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ESTUDIO DEL CONTENIDO DE COMPUESTOS FITOQUIMICOS EN HOJA, TALLO,
FLOR, FRUTO VERDE Y BENEFICIADO DE Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews DE LA
REGION DEL TOTONACAPAN, MEXICO

Diego Ibarra Cantin, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2017

En la region del Totonacapan coexisten diferentes sistemas de manejo en el cultivo de vainilla,
cada uno de ellos con caracteristicas ambientales especificas. Por lo que la presente investigacion
tuvo como objetivo analizar el efecto de dos sistemas de manejo de cultivo de dos quimiotipos
(Ql'y QVI) de vainilla de la regién del Totonacapan, sobre los atributos fisicoquimicos, aroma,
compuestos fitoquimicos y actividad antioxidante en hoja tallo, flor, fruto verde y fruto
beneficiado, ademéas de la motilidad gastrointestinal en fruto beneficiado. De cada sistema de
manejo de cultivo y quimiotipo se obtuvieron tejidos vegetales y frutos beneficiados de 32
semanas de maduracion. En los frutos beneficiados se determind sus caracteristicas
fisicoquimicas y la concentracién de cuatro compuestos del aroma. En todos los tejidos se
analizé la actividad antioxidante por los métodos de DPPH, ABTS y ORAC. Se determind la
dosis letal media (DLsp) Y la actividad del extracto acuoso y de metanol del fruto beneficiado
sobre la motilidad gastrointestinal. Las propiedades fisicoquimicas de los frutos beneficiados
mostraron variacion en relacion con el sistema de manejo. Los frutos cultivados en sistema de
acahual tuvieron valores altos de azucares solubles totales, glucosa, fructosa, sacarosa Y,
flexibilidad, mientras que los frutos en el sistema de malla sombra tuvieron valores altos de pH
y Croma. La calidad del aroma en el quimiotipo QVI fue similar en ambos sistemas de manejo,
mientras que el quimiotipo QI mostro diferencias en funcién del sistema de manejo. El sistema
de acahual favorecio en los tejidos de la planta de vainilla, la acumulacion de compuestos
fendlicos totales, taninos totales, taninos hidrolizables, taninos condensados y triterpenos totales,
y la malla sombra propicio una concentracion mayor de saponinas. La capacidad antioxidante
obtenida como concentracion inhibitoria (Clso) por DPPH, ABTS y por los valores de ORAC fue
mayor en los frutos beneficiados. La dosis letal media (DLso) de los extractos de frutos
beneficiados fue débilmente tdxica, el extracto de metanol mostro una disminucion en el avance
de contenido gastrointestinal en ratén.

Palabras clave: Acahual, aroma, caracteristicas fisicoquimicos, fitoquimicos, malla sombra,
Vanilla planifolia.



STUDY OF THE CONTENT OF PHYTOCHEMICAL COMPOUNDS IN LEAVE, STEM,
FLOWER, GREEN AND CURED FRUIT OF Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews FROM
THE TOTONACAPAN REGION, MEXICO

Diego Ibarra Cantin, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2017

In the Totonacapan region different management systems coexist in vanilla cultivation, each of
them with specific environmental characteristics. thus, this research aimed to analyze the effect
of two systems of crop management of two chemotypes (QIl and QVI) of vanilla from the
totonacapan region, on the physicochemical attributes, aroma, phytochemical compounds and
antioxidant activity in stem leaf, flower, green fruit and cured fruit, in addition to the
gastrointestinal motility in cured fruit. From each crop management system and each chemotype,
vegetable tissues and cured fruits from 32 weeks of maturation were obtained. The
physicochemical characteristics and the concentration of four aroma compounds were
determined in the cured fruits. In all tissues, the antioxidant activity was analyzed by the DPPH,
ABTS and ORAC methods. The mean lethal dose (LDsp) and the activity of the aqueous and
methanol extract of the cured fruit on gastrointestinal motility were determined. The
physicochemical properties of the benefited fruits showed variation in relation to the
management system. The fruits grown in acahual system had high values of total soluble sugars,
glucose, fructose, sucrose and, flexibility, while fruits in the shade mesh system had high values
of pH and Chroma. The aroma quality in the QVI chemotype was similar in both management
systems, while the QI chemotype showed differences depending on the management system. The
acahual system favored in the tissues of the vanilla plant, the accumulation of total phenolic
compounds, total tannins, hydrolysable tannins, condensed tannins and total triterpenes, and the
shade mesh propitiated a higher concentration of saponins. The antioxidant capacity obtained as
inhibitory concentration (ICsp) by DPPH and ABTS, and by ORAC values was higher in the
cured fruits. The mean lethal dose (LDso) of the extracts of the cured fruits was weakly toxic, the

methanol extract showed a decrease in the advance of gastrointestinal content in the mouse.

Key words: Acahual, aroma, physicochemical characteristics, phytochemicals, shade mesh,
Vanilla planifolia.
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CAPITULO I.
INTRODUCCION GENERAL
La vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) es originaria de las regiones himedas
tropicales de México y América Central (Besse et al., 2004), y desde la época prehispanica ha
sido considerada como un afrodisiaco, carminativo y estimulante, en Venezuela los frutos
beneficiados se utilizan para el tratamiento de fiebre y espasmos, en Palau es usada para curar la
dismenorrea, la fiebre e histeria (Duke et al., 2003), e inclusive existe una patente de la vainilla
que se utiliza para proteger a la piel contra los radicales libres (Sophie y Francois, 2003).
Respecto a los extractos de vainilla principalmente se utilizan en diversos alimentos como en
helados, pasteles y galletas, y también en distintas formulaciones de perfumeria y nutraceutica
(Ranadive, 1994). Otros estudios sefialan que los extractos de vainilla, particularmente la
vainillina, tiene efectos multifuncionales tales como: anticarcinogénico (Imanishi et al., 1990;
Ferguson, 1994), antimutagénico (Cerruti et al., 1997; Bythrow, 2005), como agente
hipolipidémico-hipotrigliceridémico en el tratamiento de la diabetes (tipo 2), trastornos
cardiovasculares y de obesidad (Mokshagundam y Mokshagundam, 2003), antimicrobiano
(Cerruti et al., 1997; Fitzgerald et al., 2005; Shanmugavalli et al., 2009) y también posee una alta
capacidad antioxidante (Teissedre y Waterhouse, 2000; Devasagayam et al., 2004; Shyamala et

al., 2007; Tai et al., 2011).

Actualmente, la vainilla es uno de los productos de mayor rentabilidad econdmica de nuestro
pais al ser el principal aromatizante de la industria alimentaria, como base de muchos dulces,
helados y bebidas sabor cola (Soto, 2006; Hilmer et al., 2010). Esto la hace una de las plantas de
mayor importancia social, econdmica y cultural en las zonas donde habita, debido al gran

mercado que representa. Aunado a ser un cultivo perenne presenta la desventaja del tiempo



necesario para recuperar la inversion, los riesgos agrondémicos y la inestabilidad de los
mercados. La superficie cultivada con vainilla en México, para el afio 2013 se estimo6 en 1,225.8
hectéareas, con un volumen de produccion de 419.3 toneladas de vainilla verde, es decir una
capacidad de obtener aproximadamente 83.9 toneladas de vainilla beneficiada (seca). Sin
embargo, segin datos de Financiera Nacional de Desarrollo Agropecuario, Rural, Forestal y
Pesquero, la falta de certeza de mercado, el productor pierde interés, lo que disminuye el
potencial de produccion del cultivo (FND, 2014). La Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion reporta al estado de Veracruz como el principal estado
productor con 957.05 hectareas (70% de la superficie) y en los cuales participan 1,700
productores (SAGARPA, 2011). En esta entidad la zona productora se localiza al norte del
estado, en la region conocida como Totonacapan, la cual conforma el centro de comercializacion
mas grande de este producto en toda la Republica Mexicana ya que concentra la mayor parte de
la produccion nacional y de igual manera, el mayor niamero de beneficios. El destino de la
vainilla beneficiada es el mercado internacional en 90% aproximadamente y el 10% restante se
distribuye en el territorio nacional en el mercado de artesanias y en las industrias de extractos

(SAGARPA, 2011).

En la actualidad existe una gran cantidad de informacién que se correlaciona con una dieta alta
en productos de origen vegetal con la prevencion y mantenimiento de la salud. Este tipo de
alimentos son conocidos como alimentos funcionales, debido a sus diversos efectos positivos a la
salud de quien los consume (Oomah, 2001; Stacewicz-Sapuntzakis, 2001; Robbins, 2003). Una
de las caracteristicas de los alimentos funcionales es su capacidad de inhibicién del dafio
oxidativo de enfermedades tales como cardiacas, cerebrovascular y cancer (Block et al., 1992;

Jacob y Burri, 1996; Rafter, 2002).



Ante los efectos multifuncionales de la vainilla, surge la necesidad de generar conocimiento y
acciones que permitan a pequefios productores de vainilla, competir en nuevos mercados de
productos con actividad bioldgica, funcionales y/o nutracéuticos, para lo cual se propone realizar
un estudio en el que se identifiquen en las diferentes partes de la planta de vainilla, los
fitoquimicos que presenten actividad biolégica, y potenciales propiedades funcionales y/o

nutracéuticas.

1.1 JUSTIFICACION

México es reconocido como centro de origen de la vainilla (Vainilla planifolia) (Soto-Arenas,
2003; Verporte, 2011), particularmente la region del Totonacapan, que incluye el germoplasma
de mayor importancia biologica y comercial. Sin embargo, la produccion de vainilla dentro del
pais se ha reducido, principalmente por la baja productividad que tienen los productores
nacionales. EI comercio internacional de vainilla, es abastecido en gran medida por la
produccién de Madagascar. México por su parte, a pesar de exportar cerca del 100% de la
produccién nacional, es baja su participacion en el mercado mundial. La competencia
internacional en el mercado de la vainilla esta definida por el nivel tecnologico y el grado de
organizacion en la produccion, entre otros factores. Ademas de la competencia entre productores
de vainilla natural, se encuentra en el mercado vainilla sintética, la cual es un sustituto perfecto
con un precio en el mercado mucho menor. Sin embargo, algunas investigaciones sefialan que
entre las sustancias que componen a la vainilla sintética existe un compuesto considerada
cancerigeno. Los estudios realizados indican que la vainilla sintética contiene en bajas cantidades
cumarina, sustancia derivada de la warfarina, la cual es utilizada como veneno para ratas y a las
cuéles les provoca hemorragia al destrozarles el higado, matandolas casi de manera inmediata.

Por ello, la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, Food and Drug



Administration) ha prohibido la utilizacién de coumarina en los productos alimenticios en los

Estados Unidos (FDA, 2009; Garcia et al., 2012).

Por el lado de la demanda, se observa que la compra de vainilla estd dominada por paises con
nivel de ingreso elevado, tales como Estados Unidos, Francia, Alemania y Japdn, entre otros.
Ademas de estos paises, en la mayoria del mundo en los ultimos afos se ha detectado una
tendencia hacia la compra de productos de alta calidad nutracéutica. Esta situacion permite
ubicar nichos de mercado, principalmente para los productores como industrias o empresas
comercializadoras (SAGARPA, 2011). Ante este escenario, se considera oportuno para la
vainilla mexicana, especificamente la producida en la zona del Totonacapan, un estudio sobre el
contenido de compuestos fitoquimicos que permita mostrar su potencial en los estratos de
demanda con alto valor agregado, ademas de darle un uso integral a todas las estructuras de la

planta de vainilla.

La presente investigacion considero como region de estudio la zona productora del Totonacapan,
misma que integra municipios del estado de Puebla y Veracruz, donde se ha identificado
heterogeneidad en los sistema de manejo del cultivo de la vainilla, representados principalmente
por el acahual (tradicional), donde las plantas de vainilla se establecen en tutores vivos como
arboles de citricos (Citrus sinensis), pichoco (Erythrina sp.), cocuite (Gliricidia sp.), entre otros;
y en malla sombra (con 50-80 % de luminosidad) con un manejo intensivo, riego y aplicacion de
agroquimicos. En donde se han identificado seis quimiotipos definidos por la proporcion de los
cuatro principales compuestos responsables del aroma de la vainilla (p-hidroxibenzaldehido,
acido vanillico y acido p-hidroxibenzoico y vainillina. Por lo que la presente investigacion

pretende distinguir si el aroma y en el contenido de compuestos fitoquimicos en las diferentes



estructuras vegetales de la planta de vainilla, estan siendo influenciados por las précticas de

manejo en la region del Totonacapan.

1.2 PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los factores de aceptacion de un producto funcional y/o nutracéutico, como es la vainilla,
estd relacionado con su capacidad de otorgar beneficios a la salud del humano, ya que esta
propiedad puede abrir nuevos mercados. Diariamente consumimos una gran variedad de
alimentos que nos proporcionan energia, macronutrientes (carbohidratos, proteinas y grasas), y
micronutrientes (vitaminas, minerales) que son necesarios para el correcto funcionamiento de
nuestro cuerpo. Sin embargo, el reciente descubrimiento de otros compuestos fisiologicamente
activos presentes en los alimentos, como los fitoquimicos (presentes en alimentos de origen
vegetal) han modificado el rol clasico que tenia la dieta en el &mbito de la salud como un
elemento de prevencion de estados carenciales (Mangini y Menéndez, 2002). Ademas que es
cada vez mas comun el uso de ciertos alimentos o ingredientes potencialmente saludables
orientados a promover, no solo un estado de salud 6ptimo, sino también a contribuir en forma
especifica a reducir el riesgo de padecer ciertas enfermedades crénico-degenerativas, estos son

llamados alimentos funcionales.

Por otra parte es factible que las estructuras vegetales y reproductivas del género Vanilla,
escasamente estudiadas, contengan sustancias de gran importancia para la medicina y que adn
estén por descubrirse. En este sentido, muchas especies son estudiadas con frecuencia para hallar
en ellas su posible valor farmacoldgico, en especial por sus propiedades estrogénicas,
antipiréticas, astringentes, amebicidas, fungicidas, antibioticas, entre otras. De ahi surge el
interés y la importancia de identificar los principales compuestos fitoquimicos de las diferentes

estructuras de la planta de vainilla (tallo, hoja, flor, fruto verde y beneficiado). Ya que hasta



ahora la mayoria de las investigaciones realizadas en vainilla se han hecho sobre frutos
beneficiados y extractos de vainilla beneficiada. Con el planteamiento de este trabajo se pretende
conocer la variacion y contenido de compuestos fitoquimicos de la vainilla de la region del
Totonacapan y su posible actividad bioldgica permitiendo un aprovechamiento integral de todas

las estructuras de la planta de vainilla y darle otro valor agregado.

1.3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.3.1 HIPOTESIS GENERAL

Las condiciones de manejo en acahual y malla sombra de dos quimiotipos (QI y QVI) de Vanilla
planifolia Jacks ex Andrews de la region del Totonacapan, propicia variacion en la presencia y
cantidad de los atributos fisicoquimicos y la composicion quimica: afectando el aroma,
contenido de compuestos fitoquimicos y su actividad bioldgica en hoja tallo, flor, fruto verde y

fruto beneficiado.

1.3.1.1 Hipotesis particulares

e Existe influencia del sistema de manejo de la vainilla en los atributos de calidad
fisicoquimica y aromaética en frutos beneficiados de Vainilla planifolia Jacks ex Andrews
provenientes de la region del Totonacapan.

e EI sistema de manejo del cultivo de la vainilla determina el tipo y la cantidad de
compuestos fitoquimicos presentes en las diferentes estructuras vegetales (hoja, tallo,
flor, fruto verde y fruto beneficiado) de Vainilla planifolia Jacks ex Andrews de la regién

del Totonacapan.



e El quimiotipo de vainilla determina el tipo y la cantidad de compuestos fitoquimicos
presentes en las diferentes estructuras vegetales (hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto
beneficiado) de Vainilla planifolia Jacks ex Andrews de la region del Totonacapan.

e La presencia de compuestos fitoquimicos en las diferentes estructuras (hoja, tallo, flor,
fruto verde y fruto beneficiado) de Vainilla planifolia Jacks ex Andrews de la region del
Totonacapan se encuentra en cantidad suficiente para tener actividad bioldgica.

e Los extractos crudos de las diversas estructuras vegetales (hoja, tallo, flor, fruto verde y
fruto beneficiado) de Vainilla planifolia Jacks ex Andrews de la region del Totonacapan
presentan capacidad antioxidante y motilidad gastrointestinal.

1.3.2 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de dos sistemas de manejo de cultivo de dos quimiotipos (Ql y QVI) de
Vanilla planifolia Jacks ex Andrews de la region del Totonacapan, sobre los atributos
fisicoquimicos, la composicion quimica (aroma y compuestos fitoquimicos) y actividad

biologica en hoja tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado.

1.3.2.1 Objetivos particulares

e Evaluar la influencia de los sistemas de manejo en acahual y en malla sombra, sobre las
caracteristicas fisicoquimicas y aromaticas de frutos beneficiados de dos quimiotipos de
Vainilla planifolia Jacks ex Andrews con diferente contenido de vainillina de la region
del Totonacapan.

e Realizar un tamizaje fitoquimico por medio de agentes cromogenos en las diferentes

estructuras (hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado) de dos quimiotipos (QI y



QVI) de Vainilla planifolia Jacks ex Andrews cultivados en acahual y malla sombra
procedentes de la region del Totonacapan, México.

e Confirmar por cromatografia en capa fina la presencia de compuestos fitoquimicos en las
diferentes estructuras (hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado) de dos
quimiotipos (QI y QVI) de Vainilla planifolia Jacks ex Andrews cultivados en acahual y
malla sombra procedentes de la regidn del Totonacapan, México.

e Determinar la variacion y cantidad total de flavonoides, taninos, taninos condensados,
saponinas, compuestos fendlicos solubles y triterpenos de las diferentes estructuras de la
planta: tallo, hoja, flor fruto verde y fruto beneficiado, de dos quimiotipos (QI y QVI) de
Vainilla planifolia Jacks ex Andrews cultivados en acahual y malla sombra procedentes
de la region del Totonacapan, México.

e Analizar la capacidad antioxidante de extractos crudos de hoja, tallo, flor, fruto verde y
fruto beneficiado y la motilidad gastrointestinal en fruto beneficiado, de dos quimiotipos
(Ql' 'y QVI) de Vainilla planifolia Jacks ex Andrews cultivados en acahual y malla

sombra procedentes de la region del Totonacapan, México.

El trabajo se estructuro por capitulos para probar las hipotesis acerca del efecto de las
condiciones de manejo en sistemas de manejo en acahual y malla sombra, sobre los atributos
fisicoquimicos y la composicién quimica de hoja tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado de
dos quimiotipos (Ql y QVI) de Vanilla planifolia Jacks ex Andrews de la region del
Totonacapan. En el capitulo 1l se presenta la influencia de los sistemas de manejo de la vainilla
sobre las propiedades fisicoquimicas y del aroma en fruto beneficiado por medio de
cromatografia de liquidos de alta resolucion HPLC por sus siglas en inglés. El capitulo IlI,

muestra la presencia de compuestos fitoquimicos por medio de agentes cromdgenos y



cromatografia en capa fina (CCF), asi como explica variacion en el contenido de compuestos
fitoquimicos en los tejidos vegetales de vainilla por métodos espectrométricos. El capitulo 1V
exhibe la capacidad antioxidante de extractos de tejidos vegetales de vainilla mediante tres
métodos: DPPH, ABTS y ORAC. Mientras en el capitulo V menciona la dosis letal media y la
motilidad gastrointestinal de extractos de fruto beneficiado sobre ratones. Finalmente, se
presenta una discusion general y las perspectivas futuras de las condiciones de manejo en

vainilla.
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CAPITULO 1
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y AROMATICAS EN FRUTOS
BENEFICIADOS DE Vanilla planifolia Jacks. Ex Andrews DE LA REGION DEL
TOTONACAPAN, MEXICO
Resumen

En la region del Totonacapan existen diferentes aromas y sistemas de manejo para el cultivo de
la vainilla. El trabajo tuvo como objetivo evaluar la influencia del sistema de manejo de cultivo,
en acahual y malla sombra de dos quimiotipos (QI y QVI) de vainilla sobre las propiedades
fisicoquimicas y de aroma en frutos beneficiados de la region del Totonacapan, México. De cada
sistema de manejo y quimiotipo se obtuvieron frutos de 32 semanas y se beneficiaron por un
mismo maestro beneficiador durante 14 semanas. En los frutos beneficiados se determinaron sus
propiedades fisicoquimicas: largo, ancho, grosor, color, flexibilidad, actividad de agua,
humedad, pH, azucares solubles totales, glucosa, fructosa y sacarosa. Ademas se cuantificd la
concentracion del &cido p-hidroxibenzoico, acido vanillico, p-hidroxibenzaldehido y vainillina,
por cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Los resultados mostraron variacion en frutos
beneficiados en relacién a sus propiedades fisicoquimicas. Los frutos del quimiotipo QVI
cultivados en sistema de manejo de acahual tuvieron las dimensiones mayores. EIl contenido de
vainillina presento mayor concentracion en el sistema de manejo acahual. El sistema de manejo
de acahual manifestd mejores condiciones de luminosidad, temperatura y humedad para el
cultivo de la vainilla en la region del Totonacapan. La calidad del aroma de los frutos
beneficiados de vainilla esta determinada por el genotipo que define al quimiotipo a que
pertenece el cultivar, y no por el manejo. Es decir, los frutos beneficiados de vainilla son mas
similares por su genética que determina la calidad del aroma que por el sistema de manejo en que
se cultiven. EI manejo afecta la intensidad de la calidad del aroma, asi el fruto beneficiado del
quimiotipo QI, que ha estado sometido a cultivo por un menor tiempo, mostro variacion en las
caracteristicas de aroma en funcién del sistema de manejo. El quimiotipo QVI, que ha sido

cultivado con mayor frecuencia, expresé su aroma de forma similar en diferentes ambientes.

