sp.

Se han reportado pruebas a vainas de vainilla francesa, logrando identificar un
gran grupo de bacterias que pueden ser un gran riesgo para los consumidores con
sistemas inmunolégicos debilitados. La prueba encontré la presencia de especies
de Klebsiella (K. oxytoca), Citrobacter braakii, grupo Cronobacter sakazakii,
Enterobacter cloacae, las especies de Acinetobacter (A. baumannii y A.
haemolyticus) y Leclercia adecarboxylata. Aunque ninguna de estas bacterias
presentan un riesgo, excepto Cronobacter sakazakii, es importante para los
consumidores sanos que, K. oxytoca representa un riesgo potencial para la salud
de los consumidores con sistemas inmunoldgicos debilitados por enfermedades
graves (GDC, 2013).

Por otro lado los mohos encontrados con mas frecuencia son Fusarium
oxysporum, Penicillium y Colletotrichum que afecta a los brotes, hojas y frutos.
Los mohos antes mencionados pueden producir manchas de color café irregulares

y hendiduras afectando significativamente el tejido (Sanchez-Torres, 2007).




Figura 3. Hongos que se pueden encontrar en la vainilla. a) Fusarium oxysporum,
b) Penicillium, c) Colletotrichum vanillae. (Sanchez-Torres, 2007).

Particularmente Odoux y Grisoni, (2011) reporta que los tratamientos de curado de
vainilla a 30°C y 55°C reducen los recuentos de hongos y levaduras presentes en
la vainilla. Sin embargo existen reportes en los cuales aislan con mayor frecuencia
a los mohos Fusarium y Colletotrichum, particularmente Narawan (1990) informa
que Fusarium oxysporum es el causante de la pudricién del tallo de la vainilla por
lo que este microorganismo es patégeno para Vanilla planifolia. Mientras que
Sasikumar, (1992) reporta que la mayoria de las enfermedades graves de las
plantas de vainilla son producidas por Fusarium oxysporum y F. vanillae. El agente
patégeno de la podredumbre del tallo de la vainilla aislada de diversas zonas de
Indonesia fue identificado como Fusarium oxysporum (Tombe et. al, 1992).

De igual manera Thomas (2003) también reporta otro tipo de moho Colletotrichum
gue es la causa de que la hoja sufra putrefaccion y manchas asociadas a la

pudricion, visto por primera vez en vainilla planifolia de la India.

Suseela Bhai et al. (2003) también nos menciona que el hongo aislado e
identificado asociado a una prematura caida de vainas y coloracion amarillenta en
vainas de vainilla es Colletotrichum siendo este moho un peligro para la Vanilla

planifolia.

Thomas y Suseela Bhai, (2000) después de determinar Fusarium y Colletotrichum
encontraron un nuevo tipo de pudricion en vainilla que afecta a las vainas de
vainilla, se observé en la vainilla (Vanilla planifolia) creciendo en las regiones de

distrito Moovatupuzha Kerala, una enfermedad que pudre mas rapido que los




mohos ya antes mencionados. La enfermedad se caracteriza por podredumbre en
racimos de vaina y posteriormente el desarrollo de una gruesa capa de moho
sobre la superficie de la vaina. El organismo causal fue identificado como

Sclerotium rolfsii que es una de las infecciones mas graves encontradas.

Otro moho encontrado similar a Sclerotium rolfsii se determiné en plantaciones
experimentales de Lucknow durante tiempo de lluvias en los meses de julio a
septiembre de 1990 y 1991. Los sintomas incluyen manchas en las hojas
empapadas, que aumentaron rapidamente de tamafo y se convierten en tono
marrén claro y necroético. EI microorganismo fue aislado a partir de hojas

infectadas en agar de papa dextrosa y lograron identificarlo (Shukla et al., 1993).




CAPITULO 3 PROCESO DE BENEFICIADO

Los totonacas beneficiaban a la vainilla exponiéndola al sol en el patio de sus
casas y sudandolas alternadamente; a este método se le llamo “curado al sol”. En
la actualidad, el beneficiado es un proceso de conservacion del fruto, donde
implica una serie de pasos previos a la obtencién del producto beneficiado o
finalizado, esta actividad es la mas importante desde el punto de vista de
comercializaciéon, ya que es donde se le da el valor agregado a la vainilla.
Obteniendo valores por arriba del 1:10, en relacion con el precio de venta de

vainilla verde y vainilla beneficiada respectivamente (Reyes-Lopez, 2008).

El objetivo del beneficiado es detener el proceso natural de madurez fisiolégica de
las vainas, y acelerar los cambios que llevardn en la formacion de los
constituyentes del sabor y aroma de la vaina. Existen mas de 170 compuestos
volatiles identificados en la vaina (vainillina, acido vainillinico, p-
hidroxibenzaldehido, p-cresol, 2-fenilalcohol, anisaldehido, guayacol, fenil-
acetaldehido, diacetilo, eugenol, metilcinamato, entre otros) (Reyes-Lépez, 2008).
Segun (Curti, 1990) el beneficiado de la vainilla, es un proceso de fermentacion
mediante el cual el fruto verde sin aroma cambia a un color achocolatado brillante
y adquiere olor suave y delicado. ElI cambio se debe a una serie de reacciones
quimicas enzimaticas que inducen la formacién de vainillina y otros compuestos
aromaticos y saborizantes a partir de sustancias precursoras que existen en el
fruto maduro. El proceso de beneficiado se requiere debido a que durante la
cosecha los frutos de vainilla no contienen los elementos que le dan su aroma
caracteristico, sino que los obtiene durante el proceso de curado, durante la
evaporacion de liquidos presentes en el fruto y por la accidon enzimética que sufren
los glucésidos, se producen principalmente vainilina de 0.5 a 3.4%, acido
vainillinico y resinas suaves en 2%, proteinas, azucares, celulosa y minerales.
Estos compuestos se conjugan para dar el aroma natural a la vainilla, permitiendo

distinguirla facilmente de la vainilla sintética (Herrera-Cabrera et al, 2008).




3.1 ETAPAS DEL BENEFICIADO

Para realizar el beneficiado de vainilla las actividades a ejecutar son: recepcion,
despezonado, clasificacion, matado del fruto, enmaletado, asoleado y sudado,

clasificacion, depdsito y empaque (Reyes-LOopez, 2008). A continuacion se

describen cada una de las etapas de beneficiado rustico y tradicional. (Fig. 4 y 5)

Figura 4. Etapas de beneficiado. a) Recepcion, b) Despezonado, c) Clasificacion,
d) Matado, e) Sudado (Curti, 1990).

Figura 5. Etapas de beneficiado. a) Tendido, b) Reposo, c¢) Clasificacién,
d) empaquetado (Reyes-Lopez, 2008).




Recepcidn

La recepcion es la actividad de recibir, seleccionar y cuantificar el producto segun
su calidad, esto con la finalidad de determinar el valor total de dicho producto. Que
consiste en recibir las vainas de color verde uniforme y textura suave sin
rajaduras, que debe contar desde la polinizacién con una madurez fisiologica de 9
meses (NMX-FF-074-SCFI-2009).

Despezonado

El despezonado es la separacion de los frutos y el raquis, que es la parte del
racimo que se conoce regionalmente como “pezén”. Reyes-Lopez (2008) define al

despezonado como el desprendimiento del fruto y del raquis, oprimiendo el apice.

Primera clasificacion

Para poder obtener vainas de primera calidad debe contar con un tamafio de mas

de 12 cm y enteras sin rajaduras o lastimaduras (Curti, 1990).

Por lo que los frutos despezonados se clasifican de acuerdo a su condicion fisica
en tres clases, cuyas proporciones varian de acuerdo a la madurez del fruto, a las

condiciones climéticas y al manejo durante su desarrollo.
Las tres clases son: vainilla entera, vainilla rajada y vainilla zacatillo.

Vainilla Entera.- Frutos grandes, maduros, bien formados y sin dafios fisicos, con

un contenido de humedad de 78%, constituyen aproximadamente 85% del peso

del racimo.

Vainilla _Rajada.- Frutos sobre-maduros, abiertos longitudinalmente en forma

natural, el extremo inferior se torna café y exuda un liquido rojizo, con un
contenido de humedad de 75 a 77%, constituyen aproximadamente 4% del peso

del racimo.




Vainilla Zacatillo.- Frutos inmaduros, pequefios, deformes y/o con dafios de

insectos o mecanicos, de menor calidad que la vainilla entera, con un contenido de
humedad de 80% aproximadamente, esta vainilla representa 6% del peso del
racimo. La vainilla zacatillo se convertira en picadura al final del beneficiado (Curti,
1990).

Matado

El matado del fruto consiste en inhibicion de la madurez fisiol6gica del fruto y
evitar que estos se abran y demerite su calidad comercial. El matado de fruto se
puede realizar con agua caliente, horno, nylon, exposiciéon al sol, congelaciéon o

utilizando autoclaves en laboratorios.

El matado en agua caliente es una de las alternativas para detener la madurez
fisiolégica del fruto de manera rapida y eficiente, en comparacién con los hornos

gue requieren de 48 horas para realizar esta actividad.

La metodologia para el uso de agua es calentar en un cazo de nimero 90 a punto
de hervor (70°C, 90°C o 100°C).

Se introducen las vainas de vainilla en arpillas de 15 a 20 kg y se sumergen en el
agua caliente durante un tiempo recomendado por el maestro beneficiador, las
vainas se tornan de color obscuro casi en su totalidad, las partes que quedan adn

verdes se oscurecen durante el proceso de beneficiado (Reyes-Lopez, 2008).

Para el uso del horno se cuenta en la parte inferior un tanel por donde penetra el
calor y se distribuye dentro del mismo muro por medio de un serpentin; en la parte
superior del horno se adapta un visor de vidrio y detras de este se coloca un

termometro para medir la temperatura interna (Curti, 1990).

Al meter las maletas de vainas debe estar el horno a una temperatura de 40°C, al
terminar se cierra y se sella para evitar pérdidas de calor, se aumenta la
temperatura a 60°C y asi permanece 36 horas, transcurrido el tiempo, se baja la

temperatura a 40°C para descargar el horno (Curti, 1990).




El horneado tiene como finalidad matar las células del fruto para suspender el
proceso de maduracion, evitando asi que se rajen, pero manteniendo la actividad
enzimatica necesaria para la fermentacion, el sobrecocido destruye las enzimas
disminuyendo el proceso de fermentacién, por lo que el fruto beneficiado se torna
rojizo y resulta de muy baja calidad (Curti, 1990).

Existe otro tipo de matado, en el cual se ocupa nylon para realizar el matado del
fruto, con este método se requiere mas espacio y es ideal para pequefios
volimenes. Consiste en extender un nylon, sobre él se colocan los frutos de
vainilla de manera ordenada y se cubren con el mismo nylon evitando que se
pierda el calor, a medida que se genere energia calorifica se incrementa la
temperatura en el interior y de esta manera se hace la inhibicién de la madurez

fisiolégica (Reyes-Lopez, 2008).

La exposicion al sol es otro método para matar las vainas de vainilla, que solo
consiste en colocar las vainas en petates exponiéndolas a los rayos del sol
manteniendo las vainas a una temperatura aproximada de 60°C durante 36 hr
(CONAVAI, 2007).

La congelacion se utiliza como método alternativo para matar las vainas de vainilla
a una temperatura de -10°C durante 24 a 36 hr, método que solo es utilizado en
laboratorios para matado de frutos (CONAVAI, 2007).

Sudado

El sudado es en general almacenar las vainas en cajones sin dejar escapar el
calor interno para promover las reacciones enzimaticas (Curti, 1990). Esta etapa
consiste en depositar lotes de diferentes clases en el mismo cajon sudador, estos
se deben separar con un nylon o cobija de algoddn. Los cajones sudadores son de
madera, de longitud variable de acuerdo al volumen que normalmente maneje el
productor. Para facilitar el depdsito y acomodo de la vainilla, se recomienda una
altura de 75 a 80 cm y 1.20 m de ancho. Una vez que se ha llenado el cajon, se

tapa perfectamente con petates y cobijas para evitar que se pierda el calor, asi




debe permanecer 24 horas; el sudado tiene como finalidad favorecer la

fermentacion y la deshidratacion del fruto (Curti, 1990).

Tendido

Mantener oreadas las vainas para evitar infeccion por hongos o microorganismos

patogenos y evitar el enmielado de las vainas (Reyes-Lopez, 2008).

En dias lluviosos, cuando no es posible asolear las vainas ni pueda mantenerse
en los cajones sudadores, la vainilla se debe ventilar en camillas de madera que
se colocan sobre estanteros o travesafios conocidos como espigueros. El lugar en
donde se realiza esta operacion debe ser seco y fresco para evitar infecciones por
microorganismos patdégenos, ahi permanecera la vainilla mientras continte
lloviendo; si la lluvia se prolonga por muchos dias, es recomendable hornearla y si
los dias son nublados se saca la vainilla a los tendales Unicamente para orearla
(Curti, 1990).

Reposo

Mantener reposando las vainas a temperatura ambiente para su mejor desarrollo
aromatico y sabor, verificando que el beneficiado sea correcto y evitar
enfermedades patdgenas (Reyes-Lopez, 2008).

Segunda Clasificacion

Cuando las primeras vainas se clasifican, este proceso se realiza en tres clases:
entreseca, blanda y cruda. La entreseca corresponde a los frutos cuyo contenido
de humedad es adecuada para la conservacion, por lo tanto, ya no se asolearan
ni se sudaran; la blanda y la cruda se sigue trabajando hasta que adquieren las

caracteristicas de la entreseca (Curti, 1990).

Doce horas antes de que se cumplan las 48 horas de reposo se realiza una
primera seleccion por tamafos formando lotes de primera, segunda y tercera
calidad. Posteriormente se vuelven a tender las vainas al patio y se realizan dos

sudados consecutivos; después se dejan reposar las vainas por otras 48 horas, en




las camillas y en las Ultimas 12 horas se realiza una seleccion de vainas para
formar lotes de vainas de acuerdo con la clasificacion de vainas crudas, blandas y

entresecas (Reyes-L6pez, 2008).

Empacado

El empacado debe llevar en el exterior una etiqueta o impresién permanente, con

caracteres legibles e indelebles, con los siguientes datos:

Nombre del producto, nombre botanico y tipo de presentacion, nombre comercial,
marca o identificacién simbdlica del productor o envasador, nombre y direccion del
beneficiador, distribuidor o exportador y cuando se requiera, el de importador,
zona regional de producciéon y la leyenda del producto de México, fecha de
cosecha y/o envasado, designacion del producto y el contenido neto en kilogramos
(Curti, 1990).




V. METODOLOGIA

A continuacion se menciona un diagrama general (Figura 6) de la metodologia

propuesta para esta investigacion donde se incluyen las etapas que la conforman:

Seleccion vy clasificacion de los
diferentes tipos de beneficiado, de
acuerdo como criterios de nivel de

produccion y procedimiento utilizado en
Sistemas de beneficiado rustico
tradicional y semi tecnificado.

v

Andlisis de los principales grupos
indicadores como: (C.T, C.F, BMA,
HyL) para determinar la inocuidad

en vainas provenientes de los
diferentes sistemas de beneficiado.

|

Identificar y clasificar los grupos de microorganismos
como enterobacterias y relacionarlos con los
diferentes procesos de beneficiado.

Figura 6. Diagrama general de la metodologia.




5.1 IDENTIFICACION Y CLASIFICACION DE LOS SISTEMAS DE
BENEFICIADO.

Para la seleccion y clasificacion de los procesos de beneficiado se recabo
informacion de campo mediante el uso de cuestionarios aplicados con los
productores de las regiones de Pantepec, Puntilla Aldama, 1° de Mayo, Ayotoxco y
20 soles (Papantla), localizado en los estados de Puebla y Veracruz (Anexo 1).
Con la informacién recabada se conocen los criterios de seleccion de los sistemas
de produccioén considerando 1) nivel de produccion, 2) procedimiento utilizado en
las distintas etapas de beneficiado como son recepcion, despezonado, primera

clasificacion, matado, sudado, tendido, reposo, segunda clasificacion y empacado.

5.2 EVALUACION Y CUANTIFICACION DE LOS DIFERENTES

MICROORGANISMOS INDICADORES EN VAINAS VERDES Y BENEFICIADAS.
Se analizaron los grupos indicadores en vainas de vainilla siguiendo las normas
establecidas para la identificacion de cada uno de los microorganismos
indicadores. Los grupos indicadores que se determinaron fueron los siguientes:
Coliformes Totales, Coliformes Fecales, Bacterias Mesofilas Aerobias, Hongos y

Levaduras.

La determinacién de los grupos indicadores se llevd a cabo mediante los
procedimientos que nos marcan las normas establecidas, utilizando 25 g de vainas
verdes o beneficiadas cortadas en piezas de 1 cm y sumergidas en 250 mL de
peptona de caseina, durante 1 hr en agitacién a 157 rpm.

Paralelamente se realizaron los recuentos de los mismos grupos indicadores con
un previo enriquecimiento siguiendo el procedimiento propuesto anteriormente,
utilizando caldo TSB en vez de peptona de caseina con algunas modificaciones de
acuerdo con lo reportado por Roling et al., (2001). Lo anterior con la finalidad de
favorecer el aislamiento e identificacion de la microbiota presente sobre la

superficie de la vaina.




PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS

Para la realizacion de los recuentos de los microorganismos indicadores se

llevaron a cabo diluciones seriadas de las muestras y se procedido con lo

estipulado en la NOM 110-SSA-1-1994. Se consideré como dilucion primaria 25 g

de vaina en 250 mL de diluyente (Peptona de caseina o Caldo Soya Tripticaseina)

y las muestras se homogenizaron. Posteriormente se continu6 con las diluciones

de las muestras con el mismo diluyente de acuerdo con el grupo indicador

analizado.

RECUENTO DE GRUPOS INDICADORES

Los recuentos de los grupos indicadores se realizaron de acuerdo con las normas

oficiales vigentes como se menciona en la Fig. 7

Muestras de Vainas
Verdes o Vainas

Beneficiadas.

Dilucién Primaria.

25 g / 250 mL de Peptona
de Caseina o Caldo TSB.

'

Determinacion de Grupos
Indicadores.

BMA. Bacterias Mesofilas
Aerobias.

Medio: Agar Cuenta
Estandar.

W

C.T. Coliformes Totales.

Medio: Agar Violeta Rojo
y Bilis.

¥

¥

Hongos y Levaduras.

Medio: Agar Papa
Dextrosa.

Inc. 372C/24 hr

NOM-092-SSA1-1994

Inc. 372C/24 hrs

NOM-113-SSA1-1994

¥

Inc. 28°C/5 dias

NOM-111-SSA1-1994

Figura 7. Diagrama de flujo para el recuento de microorganismos indicadores en

vainas verdes y beneficiadas.




5.2.1 ORGANISMOS COLIFORMES TOTALES

La determinacion de los microorganismos coliformes totales se determind
utilizando los métodos de vertido en placa y Numero méas probable (NMP)
conforme con las Normas Oficiales Mexicanas: NOM-113-SSA1-1994 y NOM-112-
SSA1-1994.

5.2.2 BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS

La determinacion de los microorganismos bacterias meséfilas aerobias se llevo
acabo conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994, la cual
considera inocular las diluciones de las muestras preparadas segun la NOM-110-
SSA1-1994. En cada dilucién se, agregaran de 12 a 15 ml del medio Cuenta
Estandar, se mezclé mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el
sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atrds a adelante,
sobre una superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa incorporacion del
in6culo en el medio; cuidar que el medio no moje la cubierta de las cajas. Se
Incluyé una caja sin indculo por cada lote de medio y diluyente preparado como
testigo de esterilidad. Todas las cajas se incubaron en posicion invertida por 35°C
a 48 h. En la lectura se seleccionaron aquellas placas donde aparezcan entre 25 a
250 UFC/qg.

5.2.3 HONGOS Y LEVADURAS

La determinacion de los microorganismos hongos y levaduras se realiz6 conforme
a la Norma Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994, el método utilizado fue vertido
en placa el cual consiste en adicionar 1mL de cada dilucion y posteriormente
verter de 15 a 20 ml de agar papa dextrosa, las condiciones de incubacion
consistieron en colocar los cultivos a 28°C, contando las colonias de cada placa

después de 3, 4 y 5 dias.

5.3 IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE ENTEROBACTERIAS

Para la identificacion de las enterobacterias, se seleccionaron las morfologias

coloniales de los medios Agar Rojo Bilis Cristal Violeta y Cuenta estandar y




medio Mac Conkey se realizaran pruebas bioquimicas bésicas IMViC (Prueba de
Indol, Rojo de Metilo, Voges Proskauer y Citrato), las cuales fueron confirmadas
por el método VITEK que se basa en los porcentajes de probabilidades asociadas

con la identificacién bioquimica de un microorganismo (Galeén, 2011).

5.4 RELACION DE LOS PROCESOS DE BENEFICIADO

Se identificaron los principales microorganismos indicadores de inocuidad
analizados en vainas verdes y beneficiadas y se relacionaran con los distintos

sistemas de beneficiado.

5.5 ANALISIS DE RESULTADOS
DEFINICION Y DETERMINACION DE INDICES DE DIVERSIDAD

A continuacion se muestran los indices de diversidad de Shannon, Simpson y

Chao, utilizados en esta investigacion.

indice de Shannon o indice de Shannon-Wiener: se usa en ecologia u otras
ciencias similares para evaluar la biodiversidad. Este indice se representa
normalmente como H’ y se expresa con un numero positivo, que en la mayoria de
los ecosistemas naturales varia entre 0 a 1 y no tiene limite superior o en todo

caso lo da la base del logaritmo que se utilice (Pla, 2006).

La ecuacion 1 define al indice de Shannon:

5
H' = —Zﬁélﬂgzﬁf
L RPN (Eq. 1)

donde:

« .5 —numero de especies (la riqueza de especies)

« Fi_ proporcion de individuos de la especie i respecto al total de individuos (es
n;

decir la abundancia relativa de la especie i): N

'


http://es.wikipedia.org/wiki/Ecolog%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Biodiversidad
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=La_riqueza_de_especies&action=edit&redlink=1

e T —nimero de individuos de la especie i
« N —numero de todos los individuos de todas las especies

De esta forma, el indice contempla la cantidad de especies presentes en el area
de estudio (riqueza de especies), y la cantidad relativa de individuos de cada una

de esas especies (abundancia)

indice de diversidad de Simpson: (también conocido como el indice de la
diversidad de las especies o indice de dominancia) es uno de los parametros que
nos permiten medir la riqueza de organismos. En ecologia, es también usado para
cuantificar la biodiversidad de un habitat. Toma un determinado ndmero de
especies presentes en el habitat y su abundancia relativa. El indice de Simpson
representa la probabilidad de que dos individuos, dentro de un habitat,

seleccionados al azar pertenezcan a la misma especie (Simpson, 1949).