Palabras clave: Aroma, caracteristicas fisicoquimicas, frutos, sistema de manejo, Vanilla
planifolia.
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PHYSICOCHEMICAL AND AROMATIC CHARACTERISTICS IN CURED FRUITS OF
Vanilla planifolia Jacks. Ex Andrews FROM THE TOTONACAPAN REGION, MEXICO.

Abstract

In the region of Totonacapan there are different aromas and management systems for the
growing vanilla. The study aimed to evaluate the influence of the crop management system, in
acahual and mesh shade of two vanilla chemotypes (QI and QVI) on the physicochemical and
aromatic properties of the fruits of the Totonacapan region, México. From each management
system and chemotype, fruits of 32 weeks were obtained and the same curing master cured them
during 14 weeks. In the cured fruits, their physicochemical properties were determined: length,
width, thickness, color, flexibility, water activity, humidity, pH, total soluble sugars, glucose,
fructose and sucrose. In addition, the concentration of p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid, p-
hydroxybenzaldehyde and vanillin was quantified by high-pressure liquid chromatography
(HPLC). The data showed variation in cured fruits in relation to their physicochemical
properties. The fruits of QVI chemotype grown in acahual management system had the highest
dimensions. The vanillin content showed greater concentration in the acahual management
system. The acahual management system showed better conditions of luminosity, temperature
and humidity for the cultivation of vanilla in the Totonacapan region. The aroma quality of the
cured vanilla fruits is determined by the genotype that defines the chemotype to which the
cultivar belongs, and not by the management. Thereby, the cured vanilla fruits are more similar
because of their genetics that determine the quality of the aroma than the management system in
which they are grown. The management affects the intensity of the quality of the aroma, thus the
cured fruit of the QI chemotype, which has been subjected to cultivation for a shorter time,
showed variation in the aroma characteristics depending on the management system. The QVI
chemotype, which has been cultivated most frequently, expressed its aroma similarly in different

environments.

Key words: Aroma, physicochemical characteristics, fruits, management system, Vanilla
planifolia.
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2.1 INTRODUCCION

En la naturaleza las plantas estan expuestas a factores bidticos y abi6ticos con los cuales han co-
evolucionado, y la presion ejercida a lo largo del proceso evolutivo desarrolla rutas de biosintesis
a través de las cuales sintetizan y acumulan en sus 6rganos una gran variedad de metabolitos
secundarios, a partir de los cuales se logra la base del rendimiento y calidad de productos
cultivados, principal criterio para su seleccion y mejora (Radusiené et al., 2012). Los olores en
las plantas son un rasgo evolutivo, que realizan mediante la expresién de determinadas enzimas
implicadas en la biosintesis de una compleja mezcla de compuestos volatiles de bajo peso
molecular (Dudareva et al., 2004). Muchos de ellos desempefian una importante funcion en las

interacciones entre las plantas y el medio que las rodea (Austin y Ballaré, 2014).

Durante el proceso de beneficiado de la vainilla se han identificado alrededor de 200 compuestos
volatiles, incluyendo &cidos, éteres, alcoholes, ésteres, fenoles, entre otros (Sinha et al., 2008).
De estos compuestos volatiles cuatro fenoles son reconocidos como indicadores de calidad
comercial a causa de sus altas concentraciones y papel importante en el aroma: (1) la vainillina,
(2) p-hidroxibenzaldehido, (3) acido vanillico y (4) acido p-hidroxibenzodico (Wescott et al.,
1994; Sostaric et al., 2000; Pérez-Silva et al., 2006; Sharma et al., 2006). En el beneficiado no
solo se modifican propiedades quimicas del fruto de vainilla sino también propiedades
fisicoquimicas como color, flexibilidad, pH, actividad de agua, azucares, entre otras (Sharma et

al., 2006; Luna-Guevara et al., 2016).

Las propiedades fisicoquimicas y aromaticas de frutos beneficiados de vainilla han sido
utilizadas como indicadores de la calidad fisica y organoléptica, por quien la consume tanto en

fruto como alguno de los diversos subproductos, como extracto, artesania, molida, etc. (Xochipa-

15



Morante et al., 2016). EI conocimiento de las condiciones de manejo, asi como el proceso de
beneficiado influyen en el aroma, ya que la variacion en la calidad organoléptica esta
determinada por el método de curado de los frutos de vainilla (Bory et al., 2008; Lubinsky et al.,

2008; Xochipa-Morante et al., 2016).

Dentro de la region del Totonacapan el aroma ha sido el factor de seleccion a través de los afios,
lo que origind variacion quimiotipica (Salazar-Rojas et al., 2010) identificada con variacion
genética a nivel infraespecifica en el germoplasma de vainilla (Herrera-Cabrera et al., 2012). En
la variacion equiparada el genotipo GVI correspondio al quimiotipo QI, el genotipo GV al
quimiotipo QII y quimiotipo QIIl, el genotipo GIV al quimiotipo QIV, el genotipo GIII al

quimiotipo QVI y el genotipo GlI al quimiotipo QV (Herrera-Cabrera et al., 2016).

Por lo que el presente estudio tuvo como objetivo determinar la influencia del manejo de cultivo
en acahual y en malla sombra en las caracteristicas fisicoquimicas y aromaticas de los frutos

beneficiados de dos quimiotipos (Ql y QVI) de V. planifolia de la region del Totonacapan.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron los frutos de dos quimiotipos de vainilla (Vanilla planifolia J.) diferentes por sus
componentes del aroma y su variacion genotipica, el quimiotipo QI perteneciente al genotipo
GVI caracterizado por la alta participacion de los compuestos minoritarios (acido vanillico, p-
hidroxibenzaldehido y acido p-hidroxibenzoico) y baja participacion de vainillina; y el
quimiotipo QVI perteneciente al genotipo GlII que se destaca por notas intensas de vainillina con

una participacibn de medio a alto de los compuestos menores (acido vanillico, p-
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hidroxibenzaldehido y &cido p-hidroxibenzdico) (Salazar-Rojas et al., 2011; Herrera-Cabrera et

al., 2012).

Se colectaron frutos de V. planifolia de 32 semanas de madurez provenientes de las localidades
de la region del Totonacapan: 1° de Mayo (Quimiotipo QVI) y Puntilla Aldama (Quimiotipo
QVI) del Estado de Veracruz; Finca 20 Soles (Quimiotipo QI) en Veracruz y Pantepec
(Quimiotipo QI) del Estado de Puebla. Todos los frutos se sometieron a un mismo proceso de
beneficiado tradicional por 14 semanas, realizado por el maestro beneficiador Don Veremundo
Rodriguez para el posterior analisis de las propiedades fisicoquimicas y compuestos aromaticos

(&cido p-hidroxibenzoico, &cido vanillico, p-hidroxibenzaldehido y vainillina).

En el Cuadro 2.1 se describe la ubicacion de recolecta de material vegetal (genotipo/quimiotipo)
y condiciones ambientales en cada sistema de manejo de la vainilla en la regién del Totonacapan,

Meéxico.
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Cuadro 2.1 Ubicacion de localidades de recolecta de vainilla en la region del Totonacapan,
MEéxico.

Localidad/
municipio/
estado/
Coordenadas
geograficas

Sistema
de
manejo

Temperatura Humedad  Radiacion
promedio relativa  interceptada
(°C) (%) (%)

Altitud
(msnm)

Quimiotipo
/Genotipo

Finca 20 Soles,
Papantla,
Ql/GVI Veracruz. 180 23.5 75 79
20°25'38.91"N,
97°18'44.47"0
Acahual
1° de Mayo,
Papantla,
QVI /Gl Veracruz. 100 27.5 72 60
20°17'45.18"N,
97°15'51.96"0

Pantepec,
Puebla.
QI /GVI 20°30'17.63"N, 290 29.0 66 30
97°53'22.70"0
Malla
sombra Puntilla
Aldama, San
Rafael,
Veracruz.
20°14'4.49"N,
96°54'13.75"0

QVI /Gl 12 22.5 90 45

Caracteristicas fisicoquimicas de frutos beneficiados

Los frutos beneficiados fueron evaluados en sus caracteristicas fisicoquimicas de acuerdo a los

siguientes procedimientos:
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Dimensiones (largo, ancho y grosor en milimetros). Se determind en nueve frutos de cada
quimiotipo 'y sistema de manejo, con un vernier digital (Digimatic Caliper

Mitutoyo/ZEROABS).

Color (L*, &ngulo hue y croma). Se determind de la parte media de nueve frutos de cada
quimiotipo y sistema de manejo, utilizando un colorimetro (Hunterlab, ColorFlex-45, VA, EUA)
(Francis y Clydesdale 1975; McLaren 1976). Con los valores de a* y b* se calculo el &ngulo hue
(h°) y la pureza del color representado por croma (C*), mediante las formulas de las ecuaciones

ly2:

Angulo hue (h°), corresponde al atributo cualitativo de la coloracion, y se calculo por la ecuacion

(1):
o_ -1 E .z
h°=tan (a) (Ecuacion 1)

Croma (C*), es el grado de diferencia de un tono en comparacion con un color gris con la

luminosidad, se calculd con la ecuacion (2):
C*=+a*2 4+ b*?> (Ecuacion 2)

Flexibilidad. Se determiné como la fuerza necesaria para doblar el fruto (Kg") utilizando un
texturémetro TA.XT plus (Texture Technologies, Surrey, UK) y un punzén cilindrico de 20 mm
de diametro TA-212. Las pruebas se realizaron en cuatro frutos enteros de cada quimiotipo y

sistema de manejo a una velocidad de 5.0 mm-s™ con un recorrido final de 10 mm.
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Actividad de agua. Se determiné en cuatro frutos de cada quimiotipo y sistema de manejo de
cultivo, a partir de un corte de la seccion media de fruto beneficiado, a través de un higrometro

de punto de rocio Decagon Aqualab Serie 3 (Decagon Lab).

pH. Se determin6 directamente en la parte media de cuatros frutos beneficiados de cada
quimiotipo y sistema de manejo, mediante un electrodo de contacto (HANNA Instruments, WPA

CD310).

Porcentaje de humedad. Se determind en cuatros frutos beneficiados de cada quimiotipo y

sistema de manejo por medio del método de estufa de aire (AOAC 930.15).

Azucares solubles totales (AST). Se determinaron por medio del método de Antrona de acuerdo
con Montreuil et al. (1997) con modificaciones para un micro-método. Se utilizaron seis frutos
de cada quimiotipo y sistema de manejo. De cada fruto se pesaron 100 mg, y se adiciono 5 ml de
etanol al 80 %, y se llevé a bafio maria con temperatura de 70 °C, este proceso se repitié cinco
veces sucesivamente y los extractos obtenidos se conjuntaron en un frasco y se colocaron en una
estufa a 50 °C por 24 h hasta sequedad del extracto, el cual posteriormente se re-suspendio en 1

mL de agua destilada. Esta muestra se mantuvo en almacenamiento a -20 °C hasta el anélisis.

Para el ensayo del andlisis se realizaron diluciones de 1:100 (12 pL de extractos y 1188 uL de
agua destilada) de los extractos, con la finalidad de que la concentracion quedara dentro de la
curva de calibracion realizada con glucosa. Posteriormente se tomaron 600 pL de las diluciones
y se agregaron 600 pL de agua destilada. Para realizar el ensayo se tomaron 3 mL de reactivo de
antrona y se agregaron a los extractos en hielo por 5 min para después transferirlos a bafio maria
por 10 min. Por ultimo antes de la lectura se colocaron los extractos nuevamente en hielo por 5

min. Las determinaciones de azlcares solubles totales se detectaron mediante un
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espectrofotometro UV-Vis (Evolution 300, Thermo Scientific) a una absorbancia de 625 nm,
utilizando glucosa como estandar para la curva de calibracién en un rango de concentracion de 0-

250 ng'mL™. Los contenidos de azlicares fueron expresados en g-100g™ de MS.

Determinacion de glucosa, fructosa y sacarosa por método enzimatico. Se utilizé el mismo
extracto que para azucares solubles totales. Glucosa, fructosa y sacarosa se cuantificaron de
manera secuencial mediante curvas estandares de calibracion preparadas previamente (Scholes et
al., 1994). Para su lectura se realizaron diluciones de 1:10 de las extracciones para que estas
quedaran dentro de la curva de calibracion. Para cada estandar de glucosa, fructosa y sacarosa se
hizo una solucion stock con 15 mg de cada azucar que se disolvieron en 6 mL de agua destilada
para tener una concentracion de 2.5 mg-mL™. De esta solucién se colocaron 0, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 y 100 uL en tubos eppendorf, los cuales se aforaron a 1000 puL con agua destilada.

Para obtener las concentraciones de 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225 y 250 pg.

Para medir los azucares solubles de cada ensayo se colocaron 200 pL de amortiguador HEPES
100 mM (pH 7.5), 10 uL de NAD 40 mM (Sigma), 10 pL de ATP 100 mM pH 7 (Sigma), 10 uL
de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Roche), y 10 pL de la muestra del extracto de cada muestra

0 10 pL de la solucién de estandares.

Para la evaluacion de glucosa, a cada ensayo se adiciond 10 pL de hexocinasa (0.05 U por 1 pL
de amortiguador HEPES) (Roche) y se dejo actuar durante 20 min antes de hacer la lectura a 340
nm. El contenido de fructosa se determin6 después de agregarle 10 pL de fosfoglucosa isomerasa
(0.06 U por 1 pL de amortiguador HEPES) (Roche) y 20 min después se tomd la lectura.
Finalmente para la determinacion de sacarosa se adicionaron 10 pL de invertasa (0.8 U por 1 pL

de amortiguador HEPES) (Sigma) y se dejo 20 min a temperatura ambiente antes de registrar la
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lectura. Para todas las lecturas se utiliz6 un espectrofotometro lector de microplacas (Multiskan
Ascent, Labasytem, Thermo). Los resultados obtenidos se expresaron en porcentaje (%) con base

a materia seca (g-100g™ de MS).
Componentes del aroma de frutos beneficiados.

Se realiz6 la cuantificacion de los principales compuestos aromaticos responsables del aroma de
la vainilla: &cido p-hidroxibenzoéico (C1), &cido vanillico (C2), p-hidroxibenzaldehido (C3) y
vainillina (C4), por medio de HPLC de los frutos beneficiados provenientes del ejido 1° Mayo,
Papantla, Veracruz, finca 20 Soles, Papantla, Veracruz, Puntilla Aldama Veracruz y Pantepec,
Puebla; de acuerdo con el procedimiento de Cicchetti y Chaintreau (2009). Asi como los indices
propuestos por Salazar-Rojas et al. (2012) que relacionan el contenido de compuestos
minoritarios con la vainillina para inferir si existe relacion entre la concentracion de los
diferentes compuestos: la sumatoria de compuestos minoritarios (3CM= C1+C2+C3); la
interaccion de los compuestos minoritarios en proporcion al contenido de vainillina (C1/C4,
C2/C4, C3/C4, C1+C2/C4) y la proporcion total de los compuestos minoritarios entre el

contenido de vainillina (>CM/C4).

La extraccion consistio en triturar individualmente cuatro frutos secos beneficiados de cada
quimiotipo y sistema de manejo en un molino marca Kurps Gx4100 con 25000 rpm. Posterior se
pesd 0.05 g de cada muestra molida agregando 18 mL de solucién etanol-agua (1:1) grado
HPLC, agitarlo, 24 horas después se toma 1 mL del extracto con un jeringa, se filtra con un
acrodisco de 0.45 um (PALL Life Sciences, membrana GHP, 13 mm), y 10 pL de cada muestra
se inyecta a un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (HPLC) serie 200 marca Perkin

Elmer, utilizando una fase mdévil de H3PO, 0.01M: metanol (75:25). Se usé el software
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TotalChrom® Chromatography Data System (CDS) con un tiempo de cada corrida de 28

minutos a una temperatura de 30 °C con una columna Perkin Elmer®, C18 5®, 250x4.6mm.

Analisis estadistico

Se realizd un disefio estadistico donde se consideré a frutos beneficiados de cada quimiotipo y
sistema de manejo, como fuente de variacion. Se evaluaron las variables fisicoquimicas: azucares
solubles totales, sacarosa, fructosa y sacarosa, pH, % de humedad, Actividad de agua (Aw),
Flexibilidad, Largo, Ancho, Grosor, relaciones Flexibilidad/Largo, Flexibilidad/Ancho vy
Flexibilidad/Grosor, variables referentes a color Luminosidad, Chroma y Hue, y compuestos
aromaticos: acido p-hidroxibenzdico, acido vanillico, p-hidroxibenzaldehido y vainillina. Los
datos fueron analizados mediante un disefio completamente al azar, desbalanceado (PROC GLM,

SAS, 2002).

La comparacion de medias entre frutos beneficiados de cada quimiotipo y sistema de manejo se
realiz6 mediante la prueba de Tukey. La estadistica multivariada se realizé mediante los analisis
de componentes principales (ACP) y conglomerados (clusters) con distancias euclidiana y
ligamento promedio como medida de distancia y método de agrupamiento, por medio de paquete

estadistico SAS V9.0 (SAS, 2002).

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del tratamiento sobre las propiedades fisicoquimicas

El analisis de varianza realizado para valorar el efecto del sistema de manejo en las
caracteristicas fisicoquimicas de los frutos beneficiados del quimiotipo QI y quimiotipo QVI,

indico que para la mayoria de las variables evaluadas hubo diferencias estadisticas (P<0.05),
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entre sistemas de manejo, entre quimiotipos y en la interaccion sistema de manejo x quimiotipo.
Cabe destacar que los coeficientes de variacion tuvieron en general valores bajos, en un rango

entre 0.99y 16.22 % (Cuadro 2.2).

Los frutos beneficiados tuvieron una amplia variacion en relacion con sus propiedades
fisicoquimicas, ocasionados probablemente por la diversidad de ambiente y condiciones de
manejo existentes dentro de los diferentes sistemas de manejo en la region del Totonacapan
(Cuadro 2.3). Montoya (2010) menciona que un determinado quimiotipo puede tener una calidad
aromatica similar pero en cuanto a propiedades fisicoquimicas, estas pueden variar por la
condicion propia del manejo como luz, temperatura, etc. En vainilla se debe tener en cuenta que
la calidad aromaética, especialmente el contenido del vainillina, esta determinada genéticamente
(Ranadive, 1992; Sanchez et al., 2001; Salazar-Rojas et al., 2012), sin embargo las propiedades
fisicoquimicas de los frutos beneficiados pueden ser afectados por factores ambientales, en el
caso del tamafio de los frutos (Hernandez-Hernandez et al., 2011). Por lo que este cultivo
depende en gran medida del manejo adecuado de la luz, ya que es el factor ambiental con mayor
influencia sobre la fotosintesis de las plantas y por lo tanto sobre su crecimiento, su

supervivencia y, la adecuada aclimatacion en diferentes habitats (Puthur, 2005).
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Cuadro 2.2 Medias, coeficientes de variacion y cuadrados medios de las caracteristicas
fisicoquimicas de frutos beneficiados de Vanilla planifolia de la region del
Totonacapan, México.

Cuadrados medios
Variables Media CV (%)

Sistema de SistMan *

manejo Quimiotipo Quimiotipo Error

AST (%) 2332 13.98 171.27*** 174.90*** 169.46***  10.63
Glucosa (%) 12.05 13.77  29.26*** 28.32* 29.74%* 2.75
Fructosa (%) 597 16.22  9.05*** 13.06**  7.05* 0.94
Sacarosa (%) 551 1595 26.26*** 9.46** 34.67*** 0.87
pH 443 339 0.08*  0.09"° 0.07" 0.02
Humedad (%)  41.09  7.73 13.73%  10.97™ 15,12N° 10.1
Aw 0.84 099  0.0002"° 0.0004*  0.00014"°  0.00007

Flexibilidad 111.34 7.87  1250.83** 406.02* 1673.24***  76.8
Largo (mm) 179.68 3.99 1034.52*** 1740.97*** 681.30** 51.6

Ancho (mm) 6.58 10.73 2.91*  3.27* 2.73* 0.49
Grosor (mm) 345  7.65 1.04%*%  1.45%* 0.83** 0.07
Flexibilidad/Largo 0.62  8.23 0.01*  0.001M® 0.01* 0.003
Flexibilidad/Ancho 17.05 11.64  13.16"° 3.90"° 17.78* 3.94
Flexibilidad/Grosor 32.42 11.44  24.03"° 41.08"° 15.51N° 13.77
L* 19.37 473 7.37**  20.94%** (59" 0.84
Croma 438  9.83  552%*x G O4xRx 4 gQrrE 0.18
Angulo hue 230.51 1.72 28.09"  22.50™° 30.89"° 15.76

* = P<0.05; ** = P<0.001 ***=P<0.0001; NS = no significativo. SisMan = Sistema de manejo,
CV= coeficiente de variacion.

Los valores mas altos de azlcares solubles totales (AST) y de los azucares glucosa, fructosa y
sacarosa se presentaron en el sistema de manejo en acahual en el quimiotipo QI (Cuadro 2.3).
Los azucares en las plantas se originan de la fotosintesis y son los principales compuestos

quimicos que almacenan la energia radiante del sol (BeMiller y Huber, 2017). Sin embargo, las
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temperaturas altas pueden dafiar los componentes fotosintéticos de las hojas y reducir la tasa de
asimilacion de diéxido de carbono, en comparacion con los ambientes que tienen temperaturas
Optimas. La sensibilidad de la fotosintesis al calor, se debe principalmente al dafio de los
componentes del fotosistema Il (membranas de tilacoides del cloroplasto) y a la alteracién en las
propiedades de la membrana (Al-Khatib y Paulsen, 1999). Lo anterior se comprueba tomando
como base la radicacion interceptada en el sistema de malla sombra para el quimiotipo QI que
fue de 30 % y para el quimiotipo QVI de 45 %, en comparacion con el sistema de acahual que
tuvo 79 % en el quimiotipo QI y 60 % en el quimiotipo VI (Cuadro 2.1). Esto pudo haber
propiciado que los azucares, fructosa y sacarosa, en el sistema de manejo de malla sombra que
tuvo una intensidad mayor de radiacion solar, afectara la sintesis de azucares por la condicién de

estrés luminico en el ambiente.

El pH presentd un rango estrecho de valores entre 4.23 y 4.57 (Cuadro 2.3), y aunque los frutos
del quimiotipo QI cultivados en el sistema de manejo de malla sombra tuvieron el valor de pH
mas alto, solo fue significativamente superior al valor de pH del quimiotipo QVI cultivado
también en malla sombra. Lo que muestra que este sistema de manejo afecto esta variable en

funcion del quimiotipo.

El contenido de humedad no manifesté diferencia entre condiciones de manejo y quimiotipos, a
pesar de que se obtuvieron valores altos con intervalo de 38.34 a 42.24 % (Cuadro 2.3), en
relacion con la norma NOM-182-SCFI-2011, que sefiala un intervalo en el porcentaje de
humedad de 25-38 %. La Aw de los frutos beneficiados mostro un rango muy reducido (0.83 a
0.85) (Cuadro 2.3), solo los frutos del quimiotipo QI de sistema de manejo en malla sombra

tuvieron una Aw menor que los del quimiotipo QVI de ambos sistemas de manejo de cultivo.
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La flexibilidad de los frutos mostrd un intervalo amplio (96.52-136.25 Kg") (Cuadro 2.3), al
igual que las dimensiones de largo (170.25-203.12 mm), ancho (5.77-7.78 mm) y grosor (2.97-
4.17 mm) (Cuadro 2.4). Particularmente, los frutos beneficiados del quimiotipo QVI mostraron

los valores mas altos en el sistema de produccion en acahual.

Por lo que el sistema de acahual al tener una cantidad de radiacion interceptada mayor ocasiona
condiciones Optimas para el proceso de fotosintesis y un crecimiento adecuado de frutos en
comparacion con el sistema de produccion en malla sombra. Esto coincide con lo mencionado
por Diez et al. (2017), quienes plantean que las condiciones ambientes del sistema de acahual
como la vegetacion secundaria, la captura de agua, captura de carbono y luminosidad propician
un adecuado crecimiento de la planta de vainilla en comparacion con el sistema de produccion en

malla sombra.

Los indices flexibilidad en relacion con largo, ancho y grosor (Cuadro 2.4), muestra
indirectamente la deformacién del fruto beneficiado y el retorno a su forma original en relacion
con sus dimensiones. Los indices flexibilidad/ancho y flexibilidad/grosor no mostraron
diferencia significativa entre quimiotipos ni en las condiciones de manejo de cultivo evaluadas.
El indice de flexibilidad/largo tuvo su valor mas alto en el quimiotipo QVI cultivado en el
sistema de acahual, a su vez cabe destacar que esta condicion de manejo también mostro el valor
de largo mayor entre las demas condiciones. Por lo que el sistema de acahual no solo propicio

frutos mas largos sino una flexibilidad adecuada.

El valor de luminosidad (Cuadro 2.4) fue mayor en los frutos beneficiados del quimiotipo QVI,
en ambos sistemas de manejo, que refleja frutos con una apariencia de mayor brillo. La

evaluacion de Croma, definido como el grado de diferencia de un tono en comparaciéon con un
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color gris con la luminosidad, es decir la saturacion del color, mostré a los frutos del sistema de
manejo de malla sombra de quimiotipo QVI como aquellos con mayor intensidad del color,
mientras que los frutos de quimiotipo QI en el mismo sistema de manejo, manifestaron el valor
mas bajos, es decir, estos frutos tienen tonos mas grises y por tanto, son frutos con color opaco

(menos brillantes) (Cuadro 2.4).

La variable del &ngulo Hue, definido como el angulo de tono o la pureza del color, no manifestd
variacion en las diferentes condiciones de manejo en los quimiotipos, sin embargo, los valores
medios de ambos quimiotipos en la condicion de acahual fue menor en comparacion con los
frutos cultivados en el sistema de malla sombra, por lo que los frutos en acahual presentaron un
color mas claro (228.89-229.31), mientras que los frutos en malla sombra fueron mas obscuros

(230.20-233.65) (Cuadro 2.4).
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Cuadro 2.3 Promedio de caracteristicas fisicoquimicas de frutos beneficiados de dos quimiotipos de Vanilla planifolia en dos sistemas
de manejo de cultivo de la regién del Totonacapan, México.

Sistema de Quimiotipo AST Glucosa Fructosa Sacarosa oH Humedad Aw Flexibilidad
manejo (%) (%) (%) (%) (%) (Kg")
Ql 2056%  14.46°%  7.44°%  7.88%  4.44%®  4160° 0.84%  101.44°
Acahual QVI 19.52° 1016 555°  438°  447%® 3834%® 085%  136.25°2
Ql 21.48° 1142° 572"  416° 457%  4224% 083"  111.17°
Malla sombra QVI 2270° 1216 518"  561° 423°  41.18% 085° 96.52 "
DMS 4.16 2.12 1.23 1.19 0.31 6.67 0.01 18.39

Letras diferentes en cada columna indican diferencia significativa Tukey (P<0.05).

Cuadro 2.4 Promedio de caracteristicas fisicas de frutos beneficiados de dos quimiotipos de Vanilla planifolia en dos sistemas de
manejo de cultivo de la region del Totonacapan, México.

Sistema o Largo  Ancho Grosor  Flexibilidad Flexibilidad Flexibilidad
_ Quimiotipo L* Croma  Hue
de manejo (mm) (mm) (mm) / Largo / Ancho / Grosor
" Ql 168.25° 6.48% 2.97° 0.60® 15.79 2 3464°  18.42° 457" 228.89°
Acahua
QVI 203.12% 7.78° 4.17° 0.67°2 17.73°2 32.69° 2062 4.40° 22931°
Malla Ql 170.25° 5.77° 3.33° 0.65% 19.30° 33.41%  18.46° 3.12° 230.20°
sombra QVI 177.10° 6.29° 3.34° 0.55° 15.39 2 28.95%  20.00% 544°% 23365°
DMS 15.08 1.48 0.55 0.10 4.17 7.79 1.48 0.69 6.41

Letras diferentes en cada columna indican diferencia significativa Tukey (P<0.05).
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Distribucion de la variacién de las propiedades fisicoquimicas

La dispersion de los cuatro tratamientos de sistema de manejo de cultivo y quimiotipos de V.
planifolia representada en el espacio determinado por los tres primeros componentes principales,
explico en conjunto 100 % de la variacion global acumulada para las 12 variables estudiadas
(Cuadro 2.5). Con el primer componente (CP1) se explicd 46 % de la variacion total de las
propiedades fisicoquimicas relacionadas con el contenido de glucosa, flexibilidad, largo y grosor
de los frutos beneficiados. EI segundo componente (CP2) explicé 34 % de la variacion total y
estuvo determinado por el pH, Aw, relacion flexibilidad/grosor, asi como el valor del indice de
color Croma. El tercer componente principal (CP3) explico 20 % de la variacion y se definio por

el contenido de fructosa, sacarosa, ancho y el angulo Hue (Cuadro 2.5).

De acuerdo con la distribucion espacial de los primeros tres componentes principales, se
distinguieron cuatro grupos (Figura 2.1). Con base en el CP1 el tratamiento con mayor
proporcion de azucares solubles totales, glucosa, flexibilidad, largo y grosor se colocaron en el
lado superior del grafico (Grupo 1), representando por el sistema de manejo de acahual del
quimiotipo QVI; mientras que los grupos que presentaron una menor cantidad se colocaron en el
lado negativo (Grupo II, 111y V). EI CP2 reuni6 los valores de pH, Aw, la relacion entre
flexibilidad y grosor e indice de color Croma, en el cuadrante positivo donde se exhiben los
valores positivos se localizaron los grupos 111 y 1V, integrados por los sistemas de manejo en
acahual y malla sombra del quimiotipo QI; mientras en el cuadrante negativo se apreciaron los
grupos | y Il compuestos por los sistemas de manejo de acahual y malla sombra del quimiotipo
QVI. El CP3 representa los valores de fructosa, ancho y angulo Hue donde los grupos I, 11 y IV
en la seccién positiva mostraron un mayor contenido de estas variables; mientras en el eje

negativo el grupo Il mostro un menor contenido.
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Cuadro 2.5 Valores propios, vectores propios y proporcion acumulada de la variacion explicada
por cada variable en las primeras tres primeras dimensiones de la caracterizacion de
las propiedades fisicoquimicas de los cuatro tratamientos de V. planifolia.

Componente principal (CP)

Variables
CP1 CP2 CP3
AST (%) -0.305182  0.077154  0.264907
Glucosa (%) -0.332151  0.049945 0.188968
Fructosa (%) -0.199167 0.204189 0.365825
Sacarosa (%) -0.283161  -0.020562 0.332182
pH 0.123021 0.38934 -0.001182
Humedad (%) -0.291761  0.043654 -0.310015
Aw -0.006201  -0.356561 0.279649
Flexibilidad 0.33605 0.073806 0.156275
Largo (mm) 0.31659 -0.141267 0.170424
Ancho (mm) 0.242203 -0.122753 0.368108
Grosor (mm) 0.345683 -0.091922 0.060944
Flexibilidad/Largo 0.260465 0.272131 0.104948
Flexibilidad/Ancho 0.208783 0.28962 -0.225879
Flexibilidad/Grosor -0.005937 0.363718 0.2631
L* 0.239149 -0.303555 0.067536
Croma -0.099354 -0.376197 0.173051
Angulo hue -0.080906 -0.309826 -0.342316
Autovalor 7.85380292 5.81277838  3.3334187
Proporcién 0.462 0.3419 0.1961
Acumulada 0.462 0.8039 1

Los valores en negritas indican las variables que influyen méas en cada uno de los componentes principales.
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Figura 2.1 Dispersion de los sistemas de manejo de cultivo y quimiotipos de Vanilla planifolia
con base en los tres primeros componentes principales del andlisis de 12 variables
agrupadas por medias. QI Ac: Quimiotipo QI en acahual, QI MS: Quimiotipo QI en
malla sombra, QVI Ac: Quimiotipo QVI en acahual, QVI MS: Quimiotipo QVI en
malla sombra.

Agrupamiento de la variacion

El analisis de conglomerados mostrdé que los diferentes sistemas de manejo de cultivo y la
variacion de los quimiotipos de V. planifolia respondieron al patron de agrupamiento observado
mediante analisis de componentes principales. En conjunto con el diagrama de cluster con una
linea de corte de 0.9 se muestra que fueron diferentes las propiedades fisicoquimicas de los
frutos beneficiados provenientes de los diferentes sistemas de manejo (Figura 2.2). Se observo

que lo que agrupa por similitud a los frutos beneficiados es el quimiotipo al que pertenece el
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cultivar, y no el diferente manejo. Es decir los frutos beneficiados de vainilla son mas similares
por su genética que determina las propiedades fisicoquimicas, que por el sistema de manejo en

que se cultiven.
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Figura 2.2 Dendograma de los sistemas de manejo de cultivo y quimiotipos de Vanilla planifolia
con base en las propiedades fisicoquimicas en la Region del Totonacapan, México.
QI Ac: Quimiotipo QI en acahual, QI MS: Quimiotipo QI en malla sombra, QVI Ac:
Quimiotipo QVI en acahual, QVI MS: Quimiotipo QVI en malla sombra.

Efecto del tratamiento en la concentracion de compuestos del aroma

La calidad aromética comercial de la vainilla (Vanilla planifolia J.) estd determinada por tres
compuestos fendlicos minoritarios (CM): acido p-hidroxibenzoico (C1), acido vanillico (C2), p-
hidroxibenzaldehido (C3), estos primeros tres son denominados compuestos minoritarios (CM);
y la vainillina (C4).

El analisis del efecto del sistema de manejo de cultivo y quimiotipos de V. planifolia sobre la

concentracion de compuestos aromaticos mostro coeficientes de variacion (CV) entre 6.3 y 14.5
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%. En todas las variables analizadas se observaron diferencias significativas (p<0.0001) (Cuadro
2.6). Al respecto Ranadive (1992) sefiala que los compuestos responsables del aroma de la
vainilla en los frutos beneficiados de vainilla son influenciados cuando se cultiva en diferentes

regiones, y que el acido vanillico y vainilla son los compuestos mas sensibles a estos cambios.

Con respecto al quimiotipo el compuestos del aroma vainillina (C4) y el indice sumatoria de
acido p-hidroxibenzoico y acido vanillico respecto a la vainillina (C1+C2/C4) no presentaron
diferencia significativa. Lo anterior pudo deberse a las caracteristicas propias de cada quimiotipo
que existe en la region del Totonacapan. La relacion entre sistema de manejo y quimiotipo
también mostro diferencia significativa en la mayoria de los compuestos responsables del aroma
de la vainilla, con excepcion en acido p-hidroxibenzoico (C1), &cido vanillico (C2), sumatoria de
compuestos minoritarios y su relacion respecto a vainillina (3CM/C4) y la relacién de acido p-

hidroxibenzoico respecto a vainillina (C1/C4).
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Cuadro 2.6 Medias, coeficientes de variacion y cuadrados medios de compuestos del aroma e
indices de proporcién y propiedades fisicoquimicas de frutos beneficiados de Vanilla
planifolia de la region del Totonacapan, México. C1: &cido p-hidroxibenzdico, C2:
acido vanillico, C3: p-hidroxibenzaldehido, C4: vainillina, Y>CM: Compuestos

Minoritarios (C1+C2+C3).

Media CcVv

Cuadrados medios

Variables _
(ppm) (%) Sistema de
manejo

T SistMan *
Quimiotipo Quimiotipo Error

Compuestos del aroma e indices de proporcion
C1 284.34 1153 9992.42**
C2 736.84 13.1 58017.86*
C3 740.09 10.25  255994.81***
C4 20274.15 6.5  21144433.51***
>CM 1761.28 6.31 161046.49***
>CM/C4  0.087 8.34 0.0006***
Cl/C4 0.014 11.55 0.00003***
C2/C4 0.036 14.57 0.0002**
C3/C4 0.037 10.61 0.0006***
C1+C2/C4  0.05 11.8 0.0002*

26122.80** 1927.23""  1076.49
103334.12* 35359.73""  9319.51
606932.14***  80526.15**  5765.35
7572348.20N°  27930476.16%* 17412.64
383442.38***  49848.55*  12359.98

0.001%** 0.0001"" 0.00005
0.0001*** 0.000004™"  0.000002

0.0001* 0.0003** 0.00006
0.002%** 0.00005* 0.00001
0.00001N" 0.0003** 0.00003

* = P<0.05; ** = P<0.001 ***=P<0.0001; NS = no significativo. SisMan = Sistema de manejo,

CV= coeficiente de variacion.

De acuerdo con los resultados del analisis de Tukey (Cuadro 2.7), se observa que el compuesto

en menor concentracion fue el acido p-hidroxibenzéico (C1) con valores promedios entre 222.51

a 329.53 ppm; el p-hidroxibenzaldehido (C3) presento los valores méas altos en frutos

pertenecientes a quimiotipo QVI en acahual y quimiotipo QVI en malla sombra. El valor mas

alto de vainillina (C4) lo presento los frutos de quimiotipo QI en acahual, seguido de quimiotipo

QVI en acahual. Con estos resultados se debe tener en cuenta que la calidad aromatica de la

vainilla, especialmente el contenido del vainillina, esta directamente relacionado con diversos
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factores como el ambiente, madurez del fruto, tipo de beneficiado, pero sobre todo por los
criterios de seleccion de los productores respecto al aroma y los diferentes sistemas de cultivo
(Ranadive, 1992; Sanchez et al., 2001; Salazar-Rojas et al., 2012; Xochipa-Morante et al., 2016;
Diez et al., 2017). Cabe destacar que los frutos beneficiados que presentaron un mayor contenido
de compuestos minoritarios fueron los del quimiotipo QVI, en ambos sistemas produccién,

acahual y malla sombra (Cuadro 2.7).
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Cuadro 2.7 Promedio de los compuestos del aroma e indices de proporcién de frutos beneficiados de Vanilla planifolia de la region
del Totonacapan, México.

Sistema o C1l C2 C3 C4 >CM
~ Quimiotipo SCM/C4 Cl1/C4 C2/C4 C3/C4 C1+C2/C4

de manejo (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)
" Ql 265.36  738.94% 684.38° 23487.5% 1688.68™ 0.07° 0.01° 0.03° 0.03° 0.04°

Acahua

QVI 319.97°% 708.57% 963.08% 20363.9° 1991.62% 0.10° 0.02® 0.04° 005* 0.05%
Malla Ql 22251° 895.49% 406.28° 18436.7° 1524.28° 0.08%® 0.01° 0.05% 0.02° 0.06°
sombra QVI 3290.53% 604.40° 906.63% 18808.5° 1840.56® 0.10* 0.02® 0.03° 005* 005

DMS 68.87 202.66 159.4 2770.1 233.39 0.01 0.003 0.01 0.008 0.01

Letras diferentes en cada columna indican diferencia significativa Tukey (P<0.05). C1: &cido p-hidroxibenzoico, C2: &cido vanillico,
C3: p-hidroxibenzaldehido, C4: vainillina, XCM: Compuestos Minoritarios (C1+C2+C3).
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Tanto en acahual como en malla sombra, el quimiotipo QVI tuvo la concentracién mayor de p-
hidroxibenzaldehido y acido p-hidroxibenzoico, y el quimiotipo QI la concentracion mayor de
acido vanillico (Figura 2.3). Esto concuerda con lo mencionado por Ranadive (1992) quien
observd que el contenido de acido vanillico es influenciado por la zona de cultivo de la vainilla.
En conjunto los tres compuestos minoritarios se concentraron en mayor cantidad en quimiotipo

QVI, independientemente del sistema de manejo, acahual y malla sombra (Figura 2.3).

B Acido p-hidroxibenzoico [ Acido vanillico B p-Hidroxibenzaldehido

a L

v ]
o ]

Malla

sombra

0 500 1000 1500 2000

Acahual

ppm
Figura 2.3 Concentracion de compuestos minoritarios en dos quimiotipos (QI y QVI) de Vanilla

planifolia cultivados en acahual y malla sombra en la Regiéon del Totonacapan,
Meéxico.
La concentracion més alta de vainillina se detectd en los frutos beneficiados del sistema de
acahual, quimiotipo QI seguido del quimiotipo QVI (Figura 2.4). Lo que sugiere que el sistema

de manejo de produccién de vainilla influye en el contenido de vainillina, que involucra factores

ambientales adecuados para la expresion de este compuesto, ademas de la madurez del fruto, tipo
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de beneficiado (Xochipa-Morante et al., 2016), y de los criterios de seleccion de frutos por parte
de los productores dependiendo del aroma (Salazar-Rojas et al., 2012; S&nchez et al., 2001). Ya
que para el adecuado desarrollo de la planta de vainilla, se requiere de condiciones
microecoldgicas constantes, que den como resultado un ambiente favorable, con cantidad
adecuada de luz, de temperatura y de humedad (Puthur, 2005). En este trabajo, la radicacién
interceptada en el sistema de malla sombra para el quimiotipo QI fue de 30 % y para el
quimiotipo QVI de 45 %, en comparacion con el sistema de acahual que tuvo 79 % en el
quimiotipo QI y 60 % en el quimiotipo VI (Cuadro 2.1). Por lo que en el sistema de malla
sombra, pudo haber estrés luminico e hidrico para la planta de vainilla y fluctuaciones amplias en

la temperatura promedio.

QI 4

Acahual
QVI A

QI

Malla
sombra

QVI -

0 5000 10000 15000 20000

ppm

Figura 2.4 Concentracion de vainillina en dos quimiotipos (QI y QVI) de Vanilla planifolia
cultivados en acahual (Ac) y malla sombra (Ms) en la Region del Totonacapan,
México.
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Distribucion de la variacién de compuestos del aroma

Mediante el analisis de componentes principales se observd que la distribucién espacial de las
muestras representada por los tres primeros componentes principales explicdé 97 % de la

variacion total acumulada de las diez variables estudiadas referentes a los compuestos del aroma

de la vainilla (Cuadro 2.8).

Cuadro 2.8 Valores propios, vectores propios y proporcion acumulada de la variacion explicada
por cada variable en las primeras tres dimensiones de compuestos aromaticos. C1:
acido p-hidroxibenzoico, C2: &cido vanillico, C3: p-hidroxibenzaldehido, C4:
vainillina, CM: Compuestos Minoritarios.

Los valores en negritas indican las variables que influyen mas en cada uno de los componentes

principales.

Componente principal (CP)

Variables
CP1 CP2 CP3
C1l 0.314899 0.068489 0.660432
C2 -0.375275 0.092564 0.172296
C3 0.391764 -0.040148  -0.213413
C4 0.009141 -0.568556 0.328375
>CM 0.37655 0.025163 0.024837
> CM/C4 0.279399 0.421795 -0.210902
Cl/C4 0.297435 0.304343 0.460067
C2/C4 -0.324074 0.35581 -0.012584
C3/C4 0.383201 0.103875 -0.290575
C1+C2/C4 -0.215075 0.503302 0.198541
Autovalor 6.1046 2.6707 0.8757
Proporcién 0.6105 0.2671 0.0876
Acumulada 0.6105 0.8775 0.9651
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El primer componente (CP1) explico 61 % de la variacion total y se asocio con los atributos
relacionados con el contenido del &cido vanillico (C2), p-Hidroxibenzaldehido (C3), sumatoria
de compuestos minoritarios (3CM), y la proporcion del p-hidroxibenzaldehido y vainillina
(C3/C4). El segundo componente (CP2) explico 27 % de la variacion total y estuvo determinado
por el contenido vainillina (C4), la relacion de los compuestos minoritarios y vainillina
(>.CMIC4) y la proporcion de acido p-hidroxibenzoico y é&cido vanillico sobre el contenido de
vainillina (C1+C2/C4). El tercer componente principal (PC3) expreso 9 % de la variacion total, y
estuvo definido por el acido p- hidroxibenzdico (C1) y la proporcion de hidroxibenzoico con

vainillina (C1/C4) (Figura 2.5).