La ecuacion 2 define al indice de Simpson:

Sy i — 1)
N(N —-1)

D=

Donde:

e S es el nimero de especies
e N es el total de organismos presentes (o unidades cuadradas)
e neselnumero de ejemplares por especie

indice de Chao: demuestra cuantas especies estan representadas por solo un
individuo en la muestra y cuantas especies estan representadas por dos

individuos. Escalante-Espinosa, (2003).



http://es.wikipedia.org/wiki/Biodiversidad

La ecuacion 3 define al indice de Chao:

Schaol1=S0bS+(N12/N22) .. ..o, (Eq. 3)

Schaol=riqueza total de especies

Sobs= no. De especies observadas

nl= numero de especies observadas i

n2= numero de especies observadas dos veces

5.6 Analisis de experimento y Analisis estadistico

Se estableci6 un disefio experimental completamente al azar teniendo como
fuentes de variacion las vainas beneficiadas de cada una de las diferentes
localidades (Pantepec, Puntilla Aldama, Ayotoxco, 1° de Mayo y 20 Soles) de
donde se desarrollaron los analisis, el tipo de beneficiado (rustico, tradicional y
semi tecnificado) y tipo de vainas (verde y beneficiada), considerando andlisis de
varianza (ANOVA) con un a=0.05. Los resultados fueron evaluados con el paquete
estadistico MiniTab (version 17), teniendo como respuestas los recuentos

realizados de los grupos indicadores obtenidos de los analisis microbiol6gicos.




VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se abordan los resultados obtenidos en esta investigacion,
iniciando con la descripcion y seleccion de las localidades donde se encuentran
ubicados los diferentes sistemas de beneficiado, pertenecientes a los estados de
Puebla y Veracruz. Posteriormente se detallan los sistemas de beneficiado y su
clasificacion y finalmente se presentan los resultados obtenidos en los recuentos
microbianos de vainas de vainilla verdes y beneficiadas y su relacion con la

microbiota identificada.
6.1 SELECCION Y DESCRIPCION DE AREA DE ESTUDIO

A. Pantepec

El municipio de Pantepec se encuentra ubicado en la Sierra Norte del estado de
Puebla (Fig. 8). Sus colindancias son hacia el norte con los municipios de
Francisco Mena, al sur con Jalpan, al oriente con Venustiano Carranza y al

poniente en el Estado de Hidalgo.

Pantepec

Figura. 8 Ubicacion geogréfica del municipio de Pantepec perteneciente al estado
de Puebla.

Pantepec cuenta con 79 productores que en promedio tienen 0.84 hectareas de

cultivo de vainilla verde y cosechan un promedio de 350 g por cada planta

cultivada. La mayoria de los productores de esta localidad prefieren comercializar




la vainilla en verde ya que econémicamente resulta mas rentable, aunque cabe
mencionar que también benefician sus vainas Unicamente para comercializarlas
como artesanias y extractos naturales, esto segun lo reportado por el Comité
Técnico Estatal de Evaluacién de Puebla (2011). Asimismo segun la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion SAGARPA, (2010)
reporta que gran parte de las pérdidas postcosecha de vainilla en la region de
Pantepec se deben a la presencia de plagas y enfermedades fungosas, éstas
Gltimas ocasionadas por agentes como Fusarium oxysporum causante de
pudricion en las raices y tallos, propiciando la muerte de la planta y pérdida, del

fruto.

B. Puntilla Aldama

El poblado de Puntilla Aldama fue la segunda localidad considerada en este
estudio y se encuentra situada en el Municipio de San Rafael, Estado de Veracruz
(Fig. 9). Puntilla Aldama se encuentra a 20 msnm y pertenece junto con la
localidad de Papantla a la region del Totonacapan en el estado de Veracruz.
Asimismo en esta region se encuentran concentrados 20 % de los productores de
vainilla. Aunque debido a la humedad en la region los productores también sufren
problemas con enfermedades fangicas particularmente ocasionadas por el hongo
Colletotrichum capaz de producir caida del fruto poco después de la polinizacion.
Cabe mencionar que el productor de esta region aplica cal a los cultivos con la
finalidad de erradicar o evitar la infeccion ocasionada por agentes fangicos
(CONAVAI, 2007).




Coatzifitla
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Figura. 9 Ubicacion geografica del poblado de Puntilla Aldama perteneciente al
municipio de San Rafael estado de Veracruz.

C. Ayotoxco

La comunidad de Ayotoxco se encuentra ubicada en la zona de la Sierra Norte
del estado de Puebla (Fig.10). Ayotoxco cuenta con 82 productores de vainilla
y 0.92 hectareas de cultivo por productor. Sin embargo la produccién
mencionada no es suficiente y normalmente los productores optan por la
compra y acopio de vainilla verde para su posterior beneficio segun lo
mencionado en el Comité Técnico Estatal de Evaluacion de Puebla (2011) y
SAGARPA (2010).

PozalRica

" Papantla

i AVOTDXCU/D’E
TLgIancgqu GUERRER‘Q 1, PUE,
W Epazoyucan

, £ Tlapatoyan

Zacatlan Misantla

Teziutlan

Enriquez }

Coatepec
Apizaco

Mlaxcalajde
“Xicohtencatl

Huamantla
EILEES

Figura. 10 Ubicacién geogréfica de la comunidad de Ayotoxco perteneciente al
estado de Puebla.




D. Papantla.

El municipio de Papantla esta situado al norte del estado de Veracruz, en esta
localidad se ubican dos sitios de beneficio, el primero perteneciente a la
comunidad Primera de Mayo Yy el segundo corresponde al rancho 20 Soles (Fig
11). Papantla cuenta con mas de 55 productores de vainilla con un espacio de
mas de 1300 m? de cultivo de vainilla verde por productor, solo la mitad de lo
cultivado se beneficia. La regién de Papantla es Optima para el crecimiento de las
plantas de vainilla ya que cuenta con un clima y suelo propicio para su cultivo.
(Lugo-Castillo, 2012). Las condiciones especiales que requiere el cultivo de vainilla
son una temperatura de 25°C, una humedad relativa de 75% y un contenido de
agua de un 45% con buena ventilacion, para que las vainas crezcan
adecuadamente (INIFAP, 2010).
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Figura. 11 Ubicacion geografica del municipio de Papantla perteneciente al estado
de Veracruz.

Las vainas de vainilla verde por lo general crecen en bosques (clima templado) a
una temperatura aproximada de 30°C con precipitaciones de 500 a 2000 mm,
donde parece ser también tolerante a climas mas calidos, con temperatura un
poco mayor a los 34°C (Gomez-Lépez, 2012). Por lo tanto son condiciones
adecuadas para las bacterias mesofilas, cuya temperatura 6ptima es de 30 a 45°C
(SENASA, 2004).




6.2 CLASIFICACION DE LOS DIFERENTES PROCESOS DE BENEFICIADO

Para realizar la clasificacion de los diferentes procesos de beneficiado se
realizaron cinco entrevistas con los productores, aplicando cuestionarios y en
cuyos reactivos se incluy6 informacién sobre las siguientes etapas: recepcion,
despezonado, primera clasificacion, matado, sudado, tendido, reposo, segunda
clasificacion y empaque de las vainas beneficiadas (Fig 12a-12d). Con informacion
recabada se propuso clasificar a los procesos de beneficios como: rustico,

tradicional y semi tecnificado (Tabla 4 y 5).

Figura 12. Proceso de beneficiado rustico. a) Recepcion, b) area de matado y
tendido, c) reposo, d) 2° clasificacion, e) empacado.

Los sistemas de beneficio tipo rdstico consideran nueve etapas: recepcion,
despezonado, primera clasificacién, matado, sudado, tendido, reposo, segunda

clasificacion y por ultimo empacado.

En la etapa de recepcion los productores de la region de Pantepec y Ayotoxco
reciben sus vainas con una textura rigida, un color amarillento en las puntas y una
diferencia de 2 cm de longitud entre vainas, asi como lo describe Curti (1990). En
relacion con la longitud de las vainas, los tres sistemas de beneficiado optan por
considerar tres tamafios que oscilan entre 12 y 20 cm segun la calidad de los
frutos.

Otro parametro importante para la recepcién es la coloracion inicial que deben
presentar las vainas, particularmente los productores seleccionan vainas con
puntas amarillas y el beneficio de la region de Puntilla Aldama espera 9 meses
desde la polinizacion como lo indica la NMX-FF-074-SCFI-2009.




Tabla 4: Etapas y condiciones que se consideran en los sistemas de beneficiado
rusticos.

Etapa del Beneficiado

Beneficiado Rustico 1

Pantepec

Beneficiado Rustico 2

Puntilla Aldama

Beneficiado Rustico 3

Ayotoxco

Recepcioén

Despezonado

Primera Clasificaciéon

Matado

Sudado

Tendido

Reposo

Segunda Clasificacion

Empacado

Textura Rigida,

Amarillento en las
puntas

Longitud =18 a 20 cm
para 1° calidad, 15 a 17
para 2° calidad y 12 a 14
de 3° calidad

Retirar la vaina del
raquis hacia atras

3 Categorias, 1°, 2°y 3°
calidad incluyendo Pinta
Rajada

Exposicion al sol aprox.
50°C

Cajones de madera a
50°C durante 24 hr

Se utiliza T 50°C
durante 4 hr
dependiendo el dia

Utilizado para enfriar
vainas durante 2 dias

4 Categorias, con
flexibilidad, 25% de H y
de color café oscuro

Bolsas de polietileno

Esperar 9 meses
Aspecto y Color poco
amarillo

Longitud =14 a 16 cm
para 1° calidad, 12 a 13
cm de 2° calidad y
menores de 12 cm de 3°
calidad o zacatillo

Retirar la vaina del
raquis hacia atras

3 Categorias, 1°, 2°y 3°
calidad incluyendo
Zacatillo

Exposicion al sol aprox.
50°C

Cajones de madera a
60°C durante 24 hr

Se utiliza T 60°C
durante 2-3 hr
dependiendo el dia

Utilizado para enfriar
vainas durante 3-4 dias

3 Categorias, 2 tamafios

y rajada con flexibilidad,

20-25% de H y de color
café oscuro

Bolsas al Vacio

Textura Rigida,
Amarillento en las
puntas

Longitud =20 a 22 cm
para 1° calidad, 18 a 19
cm para 2° calidad, 15 a
17 cm para 3° calidad y

menores de 15 cm
zacatillo

Retirar la vaina del
raquis hacia atras

3 Categorias, 1°, 2°y 3°
calidad incluyendo
Zacatillo

Exposicion al sol aprox.
45°C

Cajones de madera
envuelto con petate y
cobijas a 50°C durante
36 hr

Se utiliza T 45°C
durante 3 hr
dependiendo el dia

Utilizado para dar una
mejor calidad en las
vainas durante 30 dias,
revisando las vainas
cada 2 dias.

3 Categorias y Zacatillo
con flexibilidad, vainas
de 22 cm, brillantes,
35% de H y de color
café oscuro

Bolsas de polietileno




En la etapa del despezonado la mayoria de los productores desprenden las vainas
del raquis realizando movimientos suaves hacia atras (Reyes-Lopez, 2008).
Excepto el productor de Ayotoxco debido que principalmente compra las vainas
despezonadas. Una vez despezonadas las vainas son clasificadas en tres
categorias y vainas tipo zacatillo, Unicamente el beneficiado de la region de
Pantepec considera la categoria de vainas pinta rajada como se demuestra en la
Tabla 4, esta Ultima clasificacion concuerda con los criterios reportados por
CONAVAI, 2007.

Una de las etapas mas importantes del beneficiado de la vainilla es el “matado”
que consiste en inhibir la madurez fisiolégica del fruto (Reyes-Lépez, 2008).
Existen diferentes tipos de matado como el que se realiza con agua caliente
usando temperaturas de 70°C, 90°C o 100°C Reyes-Lépez, (2008). Otro tipo de
matado es el horneado tiene como finalidad matar las células del fruto para
suspender el proceso de maduracion, evitando asi que se rajen las vainas, pero
manteniendo la actividad enzimatica necesaria para la fermentacion (Curti, 1990).
De acuerdo con Reyes-Lopez, (2008). Otra alternativa del matado, es ocupando
nylon y sobre el cual se colocan los frutos de vainilla de manera ordenada y se

cubren con el mismo material evitando que se pierda el calor.

En esta investigacion la etapa del matado fue un punto critico ya que esta etapa
define la carga de bacterias coliformes, teniendo en cuenta los analisis
microbioldgicos en vainas beneficiadas que muestran una disminucioén significativa
en este grupo indicador, ya que se cuenta con un rango de temperatura de 60 a

100°C, matando a las enterobacterias presentes.

En la Tabla 4 se presentan las condiciones del matado en los beneficiados tipo
rastico, el cual consiste en exponer las vainas al sol en un rango de temperatura
aproximadamente de 45 a 50°C, estas condiciones coinciden con lo reportado por
Reyes-Lopez, 2008.

En la etapa del sudado las vainas son colocadas en cajones de madera y se

mantienen a una temperatura aproximada de 50 a 60°C durante 24 o 36 horas




cubiertas con petates y cobijas como lo realiza el productor de Ayotoxco, después
de sudar las vainas se tienden en patios de gran longitud durante 2 y 4 horas
aproximadamente a 50°C, dependiendo de las condiciones ambientales como

temperatura y humedad relativa (INIFAP, 2010).

Posterior a la etapa del sudado las vainas se requieren dejar reposar durante 45y
48 horas con la finalidad de enfriar las vainas y evitar asi que los frutos
permanezcan humedos favoreciendo el crecimiento fungico (Curti, 1990 y Reyes-
Lépez, 2008).

Por otra parte con la informacion recabada en los cuestionarios, los sistemas de
beneficio rustico pertenecientes a las localidades Pantepec y Puntilla Aldama, se
observo que las vainas requieren reposar de 2 a 3 semanas, mientras que los
beneficiadores de la comunidad de Ayotoxco, las vainas permanecen en reposo
durante 30 dias con revisiones cada 2 dias. Durante el beneficio es importante
realizar una segunda clasificacion, para la cual los productores de Puntilla Aldama
y Ayotoxco separan sus vainas en 3 distintas categorias, de acuerdo con el nivel
de flexibilidad y el porcentaje de humedad (25y 35%). Cabe mencionar que los
pardmetros de flexibilidad y contenido de humedad son evaluados por los
productores de acuerdo con el conocimiento tradicional. Particularmente para la
comunidad de Ayotoxco también se revisa la coloracion uniforme de las vainas
hasta alcanzar un color café oscuro achocolatado, conforme a lo requerido por
en la NMX-FF-074-CFI-2009. A diferencia de las 2 regiones antes mencionadas la
comunidad de Pantepec considera 4 categorias distintas en relaciéon con el

aspecto de las vainas y el porcentaje de humedad del 25%.

Por dltimo las vainas para su conservacidon son empacadas en bolsas de

polietileno o en bolsas al vacio y almacenadas en cajones de madera.

En la Tabla 5 se describen los sistemas de beneficio considerados como
tradicional y semi tecnificados ubicados en la region Primero de Mayo y el rancho
20 Soles. Las etapas de los procesos beneficio tradicional y semi tecnificado

también consisten en nueve etapas: recepcion, despezonado, primera




clasificacion, matado, sudado, tendido, reposo, segunda clasificacion y empacado.
La principal diferencia se presenta en las condiciones de la etapa del matado,
especificamente en la localidad de Primero de Mayo consiste en sumergir las
vainas agua en ebullicibn (100°C) durante un segundo y 20 Soles utiliza una
temperatura entre 80 y 85°C durante 10 segundos, éstas ultimas corresponden a

las condiciones reportadas como idoneas segun por Curti, (1990).

Otra diferencia reportada por los productores de los sistemas semi tecnificados
corresponde a la etapa de sudado, misma que se lleva a cabo en cajones de
madera o de plastico como el beneficiador del rancho 20 Soles quien expone las
vainas a temperaturas entre 50 y 55°C por 48 h, en comparacién con y el
beneficiador de Primero de Mayo cuyas condiciones corresponden a una

temperatura de 45°C durante 12 horas aproximadamente.

De igual manera se encontraron diferencias en etapa de la segunda clasificacion
donde los dos productores seleccionan sus vainas de acuerdo con el porcentaje
de humedad y flexibilidad. Particularmente el productor de Primero de Mayo
también considera tres distintas categorias y una cuarta que incluye a las vainas

rajadas de la misma forma como se clasifican los frutos en los sistemas rusticos.

El sistema de beneficiado més eficiente es el semi tecnificado, ya que sus etapas
aportan mucho para que las vainas de vainilla tengan calidad en aroma sabor y lo

mas importante calidad microbiana.




Tabla 5: Etapas y condiciones que se consideran en los sistemas de beneficiado
tradicional y semi tecnificado.

Etapa del Beneficiado

Beneficiado Tradicional

1° de Mayo

Beneficiado Semi-
Tecnificado

20 Soles

Recepcion

Despezonado

Primera Clasificaciéon

Matado

Sudado

Tendido

Reposo

Segunda Clasificacién

Empacado

Esperar 9 meses

Aspecto, Textura Rigida
y

Longitud =20 a 18 cm
para 1° calidad, 17 a 15
para 2° calidad y 14 a 12
de 3° calidad

Retirar la vaina del
raquis con un
movimiento hacia atras

3 Categorias, 1°, 2°y 3°
calidad incluyendo
Rajada

Inmersién en agua
caliente a 100°C/1-2s

Cajones de madera a
45°C durante 12 hr

Se utiliza T 45°C
durante 3 hr
dependiendo el dia

Utilizado para enfriar
vainas durante 3 dias

3 Categorias y Rajada
con flexibilidad, gran
brillantes, 25% de Hy
de color café oscuro

Bolsas de polietileno y
después en cajones de
cedro

Color Verde o
Amarillento

Longitud =18 a 16 cm
para 1° calidad, 15 a 12
cm para 2° calidad

Retirar la vaina del
raquis

2 Categorias, 1°y 2°
calidad, separando por
tamafio y grosor

Inmersién en agua
caliente a 80-85°C/10s

Cajones de madera o
plastico a 50-55°C
durante 48 hr

Se utiliza T 60°C
durante 2 hr

Utilizado para enfriar
vainas durante 30 dias
con 2 0 3 revisiones

3 Categorias con
flexibilidad, gran
brillantes, 27% de H,
color café oscuro y con
16-17.9 de vainillina

Bolsas de polietileno y al
vacio




6.3 ANALISIS MICROBIOLOGICOS EN VAINAS VERDES Y BENEFICIADAS

Una vez obtenida la informacion acerca de los procesos de beneficiado se
realizaron los analisis microbioldgicos correspondientes a los grupos indicadores
de inocuidad: Bacterias mesoéfilas aerobias (BMA), Coliformes totales (CT),
Hongos y levaduras (H y L) en vainas verdes y beneficiadas. Asimismo se
realizaron los andlisis correspondientes para la identificacion de la microbiota
aislada en vainas provenientes de las de diferentes localidades y tipo de

beneficiado.

Tabla 6: Especificaciones microbioldgicas para la vainilla.

Especificacién Método de prueba Limite permitido

Bacterias mesofilicas aerobias NOM-092-SSA1-1994 100 UFC/g maximo
UFC/g

Hongos y levaduras UFC/g NOM-111-SSA1-1994 10 UFC/g maximo
Coliformes totales en placa NOM-115-SSA1-1994 negativo

UFCl/g

NMX-FF-074-SCFI-2009.

Andlisis microbioldgico en vainas verdes

Los resultados obtenidos en los analisis microbioldégicos en vainas verdes se
presentan en la Tabla 7; especificamente las localidades 1 (Pantepec) y 4 (1° de
Mayo), presentaron los recuentos mas altos en BMA’s con valores de 5.46 Logioy
4.79 Logiwo UFC/g respectivamente, compartiendo las mismas condiciones
climaticas. Especificamente las BMA’s son microorganismos cuya temperatura
Optima de crecimiento se encuentra entre 20 y 45°C y dependen del oxigeno

atmosférico para su crecimiento (Prescott et al., 2002).

En cuanto a las (CT) las regiones 2 (Puntilla Aldama), 4 (1° de Mayo) y 5 (20
Soles) mostraron diferencias significativas (P>0.05) entre sus recuentos con
valores de 4.69 y 3.60 logio UFC/g.

De acuerdo con lo reportado por Lopez-Lopez (2012) el grupo indicador coliforme

corresponde a las bacterias Escherichia coli, Enterobacter aerogenes y Klebsiella




miembros de la familia Enterobacteriae, mismos que se definen como bacterias
anaerobicas facultativas, Gram negativas, no esporulantes, con forma de bacilos,
fermentadoras de lactosa con formacion de gas en 48 horas a 35°C.
Especificamente en el estudio entre los coliformes que se lograron aislar la
especie de Escherichia coli con mayor frecuencia en el rancho 20 soles. Cabe
mencionar que el aislamiento de E. coli podria asociarse con la falta de inocuidad,
provocando enfermedades entéricas (Molina-Lopez, 2014). Los géneros
bacterianos mencionados se encuentran en su mayoria en suelos célidos y
humedos, aproximadamente a una temperatura de 35°C, de ahi los indices de

diversidad en vainas verdes varian conforme a los indices de vainas beneficiadas.

En relacién con Odoux y Grisoni (2011) mencionan que los principales mohos
aislados en vainilla son los géneros Aspergillus, Penicillum y Fusarium, los cuales
son productores de micotoxinas. En esta investigacion los recuentos de hongos y
levaduras presentaron valores entre 3.38 y 5.29 Logio, UFC, (Tabla 7), siendo las
localidades 3 (Ayotoxco) y 4 (1° de Mayo) las que mostraron los recuentos mas
altos con 5.29 y 5.23 Logio, UFC respectivamente. La region 2 (Puntilla Aldama)
presentd diferencia significativa en comparacion con las demas localidades con
valores de 3.38 Logio, UFC este comportamiento podria explicarse con la
informacion recabada con el productor y beneficiador, quien menciona dentro de
las medidas preventivas para evitar el crecimiento fungico en las vainas, ellos

aplican cal hidra en sus cultivos.




Tabla 7: Grupos indicadores (Logio UFC/g) de inocuidad obtenidos en vainas
verdes provenientes de diferentes localidades.

Localidad Grupos Indicadores’?
Bacterias Mesobfilas Coliformes
Aerobias Totales Hongos y Levaduras
1 5.46+0.04 ° 4.69+0.03 ® 4.33+0.07°
2 3.40+0.10 4.69+0.03 ® 3.38+0.23°
3 3.30+0.09 4.69+0.03 ° 5.29+0.02 °
4 4.79+0.08 ° 4.69+0.03 5.23+0.04°2
5 3.32¢0.14 ¢ 3.60+0.01° 4.63+0.30°

Donde 1) corresponde a la localidad de Pantepec, 2) Puntilla Aldama, 3) Ayotoxco, 4) 1° de Mayo
y 5) 20 Soles. Se reportan los valores promedio de Log UFC/g, donde letras iguales no presentaron
diferencia significativa entre si (P=0.05) de acuerdo con la Prueba de Tukey realizada.

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos en los analisis microbiologicos
realizados con los indicadores de inocuidad BMA; CT y H y L considerando como
adecuacion en la NOM 074 para analisis microbiologicos en vainilla, la etapa de
enriquecimiento previa al recuento. Utilizando caldo soya tripticaseina, con la

finalidad de incrementar la diversidad de la microbiota aislada.

En relacién con los recuentos microbianos de las BMA y CT fueron las localidades
3 (Ayotoxco) y 5 (20 Soles) las que presentaron los recuentos mas bajos con un
valores de 3.54 y 3.41 Logio UFC/g y 3.37, 3.34, respectivamente (Tabla 8).
Mientras tanto, las vainas de la localidad 5 (20 Soles) junto con las muestreadas
en la localidad 4 (1° de Mayo) presentaron los recuentos mas altos en los Hy L,

ambas localidades pertenecientes a los sistemas de beneficiado semi tecnificado.