De acuerdo con la distribucion espacial de los primeros tres componentes principales se
distinguieron cuatro grupos (Figura 2.5). La distribucion de los quimiotipos en los sistemas de
manejo con base en el CP1, los tratamientos con mayor proporcion de acido vanillico (C2), p-
Hidroxibenzaldehido (C3), sumatoria de componentes minoritarios (>.CM), proporcion del p-
hidroxibenzaldehido y vainillina (C3/C4) se colocaron en el lado superior del eje (Grupo 1),
integrado por el quimiotipo QVI cultivado en ambos sistemas de manejo, acahual y malla
sombra. Mientras que los grupos que tuvieron una proporcién menor se colocaron en el lado
negativo (Grupo Il y 1lI), compuesto por el quimiotipo QI en sistemas acahual y de malla
sombra. EI CP2 reunié en el cuadrante positivo los tratamientos con la concentracién de
vainillina (C4), la relacién de la sumatoria de los componentes minoritarios y vainillina
(3.CMI/C4) y la proporcion de acido p-hidroxibenzoico y &cido vanillico sobre el contenido de
vainillina (C1+C2/C4) con los valores mayores (Grupo | y I11), conformado por el quimiotipo
QVI en los dos sistemas de manejo y quimiotipo QI en malla sombra. En el cuadrante negativo

se aprecio el grupo Il formado por el quimiotipo QI en acahual. En el CP3 se representd los
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valores de &cido p-hidroxibenzoico (C1) y la proporcion de &cido p-hidroxibenzdico con
vainillina (C1/C4) donde el quimiotipo QI en acahual perteneciente al grupo 111 se encontré en la

parte central de este eje, y los grupos 1 y 11 se hallaron en el lado del eje positivo (Cuadro 2.5).
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Figura 2.5 Dispersion de los sistemas de manejo y quimiotipos de Vanilla planifolia, con base a
los tres primeros componentes principales del analisis de 10 variables agrupadas por
medias. QI Ac: Quimiotipo QI en acahual, QI MS: Quimiotipo QI en malla sombra,
QVI Ac: Quimiotipo QVI en acahual, QVI MS: Quimiotipo QVI en malla sombra.

Agrupamiento de la variacion

A través del analisis de conglomerados se mostroé que los tratamientos del sistema de manejo de
cultivo y los quimiotipos de V. planifolia responden al patrén de agrupamiento observado
mediante analisis de componentes principales. Con una distancia euclidiana media de 0.9 se
definieron tres grupos de acuerdo con el grado de participacién de compuestos menores (C1, C2,

C3) y larelacion de (C1, C2, >CM) con base en el contenido de vainillina (Figura 2.6).
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El grupo G | (QVI Ac y Ms). Representado por el quimiotipo QVI tanto en acahual como en
malla sombra. Se caracteriz6 por presentar altas concentraciones de &cido p-hidroxibenzdico,
relacion de p-hidroxibenzaldehido con vainillina, p-hidroxibenzaldehido, &cido p-
hidroxibenzdico respecto a vainillina y la relacién de compuestos minoritarios respecto a

vainillina.

El grupo G Il (QI Ac). Constituido por el quimiotipo QI en el sistema de acahual. Tuvd

concentraciones importantes de vainillina, y de la sumatoria de compuestos minoritarios.

El grupo G 1l (Ql Ms). Integrado por el quimiotipo QI en el sistema de malla sombra. Este
grupo expreso cantidades importantes de &cido vanillico, &cido vanillico respecto a vainillina 'y la

proporcion de &cido p-hidroxibenzédico y acido vanillico sobre el contenido de vainillina.

Se observo que el agrupamiento por similitud de los compuestos que definen la calidad del
aroma de los frutos beneficiados de vainilla estuvo determinado por el genotipo que define al
quimiotipo a que pertenece el cultivar, y no por el manejo. Es decir los frutos beneficiados de
vainilla son mas similares por su genética que determina la calidad del aroma que por el sistema

de manejo en que se cultiven.
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Figura 2.6 Dendograma de los sistemas de manejo de cultivo y quimiotipos de Vanilla planifolia
con base en los compuestos aromaticos. QI Ac: Quimiotipo QI en acahual, QI MS:
Quimiotipo QI en malla sombra, QVI Ac: Quimiotipo QVI en acahual, QVI MS:
Quimiotipo QVI en malla sombra.

Lo anterior coincide con lo propuesto por Herrera et al. (2012) y Salazar et al. (2012), quienes

plantean que el patron de distribucidn de los diferentes quimiotipos y genotipos de V. planifolia

que existen en la region del Totonacapan no esta condicionada por la variacion ambiental, sino
por el proceso de seleccion y domesticacion que realizan los totonacas a las accesiones existentes
en la region; y dentro de la domesticacion se incluyen a las practicas de manejo propias de cada
sistema de produccién. Esto es evidente en la asociacion de quimiotipo QVI con sistemas de
manejo diferentes y separados geograficamente, que se agrupan de acuerdo al aroma. Mientras
que el quimiotipo QI se dispersa en forma individual. Lo que sugiere que este quimiotipo expresa
caracteristicas diferentes de los compuestos que definen la calidad del aroma de sus frutos

beneficiados por causas del manejo, como la radiacidon solar interceptada, que en este caso la

diferencia es de casi 38 % entre la condicion de manejo en acahual y malla sombra (Cuadro 2.1).

Los sistemas de la agricultura tradicional se han generado a través de siglos de evolucion

biolégica y cultural, representan experiencias acumuladas de interaccion entre el ambiente y
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agricultores (Diaz-Bautista et al., 2008), se entiende que el sistema en malla sombra con acceso a
insumos externos y capital, es un manejo que adn falta consolidarse en la produccion del cultivo
de la vainilla y por lo mismo requiere del andlisis y caracterizacion (Barrera- Rodriguez et al.,
2009), ello puede estar ocasionando la separacion de quimiotipo QI en los sistemas de

produccion de malla sombra y acahual con respecto a quimiotipo QVI.

2.4 CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados se detectd una variacion amplia en los valores de las caracteristicas
fisicoquimicas de los frutos beneficiados con relacidn en el quimiotipo y el sistema de manejo de

cultivo de V. planifolia en la region del Totonacapan.

Los atributos fisicoquimicos en los frutos beneficiados: azucares solubles totales (AST), glucosa,
fructosa, sacarosa, flexibilidad, asi como la flexibilidad y su relacion con el largo de los frutos
beneficiados, manifestaron tener valores mas altos en el sistema de manejo de acahual. Mientras
que el sistema de malla sombra, propicié en los frutos beneficiados valores altos de pH y en
color Croma. Las variables fisicoquimicas que no presentaron variacion fueron: porcentaje de

humedad, Aw, flexibilidad respecto a ancho y grosor y en color el angulo Hue.

La calidad del aroma de los frutos beneficiados de vainilla estuvo determinada por el genotipo
que define al quimiotipo a que pertenece el cultivar, y no por el manejo. Es decir, los frutos
beneficiados de vainilla son méas similares por su genética que determina la calidad del aroma

que por el sistema de manejo en que se cultiven.

El manejo afecto la intensidad de la calidad del aroma, asi los frutos beneficiados del quimiotipo

Ql, que ha estado sometido a cultivo por un menor tiempo, mostraron variacion en las
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caracteristicas de aroma en funcion del sistema de manejo. El quimiotipo QVI, espécimen que ha
sido cultivado con mayor frecuencia, su aroma se expresd de forma similar en diferentes

ambientes.
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CAPITULO Il
COMPONENTES QUIMICOS DE Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews EN DOS

SISTEMAS DE CULTIVO DE LA REGION DEL TOTONACAPAN, MEXICO

Resumen

Los componentes fitoquimicos de las plantas presentan variacién con relacion a cambios en el
ambiente y con la condicion de cultivo donde crecen. El presente estudio tuvo como objetivo
detectar el tipo de fitoquimicos y cuantificar su variacion en las estructuras de la planta de dos
quimiotipos (QI y QVI) de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews cultivados en acahual y malla
sombra. Los metabolitos secundarios se detectaron mediante cromatografia en capa fina (CCF) y
la cuantificacion se realizd por métodos espectrofotométricos. La CCF realizada con reactivos
especificos de deteccion, mostro la presencia de fenoles, taninos, saponinas, flavonoides y
terpenos en las diferentes estructuras de la planta de vainilla. Los resultados indicaron que el
cultivo en acahual favorecié una cantidad mayor de compuestos fendlicos totales, taninos totales,
taninos hidrolizables y condensados, asi como de triterpenos totales. El cultivo de las plantas en
malla sombra mostrd una concentracion mayor de saponinas. EI quimiotipo QVI tuvo la mayor

concentracion de metabolitos secundarios.

Palabras clave: Vanilla planifolia, acahual, malla sombra, fitoquimicos.
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CHEMICAL COMPONENTS OF Vanilla planifolia Jacks. Es Andrews IN TWO

CULTIVATION SYSTEMS FROM THE TOTONACAPAN REGION, MEXICO

Abstract

The phytochemical constituents of the plants show variation from changes in the environment
and the culture condition where they grow. The study aimed to detect the type of phytochemicals
and to quantify their variation in the plant structures of two chemotypes (QI and QVI) of Vanilla
planifolia Jacks. Ex Andrews grown in acahual and mesh shade. Secondary metabolites were
detected by thin-layer chromatography (TLC) and quantification was performed by
spectrophotometric methods. TLC performed with specific detection reagents, showed the
presence of phenols, tannins, saponins, flavonoids and terpenes in the different plant structures of
vanilla plant. The results indicated that acahual cultivation favored a higher amount of total
phenolic compounds, total tannins, hydrolysable and condensed tannins, as well as total
triterpenes. The cultivation of plants in mesh shade showed a higher concentration of saponins.

The QVI chemotype had the highest concentration of secondary metabolites.

Key words: Vanilla planifolia, acahual, mesh shade, phytochemicals.
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3.1 INTRODUCCION

La vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) es uno de los recursos genéticos mas
importantes del tropico mexicano (Bruman, 1948; Portéres, 1954), desde la época prehispanica
se ha utilizado en la medicina tradicional por sus diversas propiedades curativas, ademas de ser
un agente conservador, saborizante y aromatico de diversos alimentos (Tamura et al., 2010). Los
usos medicinales y propiedades funcionales que se le atribuyen a la vainilla son muy diversos,
como anticarcinogénicos (Ferguson, 1994), antimutagénicos, antiinflamatorios (Bythrow, 2005),
antimicrobianos (Shanmugavalli et al., 2009), también con una alta capacidad antioxidante
(Shyamala et al., 2007; Tai et al., 2011) entre otros. Sin embargo, los estudios de estas
propiedades de la vainilla se restringen principalmente al fruto (vaina) y al extracto de vainilla
beneficiada, donde se ha reportado la presencia de taninos, acidos fendlicos, flavonoides, entre
otros (Shanmugavalli et al., 2009; Gurnani et al., 2014). Por otra parte, en las estructuras de la
planta, como hojas y tallos no hay estudios sobre el tema, pero podrian ser de interés biologico
como lo sefialan Shanmugavalli et al. (2009) y Palama et al. (2010). Ello haria de la vainilla una
planta que podria contribuir a la salud humana por la presencia de compuestos bioactivos en sus

abundantes partes vegetales.

Las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente, propician la sintesis de metabolitos
secundarios, que ejercen funciones bioldgicas especificas, como respuesta a la adaptabilidad de
su entorno (Pavarini et al., 2012). Por lo que, la produccién y acumulaciéon de metabolitos
secundarios en las plantas se determina por las condiciones ambientales y por el manejo que en

ellas se ejerza durante su cultivo (Ramakrishna y Ravishankar, 2011).
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En Mexico, existen diferentes sistemas de manejo en el cultivo de la vainilla, dentro de la
principal zona de produccion en la region del Totonacapan. Representados por los sistemas de
acahual (tradicional) donde las plantas de vainilla se establecen en tutores vivos como arboles de
citricos (Citrus sinensis), pichoco (Erythrina sp.), cocuite (Gliricidia sp.), entre otros. Este
arreglo agroforestal brinda entre 50 y 70 % de sombra y la ventilacion necesaria que requiere el
cultivo de vainilla para su éptimo desarrollo (Barrera-Rodriguez et al., 2009). El sistema de
malla sombra (50-80 % de sombra); donde la produccion es intensiva, eventualmente con riego y
aplicacion de agroquimicos. Para soporte de las plantas se utilizan tutores artificiales (poste de
concreto) o tutores vivos (Barrera-Rodriguez et al., 2011; Vargas-Hernandez y Gamez-Vazquez,
2014). Dentro de esta region existen seis quimiotipos de V. planifolia caracterizados por su
contenido de vainillina y de tres compuestos menores (p-hidroxibenzaldehido, &cido vanillico y
acido p-hidroxibenzoico) (Salazar-Rojas et al., 2012), que definen la calidad comercial del
aroma de la vainilla de México (Ranadive, 1992). Dichos quimiotipos se cultivan tanto en

acahual como en malla sombra.

Bajo la hipdtesis de que el sistema de manejo en el cultivo de vainilla determina la presencia y
contenido de componentes fitoquimicos en las diferentes estructuras vegetales de la vainilla, el
objetivo del trabajo fue identificar la presencia de saponinas, flavonoides, fenoles, taninos,
alcaloides y terpenos; y cuantificar la variacion de compuestos fenolicos totales, taninos totales,
taninos hidrolizables, taninos condensados, flavonoides, saponinas y triterpenos totales, en hoja,
tallo, flor, fruto (verde y beneficiado) de dos quimiotipos (QI y QVI) de vainilla cultivados en

acahual y malla sombra en la region del Totonacapan, México.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Durante el periodo de floracion (abril-mayo del 2013) se recolectaron esquejes de plantas de V.
planifolia, de un metro de longitud a partir de la punta a la base de la planta, para obtener hojas,
tallos y flores. Los frutos verdes se recolectaron de las plantas 32 semanas después de haber
polinizado e identificado la flor. Para los frutos beneficiados, los frutos recolectados se
sometieron a un mismo proceso de beneficiado tradicional, realizado por el maestro beneficiador
Veremundo Rodriguez en el Beneficio Primero de Mayo, Papantla, Veracruz. Las actividades del

beneficiado son descritas a detalle por Xochipa-Morante et al. (2016).

Las plantas utilizadas correspondieron a dos quimiotipos (Ql y QVI) de genotipo diferente
(Genotipo VI y Genotipo Ill, respectivamente), que fueron caracterizados previamente por los
componentes del aroma de los frutos beneficiados (Herrera-Cabrera et al., 2016). Los
quimiotipos se recolectaron en acahual y malla sombra en localidades de la regién del

Totonacapan, México (Cuadro 3.1).

Analisis cualitativo por cromatografia en capa fina (CCF)

Elaboracién de extractos

La extraccion de fitoquimicos se realizd a partir de material vegetal fresco (hoja, tallo, flor y
fruto) y fruto beneficiado, que se cortd por separado en porciones de aproximadamente 0.5 cm.
Posteriormente se les adiciono disolventes (metanol, cloroformo y hexano) en una proporcion
1:5 (tejido: disolvente). Las muestras se colocaron en bafio ultrasdnico (AutoScience AS5150B)

durante 30 minutos y se mantuvieron en maceracion durante 24 horas. Posteriormente los
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extractos se filtraron y almacenaron en viales de vidrio en condiciones de congelacion (-20 °C)

hasta el momento de su uso.
Anélisis cualitativo por cromatografia en capa fina

Para la identificacion de saponinas, alcaloides, flavonoides, fenoles, taninos y terpenos, se
utilizaron placas cromatogréficas con soporte de aluminio (gel de silice 60, Fyss 5x10 cm,
Sigma-Aldrich). Los extractos y el estandar se aplicaron manualmente con tubos capilares,
posteriormente, las placas se colocaron en una cdmara cromatografica cilindrica de vidrio de 6.5
cm x 10.5 cm marca Sigma-Aldrich. Se utilizaron eluyentes y agentes cromogeénicos especificos
para la deteccion de cada grupo de metabolito (Cuadro 3.1A, ver anexos) (Wagner y Bladt,
1996), en el caso de flavonoides las placas se visualizaron a una longitud de onda de 365 nm en
una lampara ultravioleta UVP (UVLMS-38 El series 3UV™ Lamp). La aplicacién de los
extractos en las placas cromatograficas tuvieron una concentracion similar de aproximadamente

15-20 pL por muestra.
Anélisis Cuantitativo
Preparacion de extractos

Para analisis de compuestos fendlicos totales, taninos totales, taninos hidrolizables, taninos

condesados y flavonoides

De cada tejido en fresco (hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado) se prepararon extractos
en metanol a una concentracion de 50 mg/mL (p/v). Las muestras se colocaron en un bafio

ultrasénico (AutoScience AS5150B) por un lapso de 30 min y se maceraron por 24 h.
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Posteriormente, los extractos se filtraron y almacenaron en viales de vidrio bajo condiciones de

congelacion (-20 °C) hasta el momento de su uso.
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Cuadro 3.1 Ubicacion de localidades de recolecta de dos sistemas de manejo de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrew en diferente
manejo de cultivo en la region del Totonacapan, México.

Localidad/
Sistema oo municipio/ : Temperatura  Humedad Radiacion
de Qmmloypo/ estado/ Altitud promedio relativa interceptada Clima*
. Genotipo (msnm)
manejo Coordenadas (°C) (%) (%)
geograficas
Finca 20 Soles,
Papantla, Awl(x") Célido subhimedo,
Ql/GVI Veracruz. 180 23.5 75 79 temperatura media  anual
20°25'38.91"N, mayor de 22°C y temperatura
97°18'44.47"0 del mes mas frio mayor de
Acahual 18°C. Precipitacion del mes
1° M Papantl mas seco menor de 60 mm;
\a/yo, apantia, lluvias de verano y porcentaje
QVI/ Gl 2001‘;52‘5:“1‘;',,1\] 100 27.5 72 60 de lluvia invernal mayor al
' ’ 10.2% del total anual.
97°15'51.96"0
Pantepec, Puebla. . .
QI/GVI  20°30'17.63'N, 290 20.0 66 30 Am(f)  Calido humedo,
057/ " temperatura media  anual
97°53'22.70"0O
mayor de 22°C y temperatura
Malla del mes mas frio mayor de
sombra . 18°C. Precipitacion del mes
Pugg::aR':\flg;ma’ mas seco menor de 60 mm;
' lluvias de verano y porcentaje
QVI/Glll Veracruz. 12 22.5 90 45 de lluvia invernal mavor al
20°14'4.49"N, y

96°54'13.75"0

10.2% del total anual.3

*Fuente: Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO, 2012).
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Para analisis de saponinas

A 1 g de muestra fresca de cada tejido se le agregd 5 mL de agua destilada, posteriormente se
coloco en un bafio ultrasénico (AutoScience AS5150B), por un tiempo de 20 min, con intervalos
de 10 min con 5 min de reposo. Posteriormente, los extractos se filtraron y almacenaron en viales

de vidrio bajo condiciones de congelacion (-20 °C) hasta el momento de su uso.

Para analisis de triterpenos totales

A 1 g de muestra fresca se le adiciond etanol a 70 % y se dejo en maceracion por 10 h. El
extracto de etanol se centrifugo a 3354 g por 5 min. El sobrenadante se evaporé en rotavapor, y
posteriormente el residuo se extrajo 4 veces con butanol:agua (1:1) (v/v), la fase acuosa se
descartd y la fase organica se evaporo en rotavapor. Al residuo se le agrego éter etilico y se
mantuvo a 4 °C por 12 h, el residuo se secO y almacend para su posterior analisis. Los extractos

se conservaron a -20° C hasta sus andlisis correspondientes.

Previo al andlisis de cuantificacion, a cada tejido se le determino el contenido de humedad para

expresar la concentracion de los metabolitos secundarios con base en la materia seca (MS).

Cuantificacion

Compuestos fendlicos totales (CFT).

El analisis se realiz6 mediante el método descrito por Singleton y Rossi (1965), con algunas
modificaciones. A 50 uL del extracto se agregaron 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu a 50
%, se dejé reposar en obscuridad durante 8 minutos. Posteriormente se adicionaron 1.25 mL de

carbonato de sodio a 5 % y nuevamente se dejé reposar por 30 min en obscuridad a temperatura
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ambiente. La lectura de absorbancia de la mezcla se realizéd a 725 nm en un espectrofotometro
UV-Vis (Evolution 300, Thermo Scientific). Se obtuvo una curva estandar (y = 2.0364x —
0.0016, R2 = 0.9942) con é&cido tanico (Sigma Aldrich) como referencia. Los resultados se

expresaron en g-100g™ MS.
Taninos totales.

Se llevé a cabo de acuerdo con el método descrito por Makkar et al. (1993). En un tubo de
ensaye se colocaron 200 mg de PVPP (Polivinilpirrolidona), 2 mL de extracto y 2 mL de agua
destilada, se agito en vortex y se dejo reposar por 15 min en oscuridad a 4 °C. Se volvié a agitar,
se filtro utilizando doble papel filtro poro medio. Posteriormente se tomé una alicuota de 150 pL
y se afor6 a 1 mL con agua destilada, de este extracto se tomaron 50 pL y se realizo el mismo
procedimiento como en la determinacion de compuestos fendlicos totales. Los resultados se
expresaron en g de &cido tanico (Sigma Aldrich) por 100 g de materia seca, con base en la

ecuacion proporcionada por la curva estandar (y = 2.0977x — 0.0241, R2 = 0.9919).
Taninos hidrolizables.