Tabla 8: Grupos indicadores (Logio UFC/g) de inocuidad obtenidos en vainas
verdes provenientes de diferentes localidades considerando la etapa de
enriquecimiento en caldo soya tripticaseina.

Localidad Grupos Indicadores'?
Bacterias Mesobfilas Coliformes
Aerobias Totales Hongos y Levaduras
1 5.14+0.03° 4.65+0.004 ° 4.38+0.01°
2 3.81+0.01 € 3.66+0.04° 4.01£0.10 ¢
3 3.41+0.13 ¢ 3.37+0.09 ¢ 4.1740.05°
4 4.95+0.01° 4.61+0.008 5.19+0.05 2
5 3.54+0.10 ¢ 3.34+0.04 ¢ 5.08+0.05 °

Donde 1) corresponde a la localidad de Pantepec, 2) Puntilla Aldama, 3) Ayotoxco, 4) 1° de Mayo
y 5) 20 Soles. Se reportan los valores promedio de Log UFC/g, donde letras iguales no presentaron
diferencia significativa entre si (P=0.05) de acuerdo con la Prueba de Tukey realizada.

Segun con la Tabla anterior el grupo que incremento mas los recuentos con
enriguecimiento fueron el grupo de H y L aumentando un logaritmo, en las
regiones 2 (Puntilla Aldama) y 5 (20 Soles) con valores de 4.01 y 5.08 Logio
UFC/g.

En la figura 13 se presentan todos géneros bacterianos aislados en vainas verdes
en las distintas localidades, entre los que se aislaron con mayor frecuencia se
encontraron Enterobacter y Klebsiella, mismos que podrian ser considerados
como parte de la microbiota nativa de las vainas de vainilla, Asimismo estos

géneros son considerados del grupo coliforme (Guentzel, 1996).

Segun con Flores-Torres, (2004) las condiciones 6ptimas de crecimiento de
Enterobacter cloacae corresponden a una temperatura de 37°C y un intervalo de
pH de 5 a 7. Las condiciones ambientales de temperatura pueden ser facilmente
alcanzables en las localidades consideradas en los muestreos de este estudio
Mientras que con Klebsiella fue identificada con mayor frecuencia la especie K.
oxytoca, considerada coco Gram negativa y de acuerdo con Dien y Cotta, (2003)
es normalmente aislada a nivel intestinal y en forma natural en ambientes

acuaticos ricos en nutrientes (Ainsworth, 2004). Esta bacteria se pudo aislar de

‘L




forma significativa posiblemente debido a su presencia en agua de riego o bien
durante la aplicacion de abono organico durante las etapas de produccion. De
igual manera fueron aislados otros géneros como Raoutella ornithinolytica y

Acinotebacter calcoaceticus.
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Figura 13. Frecuencia de aislamiento de la microbiota evaluada en vainas
verdes. Bl Localidad de Pantepec, Bl Localidad de Ayotoxco, B Localidad 1° de
Mayo, @l Rancho 20 Soles.

A patrtir del aislamiento, identificacion y confirmacion de enterobacterias presentes

en las vainas verdes se procedi6 a calcular los indices de diversidad (Tabla 9).

De acuerdo con Pla (2006) el indice de Shannon-Wiener (H’) es utilizado para
evaluar la biodiversidad, contemplando la riqueza de especies y su abundancia,
sus valores pueden ir 0 a 1. Si el valor es 0 solo hay una especie en la muestra y
si es mayor indica que hay mas especies representadas por el mismo niumero de
individuos. En este estudio la localidad de Pantepec es mas abundante en el
numero de individuos con un valor de H de 0.628, comparada con las otras
localidades (Tabla 9).




Particularmente el indice de diversidad de Simpson (D) representa cuantos
microorganismos de la misma especie hay dentro de un habitat, por lo tanto el
rancho de 20 soles con un valor de 0.5, su probabilidad de repetir la misma
especie es mayor como se observa en la Tabla 9, porque solo se encuentran dos
géneros bacterianos. Mientras que la localidad de Pantepec tiene un indice (D)
mas bajo con valor de 0.221, debido a que su diversidad de microorganismos es

mayor y tiene menor probabilidad de repetir una especie elegida al azar.

El indice de Schaol esta basado en saber cuantas especies estan representadas
por solo un individuo en la muestra y cuantas especies por dos (Escalante-
Espinosa, 2003). Este mismo autor sugiere que el estimador Schaol, depende de
la abundancia de ciertas especies en la microbiota. En este estudio se pudo
advertir una mayor abundancia de E. cloacae y K. oxytoca, en frutos de las cuatro
localidades (Tabla 9 y Figura 13). Particularmente las localidades de Ayotoxco y
Pantepec tienen una mayor abundancia en microorganismos como E. cloacae, con

valores de Schaol de 4.75y 2.625 como se muestra en la Tabla 9.




Tabla 9: indices de diversidad y microbiota presente en vainas verdes
provenientes de diferentes localidades.

Localidad Microorganismos indices de diversidad

H’ D SCHAO1

Pantoea spp
Pantepec Enterobacter cloacae 0.628 0.221 2.625
Klebsiella pneumoniae
Raoutella ornithinolytica
Enterobacter aerogenes

Ayotoxco Klebsiella oxytoca 0.359 0.457 4.75

Enterobacter cloacae
Acinotebacter calcoaceticus

1° de Mayo Klebsiella oxytoca 0.368 0.444 2.5

Enterobacter cloacae
Raoutella ornithinolytica

20 Soles 0.244 0.5 2.5

Klebsiella oxytoca

(Rancho) Enterobacter cloacae

Los indices de diversidad en vainas verdes varian con respecto a los indices de
vainas ya beneficiadas, posiblemente debido a que la mayoria de la microbiota
presente en vainas verdes son nativas de la planta tomando como ejemplo

Pantoea spp y Enterobacter cloacae que se encuentra en suelo célido.




Andlisis microbiolégico de vainas beneficiadas
En la Tabla 10 presentan los resultados obtenidos de cada grupo indicador en

vainas beneficiadas.

Tabla 10: Grupos indicadores (Logio UFC/g) de inocuidad obtenidos en vainas
beneficiadas provenientes de las diferentes localidades.

Localidad Grupos Indicadores!?
BMA's cT HylL
1 5.11+0.05 2 <1 4.98+0.10°
2 3.39+0.16° <1 2.00209
3 2.87+0.02 ¢ <1 3.94+0.02°
4 3.80+1.05° <1 3.0020°¢
5 3.6440.04 " <1 040 ¢

Donde 1) corresponde a la localidad de Pantepec, 2) Puntilla Aldama, 3) Ayotoxco, 4) 1° de Mayo
y 5) 20 Soles. Valores permisibles: Bacterias Mesoéfilas Aerobias 100 UFC/g, Coliformes Totales en
placa negativo, Hongos y Levaduras 10 UFC/g, S/C sin crecimiento, Se reportan los valores
promedio de Log UFC/g, donde letras iguales no presentaron diferencia significativa entre si
(P=0.05) de acuerdo con la Prueba de Tukey realizada.

Los recuentos obtenidos en BMA, en vainas beneficiadas se encontraron en un
intervalo de 3 a 5 Logio UFC/g, estos valores coinciden con los reportados por
Lopez-Lépez, (2012) en su investigacion cuyos recuentos en vainas beneficiadas
provenientes de la localidad 1° de Mayo se encontraron con un intervalo de BMA
de 1 a 4 Logio UFC/g.

Con estos resultados se concluye que los recuentos de BMA tendieron a
permanecer constantes, comparando los valores de ambos estudios. Sin embargo
de acuerdo con lo establecido en la norma mexicana NMX-FF-074-SCFI-2009,
tiene establecido como limites de 10 y 1000 (1 a 2 Logio UFC/g) en Bacterias
Mesofilas Aerobias, lo cual nos indica que valores de las muestras analizadas

fueron mayores a los indicados por la norma.

Asimismo los resultados obtenidos en BMA provenientes de vainas beneficiadas
presentaron diferencias significativas entre si (Tabla 10), siendo las vainas
beneficiadas de la localidad 1 (Pantepec) las que mantuvieron los recuentos mas

altos (5.11 Log 10 UFC/g). Mientras que el resto de las vainas mostraron recuentos




aproximados entre 2 y 3 Logio UFC/g. En la localidad 3 (Ayotoxco), perteneciente
al sistema de beneficiado rastico tuvo los recuentos mas bajos comparado con la
localidad 1 (Pantepec) y 2 (Puntilla Aldama) pertenecientes al mismo sistema de

beneficiado.

En relacion con las bacterias CT presentaron >10 UFC/g en vainas ya
beneficiadas (Tabla 10). Dando cumplimiento a lo establecido por la norma
mexicana NMX-FF-074-SCFI-2009, aplicado a los tres sistemas de beneficiado.
Sin embargo se requiere remarcar que si bien los recuentos de bacterias
coliformes cumplen con la norma por que no presentaron crecimiento en las
vainas analizadas, si fue posible aislar bacterias coliformes a partir de los
recuentos realizados en placas de cuenta estandar en los analisis realizados de
bacterias mesdfilas aerobias, por lo tanto ningun grupo indicador en vainas
beneficiadas provenientes de las diferentes localidades cumple con los limites

permisibles establecidos con la norma.

En relacién con los recuentos de H y L se encontraron en un intervalo de 2 a 5
Logio UFC/g, valores mayores a lo establecido por la norma, cuyo limite permisible
corresponde a 10 (1 a 2 Logio UFC/g). Adicionalmente los valores obtenidos
fueron mayores a los reportados por Lopez-Lépez, (2012) con valores de 1 a 2
Logio0 UFC/g, la diferencia entre los recuentos puede atribuirse a un incremento en

los recuentos de las vainas verdes.

Adicionalmente los valores obtenidos en los hongos y levaduras presentaron
diferencias significativas entre si (Tabla 10) donde los recuentos mas altos
provinieron de vainas de la localidad 1 (Pantepec) con valores de 4.98 Logio
UFC/g, Cabe mencionar que estos recuentos son similares a los analizados en
vaina verde (Tabla 7), evidenciando que no se presentd una reduccion significativa
entre los dos tipos de vainas. Asimismo las vainas provenientes de las localidades
2 y 5 fueron las que mostraron los recuentos mas bajos en hongos y levaduras
provenientes de las localidades de Puntilla Aldama y el rancho 20 soles,

beneficiadas con los sistemas rusticos y semi tecnificado.




Especificamente los recuentos mas bajos se presentaron con los productores de
las localidades 2 (Puntilla Aldama) y con el productor del rancho 20 soles, los
recuentos pueden atribuirse a los valores bajos en vainas verdes (Tabla 7y 8) y
por el efecto del matado mediante escaldado (T 80-85°C) siendo el sistema de
beneficiado semi tecnificado el méas eficiente para reducir el crecimiento de forma

significativa de los hongos y levaduras.

En la Tabla 11 se presentan los resultados obtenidos en cada grupo indicador con

la etapa enriquecimiento en vainas beneficiadas, previo a los analisis.

En las localidades 1 (Pantepec) y 3 (Ayotoxco) se obtuvieron los recuentos mas
altos de BMA, esta Ultima localidad increment6 su recuento con la etapa de
enriquecimiento con 2 Log UFC/g. Mientras que las regiones 2 (Puntilla Aldama) y
5 (20 Soles) fueron las mas bajas en recuentos de bacterias mesdfilas aerobias
con valores de 3.15 y 3.17 Logio UFC/g. En relacion con las bacterias coliformes
los recuentos fueron similares a los obtenidos sin la etapa de enriquecimiento
(Tabla 10 y 11). Finalmente con los hongos y levaduras los recuentos mas bajos
se determinaron en la localidad 2 (Puntilla Aldama) con un valor de 2.25 loguo,
resultando muy similares los recuentos con la técnica de analisis con y sin

enriquecimiento (Tabla 10 y 11).