El contenido de taninos hidrolizables se calculd por la diferencia de taninos totales y taninos

condensados. Los resultados se expresaron en g-100g™ MS (Garcia-Ferrer et al., 2016).
Taninos condensados (proantocianidinas).

Se realizé de acuerdo a Porter et al. (1986) con algunas modificaciones. A 500 pL del extracto se
le adicionaron 3 mL de 1-butanol-HCI y 100 pL de reactivo férrico a 2 % en HCI 2 N, la
solucién se colocoé en bafio maria a 80 °C durante 15 minutos. Finalmente se registro la

absorbancia a 550 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Evolution 300, Thermo Scientific). La
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concentracion de taninos condensados se calculdé con base en materia seca, utilizando el factor

78.26.
Flavonoides totales.

Se utiliz6 la metodologia propuesta por Chang et al. (2002) con algunas modificaciones. Se
colocaron 500 pL del extracto, 1.5 mL de etanol 80 %, 100 pL de solucion de cloruro de
aluminio hexahidratado a 20 %, 100 pL de acetato de potasio 1 My 2.8 mL de agua destilada. Se
agito é incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente. La lectura de absorbancia se realiz6 a una
longitud de onda de 415 nm en un espectrofotdmetro UV-Vis (Evolution 300 Thermo Scientific).
Los resultados se expresaron en g equivalentes de quercetina (Sigma Aldrich) por 100 g de
materia seca, a partir de la ecuacion obtenida (y = 6.0986x — 0.0004, Rz = 0.9952) de la curva

estandar.
Saponinas totales.

Se determind por el método de &cido sulfarico — vainillina descrito por Hiai et al. (1976). Se
tomaron 5 pL del extracto afiadiendo 95 pL de agua, 1 mL de acido sulfdrico concentrado, 100
ML de una solucion fresca de vainillina a 8 % en etanol. Posteriormente se incubé a 60 °C
durante 20 minutos, después los tubos se colocaron en bafio con hielo. La absorbancia se leyé a
544 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Evolution 300, Thermo Scientific). Se obtuvo una
curva estandar (y = 0.0033x + 0.0786, R2 = 0.9919) con saponina de Quillaja (Sigma Aldrich)

como referencia. Los resultados se expresaron en g-100g™ MS

Triterpenos totales.
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Se utiliz6 el método colorimétrico con el sistema vainillina — &cido acético descrito por Fan y He
(2006) con algunas modificaciones. A 0.5 mg de extracto se afiadieron 100 pL de vainillina a 5
% y 400 pL de &cido perclérico y se mantuvo a 60 °C durante 15 min. Los tubos se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y se les adicionaron 2.5 mL de &cido acético. Finalmente se
registrd la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 550 nm en un
espectrofotometro UV-Vis (Evolution 300 Thermo Scientific). Los resultados se expresaron en
g-100g™ de materia seca a partir de una curva estandar (y = 0.0125x — 0.0274, R2 = 0.9949)

preparada con &cido oleandico (Sigma Aldrich) como estandar.
Analisis estadistico.

Para los resultados de las pruebas cualitativas por cromatografia en capa fina se realizé una tabla
de contingencia. Para los valores de concentracion de metabolitos secundarios, que incluyeron
nueve repeticiones para cada estructura vegetal, por quimiotipo y sistema de manejo de cultivo,
se realiz6 un analisis de varianza. La diferencia entre medias por sistema de manejo, quimiotipo
y tejido vegetal, se evalu6 por la prueba de media (Tukey 0=0.05) mediante el paquete

estadistico SAS version 9.0 (SAS, 2002).
3.3 RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis cualitativo por cromatografia en capa fina.

En el Cuadro 3.2 se aprecian los resultados de cromatografia en capa fina (CCF) de los extractos
realizados solamente con sistemas de disolventes donde se observd una mejor separacion de
bandas. Los grupos de fitoquimicos identificados con mayor presencia por la abundancia de

bandas mostraron variacion en los tejidos vegetales en relacién con el sistema de manejo del
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cultivo de vainilla, con la siguiente distribucién: 1) Compuestos fendlicos totales (CFT) (42
bandas en sistema de manejo de acahual y 45 en sistema de malla sombra), 2) Triterpenos (29
bandas en acahual y 33 bandas en malla sombra) 3) Flavonoides (29 bandas en acahual y 31 en
malla sombra) y 4) Saponinas (26 bandas en acahual y 27 bandas en malla sombra). De manera
general el mayor niumero de bandas de los compuestos fendlicos totales, triterpenos, flavonoides
y saponinas se presentd en los tejidos vegetales de vainilla cultivada bajo malla sombra. Diversos
factores ambientales como la disponibilidad de agua, temperatura e intensidad de luz, tipo y
composicion del suelo entre otros, tienen influencia en la calidad y la produccion de compuestos
fitoquimicos (Ramakrishna y Ravishankar, 2011; Radusiené¢ et al., 2012). Condiciones de estrés
pueden mostrar cambios en el contenido de compuestos fitoquimicos, los cuales se caracterizan
por actuar como agentes protectores, inhibidores y pesticidas contra organismos invasores
(Bhattacharya et al., 2010; Szakiel et al., 2011). Por lo que, la presencia de un mayor nimero de
bandas en la condicion de manejo en malla sombra pudo haberse generado por estrés en esta

condicién (Figura 3.1A-Figura3.6A, ver anexos).

En relacion con los diferentes tejidos, el extracto de fruto beneficiado mostré el mayor nimero
de bandas (4-5) en CFT, flavonoides, saponinas Y triterpenos totales, seguido del fruto verde que
tuvo de 2 a 5 bandas, mientras que el de hoja, tallo y flor mostraron un rango mas amplio de
bandas (1-4) referente a los mismos compuestos (Cuadro 3.2). Los taninos y los alcaloides
aungue con menor numero de bandas también se mostraron en mayor abundancia en el fruto

beneficiado (Cuadro 3.2).

La radicacion interceptada en el sistema de malla sombra para el quimiotipo QI fue de 30 % y
para el quimiotipo QVI de 45 %, en comparacion con el sistema de acahual que tuvo 79 % en el

quimiotipo QI y 60 % en el quimiotipo VI (Cuadro 3.1). Esto mostrd que el sistema de manejo
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de malla sombra tuvo una cantidad mayor de radiacion, lo que sugiere una condicion de estrés
luminico, que ocasiona que la planta de vainilla genere mas compuestos fitoquimicos que le

ayudan a la adaptacion en el medio ambiente (Kliebenstein, 2004).
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Cuadro 3.2 Numero de bandas de fitoquimicos detectados por cromatografia en capa fina en los extractos de hoja (H), tallo (T), flor
(F), fruto verde (Fv) y fruto beneficiado (Fb) de dos quimiotipos de Vanilla planifolia J. de la regién del Totonacapan,
México. QI: Quimiotipo I; QVI: Quimiotipo VI. *= extracto de metanol; **= extracto de hexano.

Compuestos _ _
Taninos Triterpenos
Sistema de fendlicos Flavonoides* Saponinas* Alcaloides* s
Quimiotipo 8 totales* totales** 2
manejo @ totales*
No. de bandas
H 4 1 2 1 2 0 10
T 4 1 1 2 2 0 10
Ql F 4 1 2 2 2 0 11
Fv 4 1 4 3 4 0 16
Fb 5) 2 5 5 5 3 25
Acahual Subtotal 21 6 14 13 15 3 72
H 4 1 2 2 2 0 11
T 4 1 2 2 2 0 11
QVI F 4 1 3 2 2 0 12
Fv 4 2 4 2 4 0 16
Fb 5 3 4 5 4 3 24
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Subtotal 21 8 15 13 14 3 74

Total 42 14 29 26 29 6 146
H ) 1 2 2 2 1 13

T 5) 1 2 2 2 1 13

Ql F 5) 1 3 3 2 1 15

Fv 4 1 4 3 4 1 17

Fb 5) 3 5 4 5 3 25

Malla Subtotal 24 7 16 14 15 7 83
sombra H 4 1 2 1 2 1 11
T 4 1 2 2 4 1 14

QVI F 4 1 3 2 2 1 13

Fv 4 1 4 3 5 1 18

Fb 5 3 4 5 5 5 27

Subtotal 21 7 15 13 18 9 83

Total 45 14 31 27 33 16 166
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Diez et al. (2017) sefialaron que la luz es el factor con mayor influencia sobre la fotosintesis de
plantas de metabolismo acido crasulaceo (MAC), como la vainilla, y por lo tanto sobre el
crecimiento, la supervivencia y en la habilidad de aclimatacion a diferentes habitats. Sumado a
que la cantidad de radiacion influye en el grado de absorcion de CO,, que afecta la abundancia
de carbohidratos generados a través del ciclo de Calvin y la glucogénesis, que son necesarios
para la provision de fosfoenolpiruvato por la noche (Nobel y Hartsock, 1983). Inclusive, la
intensidad de la luz es un factor que altera la concentracién de compuestos secundarios en las
plantas y sus respuestas varian entre especies y con la clase de metabolitos secundarios (Estell et
al., 2016). El exceso de radiacion y la sobreexcitacion del aparato fotosintético MAC provocan
una disminucion de la fotosintesis y de la produccion de biomasa en las plantas (Carrasco-Rios,

2009).

Analisis cuantitativo de compuestos fitoquimicos

Los promedios en la concentracion de compuestos fitoquimicos por sistema de manejo,
quimiotipo y estructura vegetal mostraron diferencia significativa (P<0.05) en las variables
evaluadas, con excepcion de flavonoides por sistema de manejo (Cuadro 3.3). Los compuestos
fendlicos totales, taninos totales, flavonoides, saponinas y triterpenos presentaron coeficientes de
variacion con intervalos de 0.9 % y 17.2 %. Mientras los taninos condensados y taninos
hidrolizables presentaron coeficiente de variacion mayor entre 25.9 % y 27.8 % respectivamente.
Los datos indican consistencia en la informacion con el modelo estadistico utilizado para
sistemas biolégicos que permite tener coeficientes de variacion arriba del 20 %. Ademas, la
mayoria de las variables evaluadas presentan diferencia altamente significativa en relacion con

los factores de sistema de manejo, quimiotipo y estructura vegetal.
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Cuadro 3.3 Medias, coeficientes de variacién y cuadrados medios de metabolitos secundarios de
Vanilla planifolia de la region del Totonacapan, México. CV= Coeficiente de
variacion. *: P<0.05; **: P<0.001 ***: P<(0.0001; NS: No significativo.

Cuadrados medios

Media
Fitoquimico ) CV (%)  Sistema ~ Estructura
(g-100 g~ MS) ~ Quimiotipo Error
de manejo vegetal
Compuestos
. 1.470 14.204  0.337***  2.862***  3.285*%** 0.034
fendlicos totales
Taninos totales 0.306 17.283 0.094***  0.054***  0.040*** 0.002
Taninos
o 0.185 27.806  0.046***  0.017***  0.015*** 0.033
hidrolizables
Taninos
0.121 25.914  0.024***  0.057***  (0.052*** 0.0009
condensados
Flavonoides 0.745 16.502 0.008"® 0.601***  0.0662*** 0.015
Saponinas 0.104 9.678 0.017***  0.087***  0.100*** 0.0001
Triterpenos
2.013 0.931 4,523*** 4 145%**  2.980*** 0.0003

totales

Dentro del sistema de manejo todos los compuestos fitoquimicos evaluados presentaron
diferencia significativa (P<0.05) en su concentracion, a excepcion de los flavonoides (Cuadro
3.4). Fue notable que los tejidos de la planta de vainilla, por analisis de CCF presentaron en
general un mayor nimero de bandas en el sistema de cultivo en malla sombra (Cuadro 3.2), pero
la cuantificacién de los compuestos fitoquimicos, mostré que en el sistema de acahual, los tejidos
de vainilla tuvieron una concentracion mayor de compuestos fendlicos totales, taninos totales,
taninos hidrolizables, taninos condesados Y triterpenos totales, y en malla sombra mostraron solo
concentracion mayor de saponinas (Cuadro 3.4). Las diferencias en la concentracion de
compuestos fitoquimicos entre sistemas de manejo pudo deberse a las caracteristicas ambientales

particulares, como temperatura, humedad relativa y luminosidad interceptada, siendo esta Gltima

67



el factor que mayor influencia tiene sobre la produccion de compuestos fitoquimicos (Cach-
Pérez et al., 2014). Los fenilpropanoides son compuestos fitoquimicos del tipo fendlico, que
presentan actividad contra insectos herbivoros (War et al., 2012). Dentro de este grupo se
encuentran los compuestos fendlicos totales, taninos y flavonoides, entre otros compuestos como
ligninas, suberinas, estirilpironas, estilbenos, cumarinas, furanocumarinas (Pereira et al., 2009).
La biosintesis de estos compuestos es inducida por la radiacion UV-B, que se acumulan
predominantemente en las células de la epidermis. Los flavonoides presentan una respuesta a la
radiacion ultravioleta-B, lo que se ha relacionado con su accion antioxidante frente a radicales
libres (Hofmann et al., 2000). Sin embargo, en este trabajo, la diferente luminosidad interceptada

en los sistemas de manejo de vainilla no tuvo impacto en estos compuestos.

En relacion con los quimiotipos, el QVI mostré una concentracion mayor de todos los
compuestos fitoquimicos, excepto de taninos hidrolizables que no mostrd diferencia entre
quimiotipos (Cuadro 3.4). Este quimiotipo ha sido el mas utilizado por los agricultores de la
region del Totonacapan por su aroma, propiedad que caracteriza la variacion quimica existente
en las plantaciones de vainilla de la region, el cual presumiblemente es el menos influenciado por
factores climaticos o geograficos, ya que en plantas clonadas, como vainilla, la composicion
quimica permanece constante (Loziene y Venskutonis, 2005), mientras que el QI, cuyo cultivo
tiene poco tiempo en la regién del Totonacapan, su variacion de compuestos fitoquimicos podria
estar determinada por el ambiente, dado que en éstos, son el resultado del proceso de adaptacion
ambiental para garantizar su supervivencia y reproduccion. Dentro de las especies vegetales, la
cantidad de compuestos fitoquimicos en los tejidos varia dependiendo de la estructura de la
planta (Tahvanainen et al., 1991). En vainilla, el fruto beneficiado present6 la concentracion mas

alta de taninos hidrolizables, triterpenos totales y compuestos fenélicos totales junto con el fruto
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verde que también tuvo la concentracion mayor de flavonoides y saponinas (Cuadro 3.4). La hoja

tuvo la concentracion més alta de taninos totales y taninos condensados.
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Cuadro 3.4 Promedio de compuestos fitoquimicos en sistema de manejo, quimiotipo y tejido vegetal de Vanilla planifolia J. de la
region del Totonacapan, México.

Compuestos . . . )
. Taninos Taninos Taninos ) ) Triterpenos
fendlicos S Flavonoides Saponinas
Totales hidrolizables condensados totales
totales

(9-100 g™ MS)

Sistema de manejo

Acahual 1.593° 0.341° 0.206 * 0.134 2 0.7372 0.090° 2.157 2
Malla sombra 1.348° 0.272° 0165° 0.107° 0.753°2 0.119° 1.869°
DMS 0.084 0.021 0.018 0.014 0.058 0.012 0.087
Quimiotipo
Ql 1.389° 0.271° 0.186° 0.085° 0.674° 0.097° 1.642°
Q Vi 1.542° 0.342° 0.185°2 0.156 2 0.816° 0.112° 2.384°2
DMS 0.094 0.021 0.018 0.014 0.058 0.012 0.087
Tejido vegetal
Hoja 1.001° 0.384 2 0.163 " 0.221° 0.716 ™ 0.052° 1.486 ¢
Tallo 0.903° 0.320° 0.192 0.128° 0.451 ¢ 0.033° 1.668
Flor 0.951°¢ 0.277" 0.147°¢ 0.129° 0.646 © 0.005¢ 1.743°¢
Fruto verde 2.150° 0.305° 0.201 % 0.104° 1.1052 0.234°2 2.291°
Fruto
o 2.347° 0.246 ° 0.225° 0.021°¢ 0.805° 0.198° 2.877°
beneficiado
DMS 0.188 0.046 0.04 0.032 0.129 0.027 0.194

Letras diferentes en cada columna indican diferencia significativa Tukey (P<0.05).
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La concentracion de los compuestos fitoquimicos, en relacion con el sistema de manejo y los
quimiotipos, mostré una amplia variacion (P<0.05) en funcion con la estructura vegetal (Cuadro
3.5). Debido a que los factores ambientales dentro del sistema de manejo influyen en la
concentracion de los compuestos fitoquimicos en las plantas (Sampaio et al., 2011; Rezende et

al., 2015).

La concentracion mayor de compuestos fendlicos totales se presentd en los frutos beneficiados
independientemente del quimiotipo (Cuadro 3.5). En vainilla, estos fitoquimicos contribuyen
mayoritariamente (1.961 a 2.309 g-100g™ MS) al aroma de los frutos beneficiados (Sinha et al.,
2007). La presencia de este grupo de fitoquimico es de gran interés biologico por servir de
defensa contra depredadores (Lattazio et al., 2006), su actividad contra radicales libres (Berradre

et al., 2013).

En ambos sistemas de manejo, la mayor cantidad de taninos totales (0.445 a 0.513 g-100g™ MS)
y taninos condensados (0.249 a 0.338 g-100g™ MS) se presenté en hoja del QVI. Los taninos
hidrolizables mostraron la concentracién mas alta en fruto verde (0.267 g-100g™ MS) y en hoja
(0.264 g-100g™ MS) del QVI cultivado en acahual, aunque tuvieron valores similares en los
tallos y en frutos beneficiados (Cuadro 3.5). Los taninos a pesar ser un grupo considerado anti-
nutricional ya que puede llegar a reducir la cantidad de proteina disponible, son de gran
importancia por su capacidad antioxidante y resistencia al estrés por calor (Olivas-Aguirre et al.,
2015). Particularmente en hojas y tallos se encuentran en concentraciones mayores, ya que estos
metabolitos actian como de defensa contra herbivoros, debido a que proporcionan el sabor
astringente que causa hostilidad al sabor de un alimento (Provenza et al., 1990), lo cual coincide
con lo encontrado en este estudio donde las hojas. La presencia de taninos, condensados e

hidrolizables, en las estructuras vegetales de vainilla de los quimiotipos QI y QVI presentaron
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particularidades en su comportamiento dependiendo del sistema de manejo. Las estructuras
vegetales pertenecientes a quimiotipo QVI en malla sombra tuvo mayor contenido de taninos
condensados y en acahual tuvo mayor contenido de taninos hidrolizables. El sistema de acahual
mostro mayor cantidad de taninos totales mientras el sistema de malla sombra propicio el
desarrollo de taninos hidrolizables y suprimi6 el desarrollo de taninos condensados. Diversos
autores mencionan a los taninos condensados como los mas abundantes, sin embargo, se han
reportado cantidades mayores de taninos hidrolizables en frutas como moras, frambuesas,
guayaba y granada (Smeriglio et al., 2017). También en algunas especies de fabaceas forrajeras
como Cacahuatillo, Stylosanthes, Clitoria y Kudzt (Garcia-Ferrer et al., 2016), y en Rosa
Gallica y Lythrum salicaria que han sido utilizadas durante mucho tiempo en la medicina
tradicional para el tratamiento de problemas digestivos, diarrea cronica, célicos y la leucorrea
(Ochir et al., 2010; Eck-Varanka et al., 2015). Incluso la abundancia de los taninos hidrolizables
en algunas especies como el roble (Quercus robar), presenta cambios estacionales, que en el
verano tienen mayor concentracion (Salminen et al., 2004). Lo cual sugiere que en vainilla, los
taninos hidrolizables pueden acumularse en relacion con la estacion del afio o es propia de la

especie, de lo cual no hay reportes documentados.

Los flavonoides se detectaron en mayor cantidad (1.135-1.285 g-100g™ MS) en el fruto verde del
Ql, sin distincién del sistema de manejo del cultivo, pero en el QVI (1.106 g-100g™ MS) la
concentracion fue superior solo en el cultivo de acahual (Cuadro 3.5). En otras especies de
orquideas como Dendrobium speciosum, la concentracion de flavonoides estd en un rango de
0.12 g-100g™ MS (tallo) a 0.21 g-100g® MS (hoja). La concentracién menor en el fruto
beneficiado indica que durante el proceso de beneficiado, los flavonoides se degradan, ya que

algunos flavonoides son termosensibles (Liu et al., 2015).
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Particularmente, las saponinas se detectaron con mayor abundancia en fruto verde (0.292 a 0.305
g100g™ MS) en el sistema de cultivo en malla sombra (Cuadro 3.5). Lo anterior debido a que la
sintesis de saponinas es mayor en respuesta al estrés, y se relacionan con la adaptacion de la
planta para sobrevivir bajo condiciones adversas de suelo y clima (Copaja et al., 2003), ya que
normalmente tienen una participacién activa en los procesos de regulacion del crecimiento
vegetal, si bien la variacion en su distribucion, composicion y concentracion en las plantas se ha
atribuido a las necesidades que tienen las especies vegetales para proteccion (Moses et al., 2014).
Aunque también el fruto beneficiado de acahual tuvo una concentracion similar al fruto verde

(Cuadro 2.5).

Los triterpenos totales se encontraron en mayor concentracion (3.310-3.569 g-100g™ MS) en el
fruto beneficiado del QVI en ambos sistemas de manejo del cultivo. Generalmente, estos
fitoquimicos se sintetizan en tejidos vegetales, flores y eventualmente en raices (Dudareva et al.,
2004), estan involucrados en interacciones ecologicas asociadas con roles defensivos en la
interacciones planta-insecto, planta-patdégeno y planta-planta (Paschold et al., 2006); ademas de

estar implicados en el aroma de las plantas (Pichersky et al., 2006; Schwab et al., 2008).
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Cuadro 3.5 Compuestos fitoquimicos en estructuras vegetales de Vanilla planifolia J. cultivada en diferente sistema de manejo de la region del
Totonacapan, México.

Compuestos

e, Quimioipn S Chendicos oS T T elonaides saporinas T o7
(g-100 g™ MS)
Hoja 0.773 ¢ 0.287 ° 0.138 ° 0.148 ™ 0.425° 0.025 1.203!
Tallo 0.798 ¢ 0.337°¢ 0.218 ** 0.119¢ 0.277° 0.012 " 1.373"
Ql Flor 0.811 ¢ 0.289 ¢ 0.155 ™ 0.133 0.677 0.002 ¢ 1.530"
Fv 2.031%® 0.340 ™ 0.216 ** 0.123 @ 1.135°2 0.188° 1.872 9
Acahual Fb 2.167° 0.264°¢ 0.241 % 0.022° 0.852 ™ 0.166 © 2.005 "
Hoja 1.313°¢ 0.513° 0.264° 0.249° 0.931%® 0.065 ¢ 2.222°
Tallo 0.805 ¢ 0.327°¢ 0.177 *° 0.150 0.477 % 0.030 ¢ 2.692°
QVI Flor 1.046 0.347 ™ 0.155 ™ 0.191° 0.526 % 0.003 ¢ 2.289 ¢
Fv 1.771° 0.440 ® 0.267° 0.173 "™ 1.106 0.151° 2.815°
Fb 2.162° 0.264 ¢ 0.230 ** 0.034° 0.966 0.259 3.569 °
DMS 0.317 0.102 0.1 0.052 0.224 0.016 0.042
Hoja 0.943 *® 0.291 ™ 0.143 0.148° 0.650 ¢ 0.097 ¢ 1.209'
Tallo 0.994 % 0.269 © 0.209 ® 0.059 ™ 0.425° 0.049 ¢ 1.084
QI Flor 0.794 ¢ 0.209 ¢ 0.162 e 0.046 ¢ 0.504 0.009 1.493 9
Fv 1.900° 0.211°¢ 0.173 % 0.038 «* 1.285° 0.292°2 2.029 ¢
Malla Fb 1.961° 0.211°¢ 0.203 ** 0.009 0.510 @ 0.128° 2.625°"
sombra Hoja 0.975 % 0.445° 0.106 © 0.338° 0.858° 0.021f 1.312"
Tallo 1.016 * 0.347° 0.163 e 0.184° 0.627 ¢ 0.040 ¢ 1.524"
QVI Flor 1.153¢ 0.262 ™ 0.115 % 0.147° 0.880° 0.006 1.661°
Fv 1.438°¢ 0.231 0.150 " 0.081° 0.896° 0.305 2 2.449°
Fb 2.309 ° 0.245 @ 0.227° 0.018 * 0.893° 0.241° 3.310°
DMS 0.263 0.067 0.065 0.049 0.179 0.016 0.01

Fv: fruto verde; Fb: fruto beneficiado. Letras diferentes en cada columna indican diferencia significativa Tukey (P<0.05).
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3.4 CONCLUSIONES

El sistema de manejo en el cultivo de V. planifolia afecto la presencia y concentracién de los
compuestos fitoquimicos evaluados, excepto la concentracion de flavonoides. La condicién del
manejo de cultivo en acahual, con una radiacion interceptada de 60-79%, favorecio la
acumulacion de compuestos fendlicos totales, taninos totales, taninos hidrolizables, taninos
condensados y triterpenos totales, mientras que la condicion de cultivo en malla sombra, con una
radiacion interceptada de 30 - 45 %, propicio una concentracion mayor de saponinas. El
quimiotipo QVI mostrd una acumulacién mayor de compuestos fendlicos totales, taninos totales,
taninos condensados, flavonoides, saponinas y triterpenos totales, respecto al quimiotipo QI. La
acumulacion de fitoquimicos fue diferencial en los tejidos vegetales. Los compuestos fenolicos
totales, taninos hidrolizables y triterpenos se acumularon en mayor cantidad en el fruto
beneficiado. Los taninos totales y taninos condensados fueron méas abundantes en hoja, tallo, flor
y fruto verde. Los flavonoides y saponinas estuvieron en mayor cantidad en frutos verdes

seguido de frutos beneficiados.
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CAPITULO IV
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE DOS QUIMIOTIPOS DE Vanilla planifolia Jacks. ex

Andrews DE LA REGION DEL TOTONACAPAN, MEXICO

Resumen

En los ultimos afios, la vainilla ha sido de gran interés por parte de consumidores, especialistas
de la salud y la comunidad cientifica, debido a reportes de actividad biolégica que en ella se ha
investigado. Por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antioxidante de tejidos
vegetales de dos quimiotipos (Ql y QVI) de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews cultivados en
acahual y malla sombra. La medicidn de la capacidad antioxidante de hoja, tallo, flor, fruto verde
y fruto beneficiado se realizo en extractos de metanol mediante los métodos de DPPH y ABTS, y
por el método de ORAC en la fraccidn hidrofilica y lipofilica. La mayor actividad antioxidante
se detectd en los frutos beneficiados, seguido del fruto verde de ambos quimiotipos de vainilla.
La condicion de manejo de acahual favorecid la mayor actividad antioxidante en los tejidos
debido a que esta presentd las condiciones 6ptimas de luminosidad y temperatura para desarrollo
de la vainilla. La capacidad antioxidante se correlaciono con la concentracion de compuestos
fendlicos totales. En conclusion, la vainilla cultivada en la region del Totonacapan tuvo una

actividad antioxidante mayor en el quimiotipo QVI en el sistema de manejo de acahual.

Palabras clave: acahual, actividad antioxidante, malla sombra, Vanilla planifolia.
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ANTIOXIDANT CAPACITY OF TWO QUIMIOTIPOS OF Vanilla planifolia Jacks. ex

Andrews FROM THE TOTONACAPAN REGION, MEXICO

Abstract

In recent years, vanilla has been of great interest from consumers, health specialists and the
scientific community, due to reports of biological activity that it has been investigated.
Therefore, the study aimed to evaluate the antioxidant activity of plant tissues of two chemotypes
(QI and QVI) of Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews grown in acahual and mesh shade.
Measurement of antioxidant capacity of leaf, stem, flower, green fruit and cured fruit was
performed in methanol extracts by the methods of DPPH and ABTS, and by the ORAC method
in the hydrophilic and lipophilic fraction. The highest antioxidant activity was detected in the
cured fruits, followed by the green fruit of both vanilla chemotypes. The condition of acahual
management favored the greater antioxidant activity in the tissues due to the fact that it has the
optimum conditions of luminosity and temperature for the development of vanilla. The
antioxidant capacity correlated with the concentration of total phenolic compounds. In
conclusion, vanilla cultivated in the region of Totonacapan had higher antioxidant activity in the

chemotype QVI in the acahual management system.

Key words: Acahual, antioxidant activity, mesh shade, Vanilla planifolia.
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4.1 INTRODUCCION

Numerosos estudios evidencian en extractos y frutos beneficiados de vainilla (Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews) diversas propiedades funcionales como anticarcinogénicos, antimutagénicos,
antiinflamatorios, antimicrobianas, asi como una alta capacidad antioxidante (Ferguson, 1994;

Bythrow, 2005; Shyamala et al., 2007; Shanmugavalli et al., 2009; Tai et al., 2011).

Los antioxidantes son apreciados por su conocido aporte a la salud de quien los consume, debido
a sus propiedades funcionales o nutracéuticas (Mierziak et al., 2014). Su importancia radica en
su capacidad de neutralizar radicales libres, que contienen uno o mas electrones desapareados,
siendo responsables de muchas enfermedades degenerativas, cataratas, arterioesclerosis, muerte
celular y cancer, asimismo por su capacidad de eliminar y atrapar potencialmente a los
electrofilos dafiadores del ADN, metales toxicos, hasta la inhibicion de enzimas activadoras de

precarcindgenos hasta carcindgenos (Villanueva-Tiburcio et al., 2010).

Para evaluar la actividad antioxidante en diversas matrices alimentarias existen diferentes
métodos, cada uno de ellos con diferente fundamento, entre ellos incluyen: acido 2 2,2-azinobis-
[3 etilbenzotiazolin-6-sulfonico] (ABTS) (Leong y Shui, 2002), 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH) (Gil et al., 2002), y la capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC)
(Thaipong et al., 2006). Awika et al. (2003) observaron una alta correlacion entre los métodos de
DPPH, ABTS y ORAC en la determinacion de la capacidad antioxidante en sorgo y productos
derivados de este. Algunos autores, como Prior et al. (2003) mencionan al ensayo de ORAC
como el método mas relevante ya que se basa en la inhibicion de la reactividad de radicales
libres del tipo peroxilo. Asi, el ensayo de ORAC utiliza radicales de relevancia bioldgica, es el

tnico método que combina el tiempo y grado de inhibicion en una misma prueba, y ha sido
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recientemente adaptado para el uso de fluoresceina como prueba de fluorescencia (Ou et al.,

2001).

El objetivo del estudio fue analizar la actividad antioxidante de extractos de tejidos vegetales
(hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado) de dos quimiotipos de V. planifolia cultivados
en dos sistemas de manejo, acahual y malla sombra mediante tres métodos (DPPH, ABTS y
ORAC). A fin de conocer el efecto que tiene el manejo en el cultivo de la vainilla en la

capacidad antioxidante de la planta y frutos.

4.2 MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Durante el periodo de floracion (abril-mayo del 2013) se recolectaron hojas, tallos y flores de
Vanilla planifolia Jacks. ex Andrew provenientes de dos sistemas de manejo, acahual y malla
sombra. Los frutos verdes se recolectaron 32 semanas después de la polinizacion y se sometieron
a un mismo proceso de beneficiado tradicional (Beneficio Primero de Mayo, Papantla,
Veracruz). Las plantas utilizadas correspondieron a dos quimiotipos (QI y QVI) de genotipo
diferente (Genotipo VI y Genotipo Il1, respectivamente), que fueron caracterizados previamente

por los componentes del aroma de los frutos beneficiados (Herrera-Cabrera et al., 2016).

Elaboracién de extractos

Las diferentes estructuras en fresco se cortaron en porciones de aproximadamente 0.5 cm a les
que se les adiciono metanol (Sigma Aldrich) hasta cubrirlas en una relacién 1:5 (m/v), las
muestras se colocaron en un bafio ultrasénico (AutoScience AS5150B) durante 30 minutos y se

mantuvieron en maceracién durante 24 horas. En el método de ORAC, ademas del extracto en
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metanol para la fraccion hidrofilica, se realizo el procedimiento anterior utilizando hexano como
disolvente para la obtener la fraccion lipofilica. Posteriormente los extractos se filtraron y
almacenaron en viales de vidrio en condiciones de congelacion (-20 °C) hasta el momento de su

uso.

Extracciones con disolventes de polaridad creciente

500 g de cada tejido vegetal se secd a temperatura ambiente (22 + 2 °C) y triturd. Posteriormente
por separado los diferentes tejidos vegetales se mezclaron con disolventes de polaridad creciente:
(n-hexano, cloroformo, metanol) (Sigma Aldrich), hasta el agotamiento completo, en una
relacion 1:5 (m/v). Cada extracto en cada uno de los disolventes se agito y se prepar0 por
maceracion durante 48 horas, este paso se realizd en tres ocasiones en un mismo disolvente,
después se filtr6 por gravedad, posteriormente los disolventes organicos se evaporaron en
rotavapor a presion reducida hasta sequedad para obtener los respectivos residuos. Por altimo,

los extractos se resuspendieron en el mismo disolvente para posterior analisis.

Rendimiento de extractos con disolventes de polaridad creciente

Para obtener el rendimiento de la extraccidon, se tomé como referencia el peso del material
vegetal antes de la extraccion y el peso del material vegetal seco obtenido después de la

extraccion.

Actividad antioxidante por método DPPH

Este método, desarrollado por Brand-Williams et al. (1995), se basa en la reduccién de la
absorbancia medida a 517 nm del radical DPPH- (1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo), con

modificaciones para micrométodo. A 50 uL de cada extracto se agregé 200 uL. de DPPH 0.1
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mM, la mezcla se homogeniz6 y mantuvo en obscuridad durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Las medidas de absorbancia a 517 nm se realizaron al blanco (metanol) (Ap) y a las
muestras (A1) en un espectrofotdbmetro Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific). Los
resultados del ensayo de DPPH- se expres6 como porcentaje de inhibicion, lo cual corresponde a

la cantidad de radical DPPH neutralizado por el extracto (Ecuacion 1).

0~ 41

% Inhibicion = [*=21] + 100 (Ecuacion 1)
1

A, = Absorbancia del blanco

A1= Absorbancia de la muestra

Luego de calcular los porcentajes de inhibicidn, se determind la concentracion media inhibitoria
(Clso), que es la cantidad de antioxidante necesario para disminuir la concentracion inicial de
DPPH al 50%, a través una regresion lineal de la curva de calibracion de cuatro puntos de los
resultados del porcentaje de inhibicion del extracto (Deng et al., 2011; Garcia-Mateos et al.,
2012).

Actividad antioxidante por método ABTS

Se utiliz6 el método propuesto por Re et al. (1999) y modificado por Kuskoski et al. (2004). El
radical ABTS" se formo a partir de 0.0033 g de persulfato de potasio y 0.0194 g de reactivo
ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico) en 5 mL de agua destilada. La
mezcla se agito y se mantuvo en obscuridad durante 16 horas a temperatura ambiente. Se realiz6
una mezcla con etanol absoluto con el radical ABTS”, en las proporciones necesarias para
obtener una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 754 nm. En una celda de cuarzo se agregaron 3920 pL
de la solucion de radical ABTS y se registrd la absorbancia inicial (A;), posteriormente se

adicionaron 80 pL de cada extracto, se mezclé y al término de 7 minutos se registrd la
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absorbancia final (Af), usando un espectrofotdémetro UV-Vis (Evolution 300 Thermo Scientific).
Los resultados se expresaron como el porcentaje de inhibicion aplicando la formula de la

ecuacion 2:
% Inhibicion = [*=L| « 100 (Ecuacién 2)

Al igual, que en el andlisis de la actividad inhibitoria del radical DPPH-, una vez calculado los
porcentajes de inhibicion, se determind la concentracion media inhibitoria (Clso), a través una

curva de regresion lineal (Deng et al., 2011; Garcia-Mateos et al., 2012).
Actividad antioxidante por método ORAC

El método de ORAC se basa en la inhibicion de oxidaciones inducidas por radicales peroxilo y
refleja la actividad antioxidante clasica de ruptura de cadena radical por transferencia de &tomos
de hidrogeno (Cao et al., 1993). Las determinaciones se realizaron en un medio con luz amarilla.
En una microplaca de 96 pocillos en sus pocillos exteriores se colocé 200 uL. de agua destilada
en cada uno de los pocillos exteriores que rodean la placa, para proporcionar una masa térmica,
mientras que los pocillos interiores se usaron para las determinaciones experimentales. En cada
pocillo se colocaron 25 puL de solucion de calibracion, blanco o muestra, se incub6d en oscuridad
a 37 °C durante 10 min, en seguida se agregd 150 uL de fluoresceina 0.1 uM, la microplaca se
volvio a incubar a 37 °C durante 30 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se agregaron 25
uL de dihidrocloruro de 2,2-Azobis-2-metilpropionamidina (AAPH) 153 mM, y se midio la
fluorescencia durante 60 minutos con intervalos de un minuto en un Varioskan Flash (Thermo
Fisher Scientific). Se realizaron curvas de calibracién con acido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) 100 uM en buffer de fosfato (75 mM, pH 7.4). Los
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valores ORAC se calcularon como describen Cao y Prior (1999). La AUC y la AUCneta de los
estandares y de las muestras se determinaron utilizando las ecuaciones 3 y 4 respectivamente. La

ecuacion 5 se utilizo para calcular el valor ORAC en equivalentes de Trolox.
AUC = 0.5 + (R2/R1) + (R3/R1) + (R4/R1) + ... + 0.5(Rn/R1) (Ecuacién 3)

R1= Lectura de fluorescencia en el inicio de la reaccion

Rn= Lectura de fluorescencia en la ultima medicion

La curva estandar se obtuvo mediante el trazado de la AUCnet; de diferentes concentraciones de

Trolox contra su concentracion.
AUCNeta = AUCMuestra - AUCB|anco (ECU&CIén 4)

El valor ORAC (la actividad antioxidante) se calcula mediante el uso de una curva de calibracion
de Trolox con una ecuacion de regresion lineal entre AUC Neta y la concentracion de
antioxidantes para todas las muestras. Los resultados finales se expresan en micromoles de

Equivalentes Trolox por gramo.

-b DF .
x= 2% = (Ecuacion 5)
m w

Donde:

y = AUCneta de la perdida de fluorescencia
b = Intercepcion

m = Pendiente

DF = Factor de dilucion

W = peso de la muestra en gramos
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x = micromoles de Equivalentes Trolox por gramo (uM TE-g™)

Andlisis estadistico.

Se realiz6 un analisis de varianza de la actividad antioxidante en los diferentes tejidos por
quimiotipo y sistema de manejo de cultivo expresada, a través de los diferentes ensayos, se
incluyeron nueve repeticiones para cada estructura vegetal. La diferencia entre medias por
sistema de manejo, quimiotipo y tejido vegetal, se evalud por la prueba de media (Tukey a=0.05)
mediante el paquete estadistico SAS versién 9.0 (SAS, 2002). Adicionalmente se efectud un
analisis de correlacion de Pearson entre los métodos para determinar actividad antioxidante y los
valores medios de compuestos fendlicos totales, taninos totales, flavonoides, saponinas y
triterpenos totales, para determinar las relaciones entre los compuestos fitoquimicos y la

actividad antioxidante de la vainilla.
4.3 RESULTADOS Y DISCUSION
Capacidad antioxidante en tejidos de vainilla por extracciones sucesivas

Los porcentajes obtenidos del rendimiento de las extracciones sucesivas con disolventes de
polaridad creciente mostraron que el fruto verde y fruto beneficiado fueron los tejidos que
presentaron el rendimiento mayor en los diferentes extractos (Cuadro 4.1). Respecto a los
solventes, el metanol fue el solvente que tuvo mayor rendimiento para todos los tejidos. De hoja,
tallo y flor los rendimientos fueron bajos. Mientras que en los extractos de metanol de los frutos
beneficiados el rendimiento fue de hasta casi 63 %. Por lo que en los tejidos frescos la actividad

antioxidante se determind en los extractos de metanol.
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Cuadro 4.1 Rendimiento de extracciones sucesivas en disolventes de polaridad creciente de hoja,
tallo, flor, fruto verde y beneficiado de Vanilla planifolia J.

Estructura vegetal Extracto Rendimiento (%0)

Hexano 1.52

Hoja Cloroformo 0.74
Metanol 4.23

Hexano 1.16

Tallo Cloroformo 1.49
Metanol 3.88

Hexano 0.77

Flor Cloroformo 0.9
Metanol 0.96
Hexano 40.36
Fruto verde Cloroformo 41.99
Metanol 50.52
Hexano 44.12
Fruto beneficiado Cloroformo 46.36
Metanol 62.99

En este estudio se evaluo en los extractos de las diferentes 6rganos de la planta de vainilla, la
concentracion necesaria para disminuir 50% la concentracion inicial del radical DPPH, tomando

en cuenta que un Clsg bajo esta asociado con una actividad antioxidante alta.

Los extractos con disolventes de polaridad creciente en el ensayo de DPPH mostraron valores de
Clso en un rango entre 0.71 a 1.75 mg-mL'l, y para el ensayo de ABTS de 0.22 a 0.69 mg-mL'l,

con los valores menores para el fruto beneficiado en ambos ensayos (Cuadro 4.2).
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Cuadro 4.2 Actividad antioxidante (Clsp) de extraccion sucesiva en metanol frente al radical
DPPH y ABTS de diferentes tejidos de Vanilla planifolia.

Clso (mg°mL'1)

DPPH ABTS
Hoja 1.07+0.11° 0.69 +0.97¢
Tallo 1.75 +0.05¢ 0.67 +0.77%
Flor 1.74 +0.11¢ 0.65+0.80 °
Fruto verde 1.13+0.21°¢ 0.49 +0.64°
Fruto beneficiado 0.71+0.15° 0.22 +0.33°
DMS 0.01 0.02

Letras diferentes en cada columna indican diferencia significativa Tukey (P<0.05).

Capacidad antioxidante en tejidos de vainilla de extractos frescos
Efecto de quimiotipo y sistema de manejo de cultivo

Los resultados obtenidos en la determinacion de la capacidad antioxidante Clsy (mg-mL™)
analizada por los métodos de DPPH y ABTS mostraron diferencia significativa (P<0.05) por
sistema de manejo de cultivo, entre quimiotipos dentro de tejidos vegetales, (Cuadro 4.3). Los
extractos de fruto beneficiado tuvieron una actividad inhibidora del radical DPPH-
significativamente mayor a los demas tejidos, con valores de Clsp en un intervalo de 3.67 a 5.99
mg-mL™. Los frutos beneficiados del quimiotipo QVI en ambos sistemas de manejo presentaron
la actividad inhibitoria mayor. El fruto verde comparado con los demas extractos presentd una
actividad inhibidora intermedia con valores de 13.85 a 30.61 mg-mL™. La hoja, tallo y flor
presentaron la capacidad mas baja de atrapar radicales DPPH, con valores de Clso en intervalos

de 29.25 a 57.57 mg-mL™ (Cuadro 4.3).
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Cuadro 4.3 Actividad antioxidante (Clso) frente al radical DDPH y ABTS de diferentes tejidos de
dos quimiotipos de Vanilla planifolia.