Tabla 11: Grupos indicadores (Logio UFC/g) de inocuidad obtenidos en vainas
beneficiadas provenientes de las diferentes localidades considerando la etapa de
enriquecimiento en Soya Tripticaseina.

Localidad Grupos Indicadores!?
Bacterias Mesobfilas Coliformes
Aerobias Totales Hongos y Levaduras
1 5.16+0.01° <1 4.85+0.01°
2 3.17+0.18 ¢ <1 2.25+0.24 ¢
3 5.37+0.04 2 <1 3.31+0.01°
4 4.46+0.007 ° <1 3.54+0.03 °
5 3.150.15 ¢ <1 4.18+0.07 °

Donde 1) corresponde a la localidad de Pantepec, 2) Puntilla Aldama, 3) Ayotoxco, 4) 1° de Mayo
y 5) 20 Soles. Valores permisibles: Bacterias Mesoéfilas Aerobias 100 UFC/g, Coliformes Totales en
placa negativo, Hongos y Levaduras 10 UFC/g, S/C sin crecimiento, Se reportan los valores
promedio de Log UFC/g, donde letras iguales no presentaron diferencia significativa entre si
(P=0.05) de acuerdo con la Prueba de Tukey realizada.

De acuerdo con los resultados obtenidos para analizar el efecto del tipo de
beneficiado, en la Tabla 12, se puede observar que el beneficiado 1 (rustico) y 3
(semi tecnificado) no presentaron diferencias significativas en relacion con el
recuento de BMA, con recuentos mayores a los 3 Logio UFC/g. Mientras que el
beneficiado 2 (tradicional) alcanzé los recuentos mas altos con un valor de 4.30
logi0 UFC/g.

No existio relacién con el tipo de matado entre el beneficiado 1 (rdstico) y 3 (semi
tecnificado), pero los recuentos fueron muy similares. Sin embargo el tipo de
matado del beneficiado 3 (semi tecnificado) es considerado el mas eficiente en

cuanto al matado y reduccion de la microbiota en la vaina. (Tabla 12)

Con los resultados obtenidos se pudo observar también que para reducir la carga
microbiana, existen otras etapas como el sudado y tendido que también pueden

repercutir sobre los recuentos finales.




Para el grupo de bacterias coliformes cabe mencionar que en la etapa de matado
los recuentos son nulos en los distintos métodos, ya que las temperaturas que se

alcanzan son mayor a los 50°C para todos los sistemas de beneficio (Tabla 12).

Tabla 12: Grupos indicadores (Logio UFC/g) de inocuidad obtenidos en vainas
beneficiadas provenientes de los diferentes sistemas de beneficiado.

Beneficiado Grupos Indicadores’?
Bacterias Mesofilas Coliformes
Aerobias Totales Hongos y Levaduras
1 3.92¢1.01° <1 3.99+1.12°
4.30%0.86 ° <1 4.11+1.22°
3 3.4840.20° <1 2.3242.55°¢

Donde 1) corresponde al sistema rustico, 2 al tradicional, 3 al semi tecnificado.
Valores permisibles: Bacterias Mesoéfilas Aerobias 100 UFC/g, Coliformes Totales en placa
negativo, Hongos y Levaduras 10 UFC/g, Se reportan los valores promedio de Log UFC/g, donde
letras iguales no presentaron diferencia significativa entre si (P=0.05) de acuerdo con la Prueba de
Tukey realizada.

Los resultados evaluados por tipo de beneficiado utilizando medio de
enriguecimiento se presentan en la Tabla 13 en la cual se muestra que el sistema
3 (semi tecnificado) presentd recuentos de bacterias mesofilas aerobias, mayores
a los 3 Logio UFC/g mismos que fueron similares a los evaluados sin la etapa de
enriquecimiento (Tabla 13). Mientras que con los organismos coliformes de igual
manera fueron inhibidos durante la etapa de matado, los de hongos y levaduras
presentaron diferencias significativas entre si con recuentos entre 3 y 4 Logio
UFC/g.




Tabla 13: Resultados de los grupos indicadores de inocuidad (LogioUFC/Q)
obtenidos en vainas beneficiadas provenientes de los diferentes sistemas de
beneficiado considerando la etapa de enriquecimiento en Soya Tripticaseina.

Beneficiado Grupos Indicadores’?
BMA's cT HylL
1 4.57+1.05° <1 3.47+1.13°
4.46+0.007 2 <1 3.54+0.03°
3.15+0.15° <1 4.1840.07 2

Donde 1) corresponde al sistema rustico, 2 al tradicional, 3 al semi tecnificado.
Valores permisibles: Bacterias Mesofilas Aerobias 100 UFC/g, Coliformes Totales en placa
negativo, Hongos y Levaduras 10 UFC/g, Se reportan los valores promedio de Log UFC/g, donde
letras iguales no presentaron diferencia significativa entre si (P=0.05) de acuerdo con la Prueba de
Tukey realizada.

Los resultados obtenidos también fueron analizados por el tipo de vainas, como se
puede observar en la Tabla 14, como ya se habia mencionado, el proceso de
beneficiado es muy importante ya que la carga microbiana disminuye de forma

significativa, una vez que las vainas verdes ya han sido procesadas.

Tabla 14: Resultados de los grupos indicadores (Logio UFC/g) de inocuidad
obtenidos en vainas verdes y beneficiadas.

Vainas Grupos Indicadores'?
Bacterias Mesofilas Coliformes
Aerobias Totales Hongos y Levaduras
1 4.05£0.93° 3.89+0.59 2 4.57+0.73 2
2 3.76x0.86 *° <P 2.78+1.77°

Donde 1) corresponde a vaina verde y 2) vaina beneficiada, S/C sin crecimiento, Se reportan los
valores promedio de Log UFC/g, donde letras iguales no presentaron diferencia significativa entre
si (P=0.05) de acuerdo con la Prueba de Tukey realizada.

Los resultados evaluados usando enriquecimiento resultaron similares a los
obtenidos con peptona de caseina, excepto en bacterias mesofilas aerobias,
donde el andlisis estadistico nos muestra que se presentaron diferencias
significativas, favoreciendo el aislamiento con la etapa de enriquecimiento para

este grupo indicador (Tabla 14 y 15).




Tabla 15: Resultados de los grupos indicadores (Logio UFC/g) de inocuidad
obtenidos en vainas verdes y beneficiadas considerando la etapa de
enriquecimiento en Soya Tripticaseina.

Vainas Grupos Indicadores'?
BMA Coliformes Hongos y Levaduras
1 4.17+0.75° 3.9310.61° 4.57+0.49°
2 4.26+0.98° <1°® 3.63+0.90°

Donde 1) corresponde a vaina verde y 2) vaina beneficiada, S/C sin crecimiento, Se reportan los
valores promedio de Log UFC/g, donde letras iguales no presentaron diferencia significativa entre
si (P=0.05) de acuerdo con la Prueba de Tukey realizada.

Adicionalmente puede observarse que las BMA’s no presentaron diferencias
significativas en los recuentos en vainas verdes y beneficiadas, lo cual sugiere que
en cada etapa del proceso de beneficiado participan diferentes especies, las
cuales son requeridas para el desarrollo del proceso de maduracion, permitiendo
que los recuentos de estas bacterias permanezcan constantes (Tabla 15). Sin
embargo la diversidad de la microbiota bacteriana varié de acuerdo con el sistema
de beneficiado.

En la Figura 14 se presentan las frecuencias de aislamiento de las enterobacterias
provenientes de las vainas beneficiadas bajo el sistema rustico, donde es posible
observar que las especies que fueron aisladas mas frecuentemente
correspondieron a los géneros Pantoea, Enterobacter y Citrobacter. Estas ultimas
corresponden al grupo coliforme, por lo cual podria proponerse que la re
contaminacion de las vainas por estas enterobacterias se presenta durante las

etapas posteriores al matado.

Pantepec fue la Unica localidad que presentd crecimiento del género Pantoea sp.,
lo cual puede deberse a que este microorganismo, estuviese albergandose en las
hojas de la planta de vainilla. De acuerdo con Jiménez, (2007) menciona que
Pantoea puede infectar hojas y flores, formando manchas con halo amarillento en
los apices de hojas y flores que al avanzar puede causar necrosis en la planta,

también afectando al fruto.




Hay microorganismos, en particular, que han sido investigados por su capacidad
hidrolitica estando presentes en la pared celular primaria y secundaria de plantas,
contribuyendo a la firmeza y la estructura de los tejidos vegetales. Diferentes
enzimas pectinoliticas estan involucrados en la descomposicién de la pectina y
estan ampliamente distribuidos en una variedad de plantas y microorganismos.
Para las plantas es muy importante, ya que ayudan en la extension de la pared

celular y el ablandamiento de los frutos (Gopinath y Suneetha, 2012).

Particularmente los géneros Bacillus, Clostridium, Citrobacter, Enterobacter y

Pseudomonas han sido considerados como las bacterias pectinoliticas potentes.

Asimismo fue notable la diversidad de la microbiota presente en vainas
procesadas por el beneficiado rustico donde fue posible aislar e identificar ocho
géneros bacterianos diferentes (Figura 14). Los resultados mencionados sugieren
gue son requeridas condiciones de higiene para garantizar la inocuidad en las

vainas.

En la Figura 15 se presentan los géneros identificados en las vainas beneficiadas
bajo el sistema tradicional en el cual se redujo el nimero de géneros bacterianos
aislados, en comparacion con las vainas analizadas provenientes del sistema
rustico (Figura 14). Los géneros con mayor frecuencia corresponden a Citrobacter
y Enterobacter, con un porcentaje del 30%, asimismo fueron aislados dos géneros
adicionales Morganella y Providencia. Estos aislamientos coinciden con lo
reportado por Contreras (1996), quien realiza aislamiento de los géneros
Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Providencia,
Escherichia, Morganella, Staphylococcus y Salmonella de varios vegetales crudos.
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Figura 14. Frecuencia de aislamiento de la microbiota evaluada en vainas
beneficiadas con los sistemas de beneficiado rusticos. B Localidad de Pantepec,
@8 Localidad de Ayotoxco.

La microbiota aislada en el sistema de beneficiado rustico incluye con mayor
frecuencia a Enterobacter cloacae y Citrobacter freundii por lo que se debe a una
posible re contaminacion por tener contacto con otras vainas o por contacto con el
suelo. La variedad de microbiota presente es notable ya que al usar este sistema

de beneficiado no se cuenta con suficientes medidas de higiene.
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Figura 15. Frecuencia de aislamiento de la microbiota evaluada en vainas

beneficiadas con el sistema de beneficiado tradicional.

Finalmente en la Figura 16 se presentan los géneros aislados con mayor

frecuencia en vainas procesadas en un sistema de beneficiado semi tecnificado,

cuyas condiciones de matado corresponde a una temperatura aproximada de

80°C, de acuerdo con lo reportado por Naturland (2000) a estas vainas les

corresponde un pH=6.7 y una aw=0.79; sin embargo al finalizar el proceso de

beneficiado fue posible aislar algunas enterobacterias como E. coli (Tabla 16).
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Figura 16. Frecuencia de aislamiento de la microbiota evaluada en vainas
beneficiadas con el sistema de beneficiado semi tecnificado.

En ambos tipos de vainas tanto verdes como beneficiadas la bacteria Enterobacter
cloacae se mantiene constante, reduciéndose ligeramente su frecuencia de

aislamiento en vainas beneficiadas como se muestra en las figuras 13y 17.

En la Figura 17 se presentan todos los géneros bacterianos aislados en los
diferentes sistemas de beneficio. Entre los géneros con mayor frecuencia en las
cuatro regiones muestreadas se encuentran Enterobacter cloacae y Citrobacter
freundii, los cuales fueron capaces de sobrevivir durante el proceso de beneficio.
Segun con Flores-Torres, (2004) las condiciones o6ptimas de crecimiento de
Enterobacter cloacae corresponden a una temperatura de 37°C. Las condiciones
ambientales de temperatura pueden ser facilmente alcanzables en las localidades
consideradas, mientras que trabajos previos a esta investigacion realizados por
Naturland, (2000) evaluaron que el rango de pH en las vainas de vainilla
correspondieron entre 5.2 y 6.7. Las condiciones mencionadas garantizan la
sobrevivencia del género Enterobacter. Mientras que Citrobacter freundii
perteneciente también a la familia Enterobacteriaceae al igual que E. cloacae,
crece a una temperatura optima de 22 a 37°C y con un pH de 6 a 7 Pragya,

(2012). Citrobacter freundii es un bacilo, aerébico Gram negativo responsable de




infecciones nosocomiales, esta bacteria puede vivir en el suelo, agua y aguas

residuales (Marinucci, 1987).
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Figura 17. Frecuencia de aislamiento de la microbiota evaluada en vainas
beneficiadas con los diferentes sistemas de beneficiado. Bl Localidad de
Pantepec,ll Localidad de Ayotoxco, Bl Localidad 1° de Mayo, Bl rancho 20
Soles.

En la Figura 18 se observan las frecuencias de aislamiento de ambos tipos de
vainas: verdes y beneficiadas. El género microbiano mas frecuente en ambos tipos
de vaina es Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca para vainas verdes y
Citrobacter freundii para vainas ya beneficiadas. En la Figura 18 también se
observa como géneros de bacterias de vainas verdes como Raoutella
ornithinolytica y Acinotebacter calcoaceticus no se encuentran en vainas
beneficiadas, ya que aparecen otras bacterias como Providencia y Acinotebacter
baumanni, posiblemente esto se deba a que las vainas en su proceso de
beneficiado sufren una re contaminacion en etapas posteriores del matado o por la

manipulacion del mismo productor.
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Figura 18. Frecuencia de aislamiento de la microbiota evaluada en vainas verdes
y beneficiadas.@vainas verdes, @ vainas benefiiadas.

De acuerdo con la Figura 17 se pudo observar que la diversidad de la microbiota
va variando de acuerdo con cada localidad y sistema de beneficiado, los recuentos
microbioldgicos en el grupo indicador de coliformes totales salieron muy similares
debido a que la etapa de matado de cada sistema de beneficiado elimina la mayor
parte de estas enterobacterias, de ahi que se propuso calcular los indices de

diversidad correspondientes a cada localidad y sistema de beneficiados (Tabla 16
y 17).




Tabla 16: indices de diversidad y microbiota presente en vainas beneficiadas
provenientes de diferentes localidades.

Localidad Microorganismos indices de diversidad

H’ D SCHAO1

Pantoea spp
Pantepec Enterobacter cloacae 0.125 0.294 2.75
Citrobacter freundii
Citrobacter amalonaticus

Ayotoxco Enterobacter aerogenes 0.144 0.150 2.7
Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Citrobacter amalonaticus
Klebsiella pneumoniae
Morganella morganii
Providencia stuartii

1° de Mayo Enterobacter aerogenes 0.142 0.155 2.33

Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Morganella morganii
Providencia rettgeri

20 Soles Acinotebacter baumannii 0.132 0.236 1.37

Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Escherichia coli

(Rancho)

El indice de diversidad de Simpson (D) representa la probabilidad de que dos
organismos, dentro de un habitat, seleccionados al azar puedan pertenecer a la
misma especie, Simpson, (1949) por lo tanto la localidad de Pantepec al tener
mas diversidad en microorganismos de la misma especie, con un valor de 0.294,
su probabilidad de seleccionar un microorganismo es minima como se observa en
la (Tabla 16). Mientras que la localidad de Ayotoxco tiene un indice (D) mas bajo
con valor de 0.150, debido a que su diversidad de microorganismos es mayor y
tiene mas probabilidad de seleccionar una especie distinta elegida al azar, ya que

esta localidad es muy abundante en especies.

El indice de Shannon-Wiener (H’) es utilizado para medir la biodiversidad,
contemplando la riqueza de especies y su abundancia basandose en un valor de 0

a 1. Si el valor es 0 solo hay una especie en la muestra y si (H’) es mayor a 0




indica que hay especies representadas por el mismo namero de individuos, por lo
que la localidad de Ayotoxco es mas abundante en numero de individuos

comparada con las otras localidades.

Con el indice Chaol requerimos saber cuantas especies estan representadas por
solo un individuo en la muestra, y cuantas especies estan representadas por dos

individuos (Escalante-Espinosa, 2003)

Por lo tanto la region de Pantepec y Ayotoxco tienen una gran abundancia en
microorganismos pertenecientes a cada una de las muestras, ya que sus valores
sonde 2.7y 2.75.

Tabla 17: indices de diversidad y microbiota presente en vainas beneficiadas
utilizando diferentes sistemas de beneficiado.

Sistema de Microorganismos indices de diversidad
Beneficiado

H’ D SCHAO1

. Pantoea spp
Rustico Enterobacter cloacae 0.107 0.954 2.72
Citrobacter freundii
Citrobacter amalonaticus
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Citrobacter amalonaticus
Klebsiella pneumoniae
Morganella morganii
Providencia stuartii

Tradicional Enterobacter aerogenes 0.142 0.155 2.33

Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Morganella morganii
Providencia rettgeri

Semi Acinotebacter baumannii 0.132 0.236 1.37
Tecnificado Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Escherichia coli




De acuerdo con el sistema de beneficiado, el sistema rustico mantiene sus indices
de diversidad (D) y SchHao1 altos con valores de 0.954 y 2.72 como se muestra en
la Tabla 17, esto nos indica que no es muy probable seleccionar un organismo de
la misma especie, ya que se cuenta con una gran abundancia de
microorganismos. Mientras que el sistema tradicional tuvo un indice (H’) alto con
valor de 0.142, ya que su namero de individuos es mucho mayor comparada con

los demas sistemas de beneficiado.




CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

Entre las conclusiones mas relevantes de esta investigacion se mencionan las
siguientes:

El estudio para determinar la calidad microbiolégica en vainas de vainilla se
realizd durante el periodo productivo del 2013, siendo analizadas tanto
vainas verdes como beneficiadas. Se trabajé con cinco distintos
productores de las localidades del Totonacapan de Puebla-Veracruz.

Se identificaron tres diferentes procesos de beneficiado: rustico, tradicional
y semi-tecnificado, mismos que incluyeron en sus etapas de procesamiento
la recepcion, despezonado, primera clasificacion, matado, sudado, tendido,
reposo, segunda clasificacion y empacado.

Los recuentos obtenidos en Bacterias Mesofilas Aerobias, en vainas verdes
se encontraron en un intervalo de 3 a 6 Logio UFC/g, dependiendo del sitio
de muestreo. Asimismo los valores de Hongos y Levaduras fueron de 3 a 6
Logio UFC/g. En relacion con los valores de Coliformes Totales analizados
las vainas verdes presentaron crecimiento en un intervalo de 3 a 5 Logzo
UFC/g, considerando los métodos de prueba de acuerdo con las NOM-112-
SSA1-1994 (NMP) y NOM-113-SSA1-1994 (vertido en placa), considerando
la etapa de enriquecimiento.

Entre los géneros bacterianos identificados en vainas verdes con mayor
frecuencia fueron: Enterobacter cloacae y Klebsiella oxytoca.

Los indices de diversidad calculados en relacibn con los géneros
identificados en vainas verdes, mostraron indice de Shannon cuyo valor fue
0.628, indice de Simpson valor de 0.221 y Schao valor de 2.625.

Los recuentos obtenidos en Bacterias Mesofilas Aerobias, en vainas
beneficiadas se encontraron en un intervalo de 2 a 5 Logio UFC/g,
dependiendo del sitio de muestreo. Asimismo los valores de Hongos vy
Levaduras fueron de 0 a 5 Logio UFC/g. En relacién con los valores de
Coliformes Totales analizados las vainas beneficiadas presentaron

crecimiento en un intervalo de >1 Logio UFC/g, considerando los métodos




de prueba de acuerdo con las NOM-112-SSA1-1994 (NMP) y NOM-113-
SSA1-1994 (vertido en placa), considerando la etapa de enriquecimiento.
Entre los géneros bacterianos identificados en vainas beneficiadas con
mayor frecuencia fueron: Enterobacter cloacae y Citrobacter freundii.

Los indices de diversidad calculados, en relacion con los géneros
identificados en vainas beneficiadas, mostraron indice de Shannon cuyo
valor fue 0.144, indice de Simpson valor de 0.150 y Schao valor de 2.7.

Se considera que el matado de fruto fue un punto critico ya que esta etapa
define la carga microbiana de los grupos indicadores Bacterias Mesofilas
Aerobias con una disminucion de 1 Log en el sistema de beneficiado
rustico, Coliformes Totales con una disminucion de 3 Log en el sistema de
beneficiado semi tecnificado y 2 Log menos en Hongos y Levaduras del
sistema de beneficiado rustico.

De acuerdo con las conclusiones mencionadas en este trabajo se sugiere dar

continuacion con posteriores investigaciones encaminadas en los siguientes

aspectos.

Se recomienda realizar una investigacion mas profunda cuyo objetivo sea
identificar los grupos indicadores de inocuidad en cada una de las etapas
del beneficiado.

Identificacion de géneros bacterianos y fungicos por etapa de cada sistema
de beneficiado.

En base a la identificacion mencionada se recomienda proponer un sistema
de inocuidad que abarque las diferentes fuentes de contaminacién durante
el proceso de beneficiado.

Relacionar los factores de crecimiento como pH, aw y porcentaje de
humedad evaluado en las vainas provenientes de cada etapa del

beneficiado con la microbiota identificada.




e Realizar una investigacion extensiva con los demas estados productores de

vainilla en México.
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ANEXO 1

Entrevista para beneficiadores de vainilla

Mediante esta entrevista se pretender obtener informacién acerca de los diferentes tipos de
beneficiado de vainilla, con la finalidad de poder identificar las diferentes etapas y condiciones,
como parte del Macroproyecto vainilla.

I-. DATOS DE IDENTIFICACION.

1-. Nombre: Edad: Escolaridad: Genero:
2-. Comunidad a la que pertenece: Municipio:

II-. DATOS DE CULTIVO Y COSECHA DE LA VAINILLA.

1-. ¢ Cultiva la vainilla? Si() No( )

2-. ¢Desde cuando se dedica al cultivo?

3-. Ademads del cultivo de vainilla qué otras actividades de las que aparecen a continuacion realiza:
Acopiador ( ) Beneficiador ( ) Productor de licor ( ) Artesano( ) Comercializador ( )

4-. ¢ Cuantas hectareas de terreno designa para el cultivo de la vainilla? Otro

1/4 1/2 3/4 1 2 3 4 5
Hectdrea | Hectdrea | Hectdrea | Hectdrea | Hectareas | Hectareas | Hectareas | Hectareas
5-. éQué extension de terreno cosecha? Otro

1/4 1/2 3/4 1 2 3 4 5
Hectdrea | Hectdrea | Hectdrea | Hectdrea | Hectareas | Hectareas | Hectareas | Hectareas
6-. ¢ Qué cantidad de vainilla cosecha en kilogramos (en que afios)? Otra cantidad

1-6 Kg 6-12 Kg 12-24 Kg | 24-36 Kg 36-48 Kg 48-60 Kg 60-72 Kg 72-84 Kg

7-. éCuantas veces al aflo cosechan vainilla?