Sistemade Estructura Clso (mg-mL™)
. Quimiotipo
manejo vegetal DPPH ABTS
Ql Hoja 56.11 +0.25° 37.70+0.98°
Tallo 57.57 +0.75 ¢ 40.75+0.34 ™
Flor 57.35 +1.58 ¢ 37.21+ 0.75°¢
Fruto verde 13.85 +0.21° 11.38 +0.52°
Fruto beneficiado 5.04+0.13° 2.59+0.07°
Acahual QVI Hoja 55.25 +3.74 ° 41.08 +3.13
Tallo 53.78 + 3.63 ¢ 42.12 +3.12 ¢
Flor 44.78 +2.92 ¢ 40.79 +2.58 ™
Fruto verde 20.63+1.41° 9.57 +0.82°
Fruto beneficiado 3.67+0.20° 1.54+0.12°
DMS 4.88 4.10
Ql Hoja 53.47 +4.33 7 40.23 +2.98
Tallo 56.20 + 4.12" 43.11 £ 3.75°
Flor 29.25+2.22° 32.23 +2.48°
Fruto verde 29.19 + 2.47° 10.10 +0.98°
Fruto beneficiado 5.99 +0.58° 2.57+0.10°
S';A:E?a QVI Hoja 46.83 +0.71° 37.28+0.42°
Tallo 48.78 £ 0.94 40.36 + 1.19 *
Flor 39.53+0.70° 36.85 + 0.47 ¢
Fruto verde 30.61 +0.59° 11.19+£0.29°
Fruto beneficiado 3.86+0.14° 1.95 +0.24°
DMS 5.36 4.32

Ql: Quimiotipo QI, QVI: Quimiotipo QVI. Letras diferentes en cada columna indican diferencia
significativa Tukey (P<0.05).

Diversas investigaciones han reportado el efecto del ambiente sobre la actividad antioxidante en

plantas, donde variables como la temperatura, la radiacién solar, la sequia y el exceso de agua
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dan lugar a respuestas protectoras o de reparacion en las plantas, incluida la produccion de

antioxidantes. (Alexieva et al., 2001; Nacif de Abreu et al., 2005).

En el cuadro 3.1 del capitulo I11 se mostrd que la condicion de malla sombra manifestd la menor
cantidad de radiacion interceptada, lo que propicio una temperatura mayor en la condicion de las
plantas cultivadas en este sistema de manejo, lo anterior puede condicionar el desarrollo de
compuestos con actividad antioxidante, ya que Larrauri et al. (1997) determinaron que
condiciones de cultivo con temperaturas altas dan lugar a la pérdida de antioxidantes naturales
dado que el calor puede acelerar la oxidacion y otras reacciones de degradacion en frutas y
vegetales (Larrauri et al., 1997). La condicion del manejo en acahual, tuvo una radiacion
interceptada de 60-79 % que favorecid la acumulacion de compuestos fendlicos totales, de
manera similar en esta condicion de cultivo se detectaron los valores promedio mas altos de

capacidad antioxidante de los tejidos vegetales.

La comparando de los valores de Clso de extractos de los tejidos vegetales en fresco con los
exhibidos por los estandares de referencia (Cuadro 4.4), muestra que la capacidad antioxidante
de los extractos fue débil, bajo las condiciones de estudio, donde las concentraciones oscilaron
en intervalos de 8.07 a 81.19 pug-mL™ para los estandares en el ensayo de DPPH y 7.01 a 51.99
pg-mL™ en estandares en el ensayo de ABTS. En cambio con los extractos de los tejidos con
disolventes de polaridad creciente la proporcion de la capacidad inhibitoria si bien no fue cercana
de la manifestada por los estandares de referencia, estos presentan resultados similares a los
reportados por Shyamala et al. (2007), donde se logra un valor de Clso de 480 pug-mL™ para fruto
beneficiado frescos en la prueba de DPPH. Mientras que Krishanasree y Anallu (2013)
reportaron para extractos metanolicos de frutos beneficiados cortados finamente y extraidos en

metanol al 80 % valores de 64 pg-mL™ a 92 pg-mL™ de Clso.
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Cuadro 4.4 Actividad antioxidante (Clsp) frente al radical DPPH y ABTS de estadndares de
referencia utilizados en el analisis de antioxidantes.

Clso (Hg-mL™)

Estandar

DPPH ABTS
Acido galico 8.07+0.84 ° 7.01+0.13°
Acido ascorbico 25.33+0.83 " 15.96+0.34 °
BHT 81.19+0.61 © 51.99+0.30 ¢
DMS 0.87 0.29

Letras diferentes en cada columna indican diferencia significativa Tukey (P<0.05).

Es recomendable utilizar varios métodos para la evaluacion de la capacidad antioxidante de un
alimento, ya que se puede obtener diversidad de resultados entre métodos, por las variaciones
entre las condiciones de experimentacion como lo mencionan Rojas-Lopez y Cafizares-Macias

(2013).

Ramos et al. (2003) reportan una clasificacion de extractos vegetales dependiendo de la
concentracion de Clso. Extractos con alto potencial antioxidante son aquellos con
concentraciones menores a 30 ug-mL™, extractos con moderado potencial aquellos que presenten
un intervalo entre 30 ug-mL™ y 100 ug-mL™ y extractos con bajo potencial antioxidante aquellos
que presenten un Clso por encima de 100 pg-mL™. Sin embargo, Lee et al. (2008) reportaron que
todo extracto que tenga efecto antioxidante (Clso) con una concentracién menor a 10 mg-mL™ es
considerado un antioxidante efectivo, por lo que en base a este Gltimo criterio, la actividad
antioxidante mostrada en frutos beneficiados y extractos de los diferentes tejidos con disolventes
de polaridad creciente en los ensayos de DPPH y ABTS pueden ser considerados extractos con

capacidad antioxidante alta.
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La capacidad antioxidante expresada como micromoles de Equivalentes Trolox por gramo (uM

ET-g™) resultante con la metodologia de ORAC se muestran en el cuadro 4.5.

El método de ORAC es sensible y presenta la ventaja de combinar el tiempo de inhibicion como
grado de inhibicion de la generacion de radicales, ya que lleva la reaccion de oxidacion hasta su
finalizacion y utiliza una técnica de area bajo la curva (AUC) para la cuantificacion de la
capacidad antioxidante (Prior et al., 2003; Krishnaiah et al., 2011). Ademas de que este método
permite la medicién de la capacidad antioxidante total ya que combina la cuantificacién de

componentes antioxidantes de naturaleza lipofilica y de naturaleza hidrofilica (Wu et al., 2004).

La fraccion hidrofilica del fruto beneficiado presento la mayor capacidad antioxidante con un
intervalo de 17329.01 a 23748.21 uM ET-g” donde los valores mayores se presentaron en el
quimiotipo QVI en ambos sistemas de manejo, seguido del fruto verde con un rango de
10045.01 a 15559.67 uM ET-g™. Los tejidos vegetales hoja, tallo y flor presentaron valores de

capacidad antioxidante entre 2490.73'y 7748.49 uM ET -g™.

La fraccion lipofilica mostro la mayor capacidad antioxidante en el fruto beneficiado con valores
entre 3453.32 y 8746.97 uM ET-g”. Los deméas tejidos vegetales presentaron valores entre
600.27 y 3580.22 uM ET-g?, siendo los valores mas altos los encontrados en tallo y flor del

quimiotipo QVI en acahual y fruto verde en el quimiotipo QVI en malla sombra.

Dudonné et al (2009) reportaron valores de 1593 uM ET-g” para extracto acuoso (fraccién
hidrofilica) de frutos beneficiados de vainilla provenientes de Madagascar. La base de datos del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos de America (U.S. Department of Agriculture)
USDA (2010) documenta una capacidad antioxidante de 1224 puM ET g* para frutos

beneficiados de vainilla, con un valor de 293 uM ET g™ para la fraccién hidrofilica y 931 uM ET
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g* para la fraccion lipofilica. Estos valores difieren de la proporcién que se encontrd en este
trabajo, ya que los valores de la fraccion hidrofilica siempre fueron mayores. En los resultados
del presente estudio y bajo las condiciones de nuestro experimento se tuvieron valores de cinco a
siete veces mayores de actividad antioxidante en comparacion con las reportadas en la literatura

por el método ORAC.

El quimiotipo QVI de acuerdo al cuadro 3.4 en el capitulo 111 mostré mayor concentracion de
compuestos fitoquimicos respecto al quimiotipo VQI, siendo el fruto beneficiado quien
manifestd alto contenido de compuestos fenolicos totales, taninos hidrolizables y triterpenos
totales. Esto coincide con los resultados mostrados en los cuadro 4.3 y 4.5 donde se aprecia que
en los ensayos de DPPH, ABTS y ORAC los frutos beneficiados pertenecientes del quimiotipo

QVI en ambos sistemas presentaron la mayor actividad antioxidante.

Debido a que muchos trabajos relacionan la capacidad antioxidante con el contenido de
compuestos fendlicos, flavonoides y taninos presentes en extractos de plantas (Farasat et al.,

2014; Abootalebian et al., 2016).
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Cuadro 4.5 Actividad antioxidante por el método de ORAC de diferentes tejidos de dos

quimiotipos de Vanilla planifolia de la region del Totonacapan, México.

Fraccion Fraccion
Sistema de Quimiotipo Estructura Hidrofilica Lipofilica

manejo vegetal UM ET +g” MS UM ET +g MS

QI Hoja 2725.49 + 30.28 ¢ 600.27 + 52.18 ¢

Tallo 2547.60 + 65.96 1749.23 +81.91°

Flor 7748.49 + 83.76 1642.52 +34.60 °

Fruto verde 15559.67 + 11.49¢  2890.46 + 45.48 "

Fruto beneficiado  17329.01 + 10.93° 6781.74 +78.92 °

Acahual QVI Hoja 2490.73+28.799  2805.53 +29.53"
Tallo 2964.15 + 34.17 ¢ 3373.41 + 34.84"

Flor 5706.24 + 66.33 ' 1720.78 +20.49 °
Fruto verde 10045.01 +82.09 ¢  1147.30 +55.68 ™

Fruto beneficiado  23748.21 +49.80 ° 3467.69 + 27.93°

DMS 1542.4 760.75

QI Hoja 3251.32+11.77™  1362.20 +30.08 ¢

Tallo 3890.73 + 40.62 855.45 + 53.35 °

Flor 5222.47 + 36.78 ¢ 963.62 + 10.71 °

Fruto verde 13022.24 +88.96°  738.38+10.34°
Malla Fruto beneficiado ~ 18814.54 + 81.00°  3453.32 +24.26 "
sombra QVI Hoja 2849.88 25949  2926.15+18.37 ¢
Tallo 4595.75+27.86®  2651.60 + 15.07 ©
Flor 4471.30+13.82%  2808.68 +13.94°
Fruto verde 1224757 +58.27°¢  3580.22 + 35.03 "
Fruto beneficiada  20322.37 +58.27 ® 8746.97 +78.91°

DMS 990.59 360.02

QI: Quimiotipo QI, QVI: Quimiotipo QVI. Letras diferentes en cada columna indican diferencia

significativa Tukey (P<0.05).
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La correlacion entre las variables del ensayo de DPPH/Clsy y ABTS/Clsy respectivamente,
mostraron valores negativos con la concentracion de compuestos fendlicos totales (-0.90541***;
-0.90394***), flavonoides (-0.50996*; -0.58793**), saponinas (-0.70139**; -0.8444***) y
triterpenos totales (-0.77902***; -0.77768***) (Cuadro 4.6). EI método ORAC en sus fracciones
hidrofilica y lipofilica mostraron correlaciones positivas con respecto al contenido de
compuestos fenolicos totales (0.89944***; 0.63342**), la fraccion hidrofilica con saponinas
(0.78466***) y ambas fracciones con triterpenos totales (0.7283**; 0.57403**) (Cuadro 4.6). En
particular se observo una fuerte correlacion negativa entre el contenido de compuestos fendlicos
totales con la capacidad de atrapar radicales libres (DPPH/Clso y ABTS/Clsp), Yy positiva con la
fraccion hidrofilica del ensayo ORAC, lo que indica que estos compuestos son altamente

responsables de la actividad antioxidante de los tejidos de vainilla analizados.

Las propiedades antioxidantes de los compuestos fenolicos estan directamente relacionadas con
su estructura quimica, ya que estos compuestos se componen de uno o mas anillos aromaticos
que llevan uno o mas grupos hidroxilo y, por lo tanto, son potencialmente capaces de atrapar
radicales libres formando radicales fenoxilo estabilizados (Rice-Evans et al., 1996; Bors y
Michel, 2002). En caso de las saponinas y triterpenos estos pueden actuar como antioxidantes
directos a través de mecanismos de eliminacion de radicales libres y/o como antioxidantes
indirectos al mejorar el estado antioxidante (enzimatico y no enzimatico). Ademas, de ser
compuestos estructurales extensos y variados en la naturaleza, que muestran una amplia gama de
actividades biologicas y farmacoldgicas. (Gonzalez-Burgos y Gomez-Serranillos, 2012;

Akinpelu et al., 2014).
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Cuadro 4.6. Analisis de correlacion (R) entre la actividad antioxidante y compuestos fitoquimicos en los diferentes tejidos de Vanilla

planifolia.
DPPH  ABTS  ORAC ORAC — Compuestos . . Triterpenos
(Clso) (Clso) EraCCJc_Jn F_racgl_on fendlicos Flavonoides  Saponinas totales
%0 hidrofilica lipofilica totales
DPPH (Clsg) 1 0.94333 -0.921(32 -O.GOOES -O.90iﬂ -0.50992 -0.70132 -0.77223
-0.942 -0.54064 -0.90394 -0.587 -0.84447 -0.777
poTs 1 P e dsuM dom osmm o dewTom
ORAC 0.63964 0.89944 0.48531 0.78466 0.7283
Fraccion 1
hidrofilica > o * o *
ORAC 0.63342 0.22413 0.42046 0.57403
Fraccion 1 NS NS
lipofilica > >
Compuestos 0.68903 0.80693 0.70666
fenolicos 1 . e .
totales
. 0.68589 0.40489
Flavonoides 1 ox NS
. 0.60624
Saponinas 1 *
Triterpenos 1

totales

***=p<0.001 Muy altamente significativo, **= p<0.01 altamente significancia, *= p<0.05 Significativo y NS= No significativo.
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4.4 CONCLUSIONES

En este estudio se determind la capacidad antioxidante de la hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto
beneficiado de dos quimiotipos de vainilla en dos sistemas de manejo de cultivo. La actividad
antioxidante in vitro observada en los frutos beneficiados de vainilla mostré la méas alta
capacidad por DPPH, ABTS y ORAC. El quimiotipo QVI tuvo mayor actividad antioxidante que
el quimiotipo QI. La actividad antioxidante se correlaciond con el contenido de compuestos

fendlicos totales seguido de los triterpenos totales.

Las condiciones en el manejo, como la cantidad de radiacion interceptada y temperatura
promedio, influyeron en la actividad antioxidante de los tejidos evaluados, que limito dicha
propiedad en frutos cultivados en el sistema de malla sombra. El sistema de manejo en acahual
presento condiciones adecuadas para el desarrollo de compuestos fitoquimicos como compuestos

fendlicos totales y triterpenos totales, los cuales son responsables de la actividad antioxidante.
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CAPITULO V
TOXICIDAD AGUDA (DLsp) Y MOTILIDAD GASTROINTESTINAL DE EXTRACTOS
ACUOSO Y METANOLICO DE FRUTOS BENEFICIADOS DE Vanilla planifolia J. ex
Andrews

Resumen

En México, las enfermedades digestivas son un problema de salud publica que afectan a un gran
nimero de personas. El objetivo del presente trabajo fue determinar la dosis letal media, asi
como la motilidad gastrointestinal en ratones, de extracto acuoso y de metanol de Vanilla
planifolia cultivada en la region del Totonacapan. Los extractos fueron analizados por el método
de Lorke modificado para la estimacion de la dosis letal media, para la determinacion de la
motilidad gastrointestinal se ocupo el método de carbon activado como marcador en el tracto
intestinal. Los resultados indicaron un débil nivel de toxicidad aguda en ambos extractos de
vainilla, el acuoso y el de metanol. El extracto de metanol fue capaz de disminuir el avance del
contenido gastrointestinal bajo las condiciones experimentales probadas, lo que sugiere que este
extracto puede ser util en el tratamiento de diarrea. El extracto acuoso no mostro diferencia entre
los grupos administrados a pesar de un aumento en la dosis y ademas presenta un
comportamiento laxante, por lo que para emitir una conclusion del comportamiento de este

extracto se requiere mayor experimentacion.

Palabras clave: dosis letal media, motilidad gastrointestinal, Vanilla planifolia.
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ACUTE TOXICITY (LDsg) AND GASTROINTESTINAL MOTILITY OF AQUEOUS AND

METHANOLIC EXTRACTS OF CURED FRUITS OF Vanilla planifolia J. ex Andrews

Abstract

In Mexico, digestive diseases are a public health problem that affects a large number of people.
The objective of this study was to determine the median lethal dose and gastrointestinal motility
in mice, of aqueous and methanol extracts of Vanilla planifolia grown in the Totonacapan
region. The extracts were analyzed by the modified Lorke method for the estimation of the
median lethal dose. For the determination of gastrointestinal motility, the activated carbon
method was used as a marker in the intestinal tract. The results indicated a weak level of acute
toxicity in both vanilla extracts, aqueous and methanol. The methanol extract was able to
decrease the advance of the gastrointestinal content under the experimental conditions tested,
which suggests that this extract may be useful in the treatment of diarrhea. The aqueous extract
showed no difference between the groups administered despite an increase in the dose and also
presents a laxative behavior, so to issue a conclusion on the behavior of this extract requires

further experimentation.

Key words: median lethal dose, gastrointestinal motility, Vanilla planifolia.
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5.1 INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointestinales son una de las primeras causas de consulta médica y
también una de las primeras causas de muerte en México y en el mundo (Hernandez et al., 2011).
Por lo que se considera un problema de salud publica a nivel mundial, especialmente en paises
en via de desarrollo donde afecta a personas de cualquier edad y condicién social, principalmente

a nifios (Le6n-Ramirez, 2002).

El uso de plantas con fines medicinales es una préctica coman en la medicina tradicional, es el

producto de conocimiento empirico de la interaccion hombre-planta (Toso et al., 2012).

La vainilla (Vanilla planifolia J. ex Andrews) desde la época prehispanica ha sido utilizada como
medicina tradicional para aliviar diversas enfermedades, entre las cuales se mencionan:
dismenorrea, fiebre, histeria, dispepsia, prevencion de caries dental, dolor de muelas y Ulceras
(Menon y Nayeem, 2013). Los extractos de frutos beneficiados y en particular la vainillina, que
es el compuesto responsable del aroma de la vainilla, tiene efectos anticarcinogénicos
(Lirdprapamongkol, 2005; Ho, 2009), antimutagénico (King et al., 2007), antimicrobiano

(Shanmugavalli et al., 2009) y también posee una alta capacidad antioxidante (Tai et al., 2011).

Un aspecto esencial en el estudio y uso de las plantas medicinales es la determinacion de la
toxicidad aguda, este debe ser el primer ensayo realizado a una planta determinada, de la cual se
considera que posee propiedades nutracéuticas, esto con la finalidad de conocer el potencial
toxico de una sustancia, referido como el estudio cuali-cuantitativo de los fendmenos toxicos y
de su aparicion en funcion del tiempo tras la administracion de una dosis Unica de la sustancia
(Ogbuehi et al., 2015). La dosis letal media (DLso) para una sustancia particular es la cantidad

que causa la muerte a la mitad (es decir, 50%) de un grupo de algunas especies animales
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particulares, como ratas o ratones, cuando se administra por una via particular (Randhawa,

2009).

A su vez, estudios relacionados con la toxicidad aguda y el valor de DLsy han permitido elaborar
sistemas de clasificacion referentes al grado de toxicidad para valorar un compuesto
determinado. Un beneficio terapéutico de la vainilla reportado por Abuirmeileh et al. (2015) es
su propiedad antiespasmddica, por lo que un estudio sobre la motilidad gastrointestinal es
necesario. La motilidad gastrointestinal in vivo, es “la propiedad de las paredes intestinales para
contraerse y relajarse a fin de que el contenido del intestino vaya de un lugar a otro, que favorece

la absorcion adecuada de nutrientes” (Romero-Trujillo et al., 2012).

5.2 MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los frutos beneficiados de vainilla se obtuvieron durante el 2015 de la region del Totonacapan

Puebla-Veracruz. El beneficiado que recibieron fue artesanal realizado durante 14 semanas.

El material vegetal se secO a temperatura ambiente y cortdé en trozos pequefios de

aproximadamente 5 mm.