Una vez al afio

‘ Dos veces al afio

Tres veces al afio

Cuatro veces al afio ‘

'




8-. éQué cantidad en kilogramos de vainilla verde vende? Otra cantidad

1-6 Kg 6-12 Kg 12-24Kg | 24-36 Kg | 36-48 Kg 48-60 Kg 60-72 Kg 72-84 Kg

9-. ¢Qué cantidad en kilogramos de vainilla verde destina al beneficiado? Otra cantidad

1-6Kg | 6-12Kg | 12-24Kg | 24-36Kg | 36-48Kg | 48-60Kg | 60-72Kg | 72-84Kg

10-. ¢ Cuantos kilogramos de vainilla verde necesita para obtener un kilogramo de vainilla
beneficiada?

4Kg | 5Kg 6 Kg 7 Kg 8 Kg 9 Kg

11-. ¢ Qué cantidad obtiene después de beneficiar la vainilla?

lll-. DATOS DE PROCESO DE BENEFICIADO EN VAINILLA.

1-. ¢Cual de las siguientes etapas de beneficiado toma en cuenta para su proceso?

Recepcion | Despezonado | Primera Matado | Sudado | Tendido | Reposo | Segunda Empacado
Clasificacion Clasificacidn

RECEPCION.

1-. ¢Cual de los siguientes parametros toma en cuenta para la recepcion de vainas verdes?

Longitud Grado de Aspecto Color Textura
Madurez

2-. {Qué rango de longitud debe contar las vainas en su recepcidon? Otro

10 cm ‘ 12cm ‘ 14 cm ‘ 16 cm ‘ 18 cm 20cm 22 cm

3-. {Qué grado de madurez debe tener la vaina al recibirla? Otro




Poco maduros | Medio maduros Maduros ‘ Sobre maduros

4-, ¢Qué aspecto debe tener la vaina antes de su beneficiado? Otro

Vainas Vainas Vainas Vainas Vainas Vainas Vaina Vaina
enteras enteras rajadas no con sin parcialmente | totalmente
sin con rajadas manchas | manchas abierta abierta

rajadas rajadas

5-. éQué color debe tener la vaina antes de su beneficiado? Otro

Verde uniforme Verde brillante Verde opaco amarillento Amarillento
manchado

6-. ¢Qué textura debe tener la vaina antes de su beneficiado? Otro

Textura suave ‘ Textura rigida

DESPEZONADO.

1-. ¢En qué consiste el despezonado?

CLASIFICACION 1.

1-. ¢En cuantas calidades separa las vainas?

2-. ¢En cudntas clases segln su calidad separa las vainas?

3-. éEn vainas de primera calidad que aspecto y tamaio debe tener? Otro

Vainas enteras grandes ‘ Vainas enteras pequefias ‘ Vainas enteras rajadas ‘

4-. ¢En vainas de segunda calidad que aspecto y tamano debe tener? Otro

Vainas zacatillo integras Vainas zacatillo rajadas Vainas zacatillo con
hendiduras

5-. éEn vainas de mas calidades que aspecto y tamafio deben tener?




MATADO.

1-. ¢Qué método de matado utiliza? Otro

Inmersion en
agua caliente

Horneado de
vainas

Cubierta de
nylon

Exposicion al
sol

Congelacion

Escaldado y
autoclaveado

2-. ¢En el método de inmersidn de agua caliente que temperatura utiliza? Otro

60°C | 65°C | 70°c | 75°C | 80°c | 8°C | 90°C | 95°C 100°C
3-. éDurante cuanto tiempo deja sumergidas las vainas en agua caliente? Otro
1Il ‘ 2" ‘ 3" ‘ 4” 5” ‘ 6” 7II

4-, ¢ Cdmo monitorea la temperatura?
5-. éCon que frecuencia monitorea tiempo y temperatura?
6-. ¢éEn el método de horneado de vainas que temperatura utiliza? Otro

50°C \ 55°C \ 60°C \ 65°C 70°C
7-. éDurante cuanto tiempo hornea las vainas? Otro

24 hr 36 hr 48 hr 60 hr 72 hr
8-. ¢Cdmo monitorea la temperatura?
9-. ¢Con que frecuencia monitorea tiempo y temperatura?
10-. ¢En el método de cubierta de nylon que temperatura utiliza? Otro

50°C \ 55°C \ 60°C \ 65°C 70°C
11-. ¢Durante cudnto tiempo deja cubiertas las vainas en nylon? Otro

24 hr \ 36 hr \ 48 hr \ 60 hr 72 hr

12-. ¢Como monitorea la temperatura?




13-.

. ¢En el método de exposicidn al sol que temperatura utiliza? Otro

¢Con que frecuencia monitorea tiempo y temperatura?

50°C \ 55°C \ 60°C \ 65°C 70°C

15-.

¢Durante cuanto tiempo expone las vainas al sol? Otro

24 hr \ 36 hr \ 48 hr \ 60 hr 72 hr

. ¢Cémo monitorea la temperatura?
. ¢Con que frecuencia monitorea tiempo y temperatura?

. ¢En el método de congelacion que temperatura utiliza? Otro

0°C \ -5°C \ -10°C \ -15°C -20°C

19-.

¢Durante cuanto tiempo deja en congelacién las vainas? Otro

24 hr \ 36 hr \ 48 hr \ 60 hr 72 hr

21-.

22-.

. ¢Cémo monitorea la temperatura?

¢Con que frecuencia monitorea tiempo y temperatura?

¢En el método de escaldado en laboratorio que temperatura utiliza? Otro

50°C 55°C 60°C 65°C 70°C

23-.

¢Durante cuanto tiempo deja escaldando las vainas? Otro

1 ”n 2 ”n ‘ 3 ” ‘ 4” 5 ” 6II 7 ”n

. ¢Cémo monitorea la temperatura?
. ¢Con que frecuencia monitorea tiempo y temperatura?

. ¢En el método de autoclaveado en laboratorio que temperatura utiliza? Otro

50°C \ 55°C \ 60°C 65°C \ 70°C




27-. ¢ Durante cudnto tiempo deja escaldando las vainas? Otro

24 hr 36 hr \ 48 hr 60 hr 72 hr

SUDADO.

1-. ¢Qué tipo de sudado utiliza? Otro

‘ Sudado en cajones de madera ‘ Sudado en laboratorio

2-. ¢Qué temperatura utiliza durante el sudado? Otro

\ 50°C \ 55°C \ 60°C 65°C 70°C

3-. éDurante cuanto tiempo deja sudando las vainas? Otro

24 hr \ 36 hr \ 48 hr 60 hr 72 hr

4-, ¢ Cdmo monitorea la temperatura?

5-. éCon que frecuencia monitorea tiempo y temperatura?

TENDIDO.

1-. ¢Por qué motivo se dejan las vainas a orear?

2-. ¢Qué temperatura utiliza durante el tendido? Otro

\ 50°C 55°C 60°C 65°C 70°C

3-. éDurante cuanto tiempo deja las vainas tendidas? Otro

| 4hr | 6hr | 8hr | 10hr | 12hr | 14hr | 16hr | 18hr | 22hr | 24hrs |

4-. ¢ Cdmo monitorea la temperatura?

5-. éCon que frecuencia monitorea tiempo y temperatura?

REPOSO.

1-. ¢Por qué se dejan reposar las vainas?

2-. {Durante cuanto tiempo deja reposar las vainas? Otro




| 30dias | 35dias | 40dias | 45dias | 50dias | 55dias | 60dias | 65dias | 70dias |

3-. éCon que frecuencia monitorea el tiempo?

CLASIFICACION 2.

1-. ¢En cuantas categorias separa las vainas beneficiadas?

2-. ¢Qué parametros utiliza para dar la segunda clasificaciéon? Otro

| Flexibilidad | Brilo | %Humedad | Color | Sabor | Aroma Tamaiio

3-. éQué flexibilidad deben tener las vainas beneficiadas? Otro

\ Flexibles | Poco flexibles Sin flexibilidad

4-, i Qué brillo deben tener las vainas beneficiadas? Otro

\ Muy brillantes ‘ Poco brillantes ‘ Opacas

5-. éQué porcentaje de humedad deben tener las vainas ya beneficiadas? Otro

| 10% | 15% 20% 25% 30 % 35% 40 %

6-. $éQué color debe tener ya la vaina beneficiada? Otro

‘ Café oscuro ‘ Café negruzco rojizas

7-. ¢Qué sabor debe tener la vaina beneficiada?

8-. ¢{Qué aroma debe tener la vaina beneficiada?

9-. éCon que rango de longitud deben contar las vainas beneficiadas? Otro

‘ 10 cm ‘ 12 cm ‘ 14 cm ‘ 16 cm ‘ 18 cm ‘ 20cm 22 cm

EMPAQUE.

1-. ¢En qué categoria se basa para empacar las vainas? Otro

Extra (Gourmet) Categoriall Categorialll Categoria lll
(Gourmet-Ordinaria) (Gourmet-Ordinaria) (Ordinaria)




2-. En la categoria Extra (Gourmet) ¢ Qué aspecto deben tener las vainas? Otro

Gruesa sin rayas,

Delgada con rayas 'y

Delgada con rayas 'y

Cualquier grosor

manchas, flexible y rajada rajada puede estar rajada o
brillantes rayada

3-. ¢Qué porcentaje de humedad deben tener las vainas de esta categoria? Otro

| 10% | 15% | 2% | | 30% 35% 40 %
4-, ¢Qué longitud deben tener las vainas de esta categoria? Otro

‘ 10cm ‘ 12cm ‘ 14 cm ‘ 16cm ‘ 18cm 20cm 22 cm
5-. ¢Cudnto contenido de vainillina deben tener las vainas?  Otro

| 15 | 16 | | 18 | 19 20 | 21 | 2.3 2.4

6-. En la categoria | (Gourmet-Ordinaria) ¢ Qué aspecto deben tener las vainas? Otro

Gruesa sin rayas,

Delgada con rayas y

Delgada con rayas y

Cualquier grosor

manchas, flexible y rajada rajada puede estar rajada o
brillantes rayada
7-. éQué porcentaje de humedad deben tener las vainas de esta categoria? Otro
| 10% | 15% | 20% | 30 % 35 % 40 %
8-. ¢Qué longitud deben tener las vainas de esta categoria? Otro
‘ 10cm ‘ 12cm 14 cm 16 cm 18 cm 20cm 22cm
9-. éCuanto contenido de vainillina deben tener las vainas?  Otro
15 16 | | 18 | 19 2.0 2.1 23 2.4




10-. En la categoria Il (Gourmet-Ordinaria) ¢ Qué aspecto deben tener las vainas? Otro

Gruesa sin rayas,
manchas, flexible y
brillantes

Delgada con rayas 'y
rajada

Delgada con rayas y
rajada

Cualquier grosor
puede estar rajada o
rayada

11-. ¢Qué porcentaje de humedad deben tener las vainas de esta categoria? Otro

| 10% | 15% | 20% | 25% | 30% 35% 40 %
12-. ¢Qué longitud deben tener las vainas de esta categoria? Otro

‘ 10cm ‘ 12cm ‘ 14 cm ‘ 16cm ‘ 18cm 20cm 22 cm
13-. éCuanto contenido de vainillina deben tener las vainas?  Otro

| 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 [ 22 2.3 2.4

14-. En la categoria lll (Ordinaria) ¢ Qué aspecto deben tener las vainas? Otro

Gruesa sin rayas,

Delgada con rayas y

Delgada con rayasy

Cualquier grosor

manchas, flexible y rajada rajada puede estar rajada o
brillantes rayada

15-. ¢Qué porcentaje de humedad deben tener las vainas de esta categoria? Otro

| 10% | 15% | 20% | 25% | 30% 35 % 40 %
16-. ¢Qué longitud deben tener las vainas de esta categoria? Otro

‘ 10cm ‘ 12cm 14 cm 16 cm 18 cm 20cm 22cm
17-. éCuanto contenido de vainillina deben tener las vainas?  Otro

| 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 2.1 2.2 23 2.4

18-. ¢Qué tipo de empaque utiliza?