Animales

Se emplearon ratones albinos, cepa NIH, hembras, con peso de 20 a 25 g, que se mantuvieron en
condiciones de ayuno por 24 h previas al experimento, con libre acceso al agua. La via de

administracion fue oral en todos los tratamientos y los volimenes administrados correspondieron
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a la centésima parte del peso corporal del raton. Los animales fueron tratados de acuerdo a las

recomendaciones de la NOM-062-Z0O0-1999 (Lomeli, 2002).
Obtencioén del extracto acuoso

La preparacion del extracto se realiz6 a partir de frutos beneficiados secos y molidos (400 g). Se
extrajo por medio de Soxhlet con agua destilada. El extracto se filtré por gravedad y se concentr
en un evaporador rotatorio Buchi RE-111, y finalmente se expuso a una corriente de aire a

temperatura ambiente (22 £+ 2 °C).
Obtencion del extracto de metanol

El extracto con metanol se prepard por maceracion a temperatura ambiente durante 48 horas a
partir de 400 g de fruto seco y molido, posteriormente se filtro por gravedad; esta operacion se
realizd en tres ocasiones para finalmente concentrar en un evaporador rotatorio Buchi RE-111, y

finalmente se expuso a una corriente de aire a temperatura ambiente (22 + 2 °C).
Determinacion de la toxicidad aguda Dosis letal media (DLsg)

Se empled la metodologia de Lorke (1983) modificada por De la Cruz et al. (2012). Se formaron
tres grupos de tres animales cada uno, se marcaron y pesaron. La determinacion de la dosis letal
media (DLsp) se determiné en dos fases. La primera consistioé en administrar una dosis al grupo
por via intraperitoneal en un intervalo de dosis de 10 — 1000 mg-kg™ de peso. Pasadas 48 horas
se registrd la mortalidad de los ratones y los sobrevivientes fueron monitoreados durante un
lapso de 15 dias. En la segunda fase, se administraron dosis en un intervalo de 1600 — 5000

mg-kg™ de peso.

112



La ecuacion para determinar las dosis letal media (DLso): [a: dosis correspondiente al <50% de
mortalidad; b: dosis correspondiente al >50% de mortalidad; Pso: unidades probit de mortalidad
del 50%; Pa: unidades probit de la dosis a; Pb: unidades probit de la dosis b (De la Cruz et al.,
2012).

Psy — P, b
LogLDg, = ﬁ] log (5) + log(a)
a

Motilidad gastrointestinal en raton

Se formaron cinco grupos de 10 animales cada uno. Los ratones se mantuvieron en ayunas
durante 24 h antes del experimento, permitiéndoles el libre acceso a agua. Los extractos en un
intervalo de dosis de 100 — 1000 mg-kg™, loperamida (testigo positivo) y la solucién salina
isotonica se administraron por via oral. Treinta minutos después, se administr0 a todos los
animales una suspension de goma arabiga (5 %) y carbon activado (10 %). Transcurridos treinta
minutos, todos los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y se extrajeron los
intestinos. Se determind la longitud del intestino, la distancia recorrida por el marcador y se
calculé el porcentaje de avance del marcador de cada ratén, en cada uno de los grupos

(Williamson et al., 1996; Romero et al., 2009).
Andlisis estadistico

Se empled un andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Dunnett para determinar

diferencias significativas en el avance del marcador (De la Cruz et al., 2012)
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5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Extractos

En el figura 5.1 se muestran los extractos acuoso y metanolico de los frutos beneficiados de

Vanilla planifolia. En el cuadro 5.1 se concentran los rendimientos obtenidos de los extractos.

Figura 5.1 Extracto acuoso (A) y extracto metandlico (B) de frutos beneficiados de Vanilla
planifolia.

Cuadro 5.1 Rendimientos de extractos de Vanilla planifolia.

Rendimiento
Extracto Consistencia Color
(%)
Pastosa
Acuso 17.85 Café oscuro
semisélida
Pastosa
Metandlico 13.83 Café oscuro
semisélida
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En el extracto de metanol se formaron dos fases una sélida en mayor cantidad y una liquida. La

prueba de motilidad inter intestinal se efectud con la fase pastosa-solida.

Dosis letal media (DLsp)

En el cuadro 5.2 se presenta los resultados de la dosis letal media de los diferentes extractos

obtenidos.

Cuadro 5.2. Dosis letal media de extractos totales de Vanilla planifolia (DLso).

Extracto DLso (g-kg™)
ACU0S0 3.07
Metandlico 2.08

Los resultados obtenidos para la DLs de los extractos acuoso y metanolico (fase pastosa) de V.
planifolia muestran que son débilmente toxicos. Lo anterior, de acuerdo con la clasificacion
propuesta por Montoya (2002). Por lo que los extractos no inducen toxicidad inmediata en las

condiciones de experimentacion empleadas.

Las figuras 5.2 y 5.3 presentan la actividad del extracto metanolico y extracto acuoso sobre la
motilidad gastrointestinal. Existe diferencia estadisticamente significativa en el avance del
marcador, entre el grupo administrado con solucion salina isotonica y los grupos administrados
con las dosis de 300 mg-kg™ y de 1000 mg-kg™ del extracto metandlico de vainilla. Esto
significa que este extracto disminuye el avance del contenido gastrointestinal en ratdn, a las dosis
probadas, por lo que pudiera ser util en el tratamiento de diarrea. Estos resultados de
experimentacion in vivo concuerdan con los informados en experimentacion in vitro sobre

vainilla (Abuiermeileh et al., 2015).
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Si bien, en general se observa diferencia estadistica entre el grupo administrado con solucion
salina isotdnica y los grupos administrados con el extracto acuoso de vainilla, no se encontro

diferencia entre los grupos administrados con el extracto a pesar del aumento en las dosis.

Se requiere mayor experimentacion para poder emitir una conclusion respecto al efecto de este

extracto acuoso.

8

[ 4]

o
L
.—i

~
o
L
—

- %
— %

3
%

AVANCE DEL MARCADOR (%)
N w H (4]
o o o o

-h
o
1

o

SSI

100 mg'kg!

300 mg-kg?!

1000 mg-kg!

Loperamida
5 mg-kg!

Figura 5.2 Actividad del extracto metandlico de V. planifolia J. SSI (solucion salina isotdnica),
loperamida (referencia) y las diferentes dosis del extracto metandlico de V.
planifolia. *Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo,
ANOVA seguido de la prueba de Dunnet, p<0.05. Cada barra representa la media +
error estandar media (EEM) (n=10 ratones/grupo).
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Figura 5.3 Actividad del extracto acuoso de V. planifolia J. SSI (solucion salina isotdnica),
loperamida (referencia) y las diferentes dosis del extracto metandlico de V.
planifolia. *Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo,
ANOVA seguido de la prueba de Dunnet, p<0.05. Cada barra representa la media +
error estdndar media (EEM) (n=10 ratones/grupo).

5.4 CONCLUSIONES

Los valores de la prueba toxicoldgica de los extractos de frutos beneficiados de V. planifolia,
ubica a los extractos acuosos y metandlico de la vainilla como débilmente toxicos en las

condiciones experimentales probadas.
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El extracto metandlico de V. planifolia fue capaz de disminuir el avance del contenido
gastrointestinal bajo las condiciones experimentales probadas, por lo que pudiera ser (til en el

tratamiento de diarrea.
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DISCUSION GENERAL

Durante afios, la funcién de los compuestos fitoquimicos era desconocida, se creia que estos
compuestos eran productos finales del metabolismo sin funcién o metabolitos de desecho (Taiz y
Zeiger, 2012). De forma reciente se descubri6é que tenian importante funciones ecolégicas en las
plantas, como servir como atrayentes de polinizadores y dispensadores de semilla y como
agentes en la competencia planta-planta, y como proteger a las plantas de la ingestion de
herbivoros y de la infeccion por patdgenos microbianos (Brown y Trigo, 1995). Gran parte de
esta propiedad de defensa de las plantas son un producto de la mutacion hereditaria, seleccion

natural y cambios evolutivos (Theis y Lerdau, 2003).

Los efectos bioticos incluyen interacciones mas sofisticadas con la bioquimica vegetal y la
fisiologia vegetal. En un sentido mas amplio puede suponerse que los efectos bidticos estan
relacionados con las interacciones de plantas con aspectos fisiologicos de las plantas, como la
fenologia y la ontogenia. Los efectos abidticos que contribuyen a su biosintesis se incluyen todos
los efectos fisicos que gobiernan el habitat, tales como la luz, o la radiacion UV-vis, la
disponibilidad de agua (que conduce a la influencia de la sequia), la temperatura y la

composicion del suelo. (Briskin, 2000; Pavarini et al., 2012)

En este sentido, el cultivo de la vainilla depende en gran medida del manejo adecuado de la luz,
ya que es el factor ambiental con mayor influencia sobre la fotosintesis de las plantas y por lo
tanto sobre el crecimiento, la supervivencia y, en ultima instancia, la habilidad de aclimatacion a
diferentes habitats (Puthur, 2005). La importancia de establecer la capacidad de aclimatacion de
las plantas de vainilla a diferentes ambientes de luz y determinar las mas favorables para su

crecimiento. Por lo que es necesario establecer un microclima apropiado para la planta que
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genera lo menos posible su exposicion solar, lo que ocasionara una disminucion en las

fluctuaciones de temperatura y humedad del aire (Colley et al., 2000; Diez et al., 2016).

Zotz y Andrade (2002) resaltan la importancia de las condiciones microclimaticas para la
distribucion y crecimiento de las epifitas y hemiepifitas y exponen que la mayoria de estas
plantas prefieren sitios intermedios: ni muy expuestos ni totalmente a la sombra, en cuanto a luz
se refiere, reafirman a la luz como una de las variables mas influyentes en el crecimiento y

desarrollo de las plantas.

El sistema tradicional (acahual), generalmente ubicado en terrenos con pendientes ligeras y
pronunciadas, presenta abundante vegetacion secundaria que en algunos casos es usada como
tutor, y ofrece buena sombra; ademas los suelos presentan abundante materia organica lo que los
hace ricos en nutrientes (Soto-Arenas, 2006). La cantidad de agua requerida es de vital
importancia sobre todo en la etapa de crecimiento y desarrollo del fruto, ya que prolongadas
sequias provocan la caida del fruto antes de su maduracion, en este sistema de manejo la mayoria
depende de riego de temporal, sin embargo, algunos cuentan con un sistema de riego artificial

(Curti, 1995; Mata et al., 2007).

El sistema de manejo en malla sombra, que trata de semejar las condiciones que requiere la
vainilla en forma natural. La regulacion de sombra se logra colocando malla color negro al 50%
de sombra, la humedad se satisface con un sistema de riego ya sea por goteo o aspersion. Esto
permite un microclima ideal semejante al que ofrece el dosel de los arboles para el manejo de
vainilla en areas de pequefas superficies. En cuanto a la regulacion de la temperatura algunos

autores mencionan que es ideal mantener la malla a una altura de 4 m sin cubrir las paredes con
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el fin de permitir que el lote se mantear ventilado y esto regule la temperatura durante las épocas

mas calurosas (Vargas-Hernandez y Gamez-Vazquez, 2014).

Diez et al. (2017) mencionan que la vainilla como la mayoria de las orquideas, para su adecuado
desarrollo necesita la recreacion de condiciones microecoldgicas constantes, que den como
resultado un ambiente favorable. Por lo que este cultivo depende en gran medida del manejo
adecuado de la luz, ya que es el factor ambiental con mayor influencia sobre la fotosintesis de las
plantas y por lo tanto sobre su crecimiento, su supervivencia y, la adecuada aclimatacién en
diferentes habitats (Puthur, 2005). Ello hace necesario establecer microclimas apropiados para la
disminucion en las fluctuaciones de temperatura y humedad del aire (Colley et al., 2000). Ya que
una sobreexposicion de alta radiacion solar desencadena mecanismos de desacoplamiento y
desactivacion entorno al fotosistema 11, debido a que la intensidad de luz sobrepasa la capacidad
de absorcion y transformacion de la planta. Ello ocasiona la busqueda de mecanismos que
minimicen el dafio global sobre el aparato fotosintético y, por tanto, proteja a la planta mediante

la maximizacidn de la disipacién de la luz (Nelson y Yocum, 2006).

En este trabajo, los atributos fisicoquimicos de los frutos beneficiados presentaron diferencia
significativa, lo que confirmo que dichos caracteres se encuentran relacionados con las
condiciones de manejo. En particular, los azlcares solubles totales (AST), glucosa, fructosa y
sacarosa del quimiotipo QI presentaron los valores mas altos en el sistema de manejo en acahual.
Estos azUcares se encuentran involucrados con la reaccion de Maillard, la cual tiene presencia en
el proceso de curado, misma que es afectada por la temperatura, ya que el calor ocasiona que se
rompan los enlaces quimicos que unen a las moléculas de la sacarosa, compuesta por fructosa y

glucosa, para posterior formar distintos fragmentos de moléculas que reaccionan entre si para
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formar compuestos volatiles, que se caracterizan por presentar un aroma agradable (Badui, 2006;

Palama, 2010).

Los azUcares en las plantas se originan de la fotosintesis y son los principales compuestos
quimicos que almacenan la energia radiante del Sol (BeMiller y Huber, 2007). Sin embargo,
como se habia mencionado antes, las temperaturas altas pueden dafiar los componentes
fotosintéticos de las hojas y reducir las tasas de asimilacion de diéxido de carbono, en
comparacion con los ambientes que tienen temperaturas Optimas. La sensibilidad de la
fotosintesis al calor, se debe principalmente al dafio de los componentes del fotosistema 11
(membranas de tilacoides del cloroplasto) y a la alteracion en las propiedades de la membrana
(Al-Khatib y Paulsen, 1999). Lo anterior se comprueba tomando como base la radicacion
interceptada en el sistema de malla sombra para el quimiotipo QI que fue de 30 % y para el
quimiotipo QVI de 45 %, en comparacion con el sistema de acahual que tuvo 79 % en el
quimiotipo QI y 60 % en el quimiotipo VI. Esto pudo haber propiciado que la fructosa y
sacarosa, en el sistema de manejo de malla sombra, que tuvo una cantidad mayor de radiacion, se
hayan sintetizado en mayor cantidad por la condicién de estrés luminico en el ambiente.
Mientras que la condicion del sistema de acahual mostro una cantidad de radiacion interceptada
mayor que ocasionan condiciones dptimas para el proceso de fotosintesis y crecimiento adecuado

para producir vainas con mejor tamafio.

En cuanto al aroma de los frutos beneficiados, el sistema de acahual favorecié una concentracion
menor de acido p-hidroxibenzoico y acido vanillico. Mientras que la concentracion de vainillina
mostro diferencia significativa entre los dos sistemas de manejo, dando una mayor concentracion
en el sistema de acahual, donde los frutos con valores altos se presentaron en QI seguido del

quimiotipo QVI. Lo cual sugiere que la acumulacion de la vainillina estad directamente
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relacionada con factores ambientales adecuados para la sintesis de este compuesto, aunado a la
madurez del fruto, tipo de beneficiado, criterios de seleccion de los productores respecto al
aroma (Ranadive, 1992; Sanchez et al., 2001; Salazar-Rojas et al., 2012). Fue notable que el
analisis de componentes principales y conglomerados mostr6 una agrupacién similar a lo que
propone Salazar et al. (2012), quienes plantean que el patron de distribucion de los diferentes
quimiotipos de V. planifolia que existen en la region del Totonacapan no estd condicionada por
la variacion ambiental, sino por el proceso de seleccion y domesticacion de los totonacas a las
accesiones existentes en la region para quimiotipo QVI, donde es evidente un agrupamiento por
similitud de los compuestos que definen la calidad del aroma de los frutos beneficiados de
vainilla. Mientras que el quimiotipo QI se agrupa de forma individual; ello muestra que en este
quimiotipo la variacion del aroma aun responde a las condiciones del ambiente, dado que el
aroma también es el resultado de un proceso de adaptacion ambiental para garantizar su

supervivencia y reproduccion (Chartier et al., 2013; Tuttolomondo et al., 2014).

Los resultados de cromatografia en capa fina mostraron variabilidad de compuestos fitoquimicos
en los tejidos vegetales cultivados en los sistemas de manejo de V. planifolia provenientes de la
region del Totonacapan. La mayor abundancia de bandas fue de compuestos fendlicos totales,
triterpenos, flavonoides y saponinas, que mostraron un ndmero mayor de bandas en el sistema
de manejo de malla sombra. Dado que las plantas bajo condiciones de estrés por factores
ambientales pueden mostrar cambios en el aumento de la produccién de compuestos
fitoguimicos, ya que estos le ayudan a su supervivencia (Ramakrishna y Ravishankar, 2011).
Esto puede ser un indicativo que la condicién de manejo en malla sombra propicié condiciones

de estrés que se tradujo en la manifestacion de un mayor nimero de bandas.
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La concentracion de los compuestos fitoquimicos en relacion con el sistema de manejo y los
quimiotipos, también mostrd una amplia variacion dentro de las diferentes estructuras vegetales.
La mayor concentracion de compuestos fendlicos totales se presentd en los frutos beneficiados,
la presencia de este grupo de fitoquimicos es de gran interés biolégico por servir de defensa
contra depredadores, su actividad contra radicales libres. En el caso de la V. planifolia su
importancia radica que los compuestos fendlicos: acido p-hidroxibenzdico, &cido vanillico, acido
p-hidroxibenzaldehido y vainillina; son los responsables de mayor abundancia en la generacion

del aroma en los frutos beneficiados de vainilla.

La mayor cantidad de taninos totales y taninos condensados se manifestaron en hojas de
quimiotipo QVI, mientras los taninos hidrolizables mostraron la concentracion més alta en fruto
verde y en hoja. El sistema de acahual mostro mayor cantidad de taninos totales mientras el
sistema de malla sombra propicié el desarrollo de taninos hidrolizables y suprimio el desarrollo
de taninos condensados. Este grupo es considerado anti-nutricional ya que puede llegar a reducir
la cantidad de proteina disponible en la ingesta de alimentos por parte de rumiantes, sin embargo,

estos también presentan actividad antioxidante (Olivas-Aguirre et al., 2015).

Los flavonoides se detectaron en mayor cantidad en el fruto verde del quimiotipo QI, en ambos
sistemas de manejo del cultivo. Sin embargo, su concentracion fue menor en frutos beneficiados,
lo que indica que durante el proceso de beneficiado los flavonoides se degradan ya que algunos

flavonoides tienen la particularidad de ser termosensibles (Liu et al., 2015).

Las saponinas mostraron mayor abundancia en fruto verde del sistema de cultivo en malla
sombra. Estos compuestos se expresan como respuesta al estrés de la adaptacion de la planta en

condiciones adversas (Copaja et al., 2003).
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Los triterpenos totales tuvieron una concentracion mayor en el fruto beneficiado del quimiotipo
QVI en ambos sistemas de manejo del cultivo. Este grupo de fitoquimicos esta vinculado con la
defensa de la planta contra insectos y el aroma de las plantas (Paschold et al., 2006; Schwab et

al., 2008).

La presencia de estos compuestos fitoquimicos, en especies endémicas, permite contar con una
fuente natural renovable de éstos; ya que dichos compuestos poseen gran valor econémico por
sus variadas acciones fisiolégicas como agentes protectores, inhibidores y pesticidas contra
organismos invasores, como las saponinas, flavonoides, fenoles y terpenoides (Bhattacharya et
al., 2010, War et al., 2012). Ademas, recientemente investigaciones han demostrado que las
orquideas poseen un almacén rico de componentes quimicos con prometedoras actividades anti-
tumorales y antiinflamatorias (Perez, 2010). Esto derivo en el analisis de posibles actividades

biologicas en las diferentes estructuras vegetales de la planta de vainilla.

En este estudio se determind la actividad antioxidante in vitro de extractos de metanol de hoja,
tallo, flor, fruto verde y beneficiado de vainilla. ElI rendimiento de los extractos vario
dependiendo de la parte de la planta y del solvente usado para la extraccion. Los rendimientos
mas altos fueron obtenidos en extractos de metanol de fruto beneficiado seguido de fruto verde,
62.99 % y 50.52 % respectivamente. Para las demas estructuras vegetales aunque los
rendimientos fueron mayores en metanol, tuvieron rendimientos bajos de 0.96 % en flor a 4.23 %

en hoja.

La actividad antioxidante (Clsp) de los tejidos de vainilla deshidratada en los extractos de

extraccion sucesiva en metanol, tuvo un rango variacién de 0.71 al.75 mg-mL™ en el ensayo de
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DPPH, y de 0.22 2 0.69 mg-mL™ en el ensayo de ABTS. Los frutos beneficiados fueron los que

presentaron la mejor capacidad antioxidante.

La actividad antioxidante de los tejidos frescos de la vainilla se analizd en extractos de metanol,
que también fue mayor en el fruto beneficiado, y especialmente el ensayo por ABTS mostro una
capacidad antioxidante mayor (Clso = 1.54 a 2.59 mg-mL™) que por el ensayo de DPPH (Clso =
3.67-5.99 mg-mL™), aun cuando mostraron una tendencia similar en los diferentes tejidos. Estos
resultados coinciden con Shalaby y Shanab. (2013) quienes sefialan que los extractos de metanol
de Spirulina platensis por el método de ABTS mostraron una mayor actividad antioxidante que

por el método de DPPH.

En general en los demaés tejidos la actividad antioxidante por el método de ABTS, después del
fruto verde que mostro un rango estrecho de variacién (Clso = 9.57 a 11.38 mg-mL™), la flor y la

hoja tuvieron valores similares de actividad antioxidante.

La capacidad de absorcion de radicales libres de oxigeno (ORAC) se ha aceptado como una
medida de la actividad antioxidante en las industrias nutracéutica, farmacéutica y alimentaria
(Huang et al., 2002), ademas de que este método es el tnico que combina el tiempo y el grado de
inhibicion en una sola cantidad (Cao y Prior, 1999), y puede medir la capacidad hidrofilica y

lipofilica de una sustancia.

Los resultados de actividad antioxidante por el método de ORAC mostraron a la fraccion
hidrofilica con la mayor capacidad antioxidante en los extractos de los tejidos vegetales
evaluados. Los frutos beneficiados del quimiotipo QVI tuvieron la mayor actividad, con una
concentracion promedio de 23748.21 # 49.80 uM ET-g* MS en el sistema de acahual y

20322.37 +58.27 uM ET-g™ MS en el sistema de malla sombra. Estos valores de antioxidantes
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en el fruto beneficiado muestran a la vainilla cultivada en la region del Totonacapan, con una
capacidad antioxidante muy alta, comparada con los valores reportados por Dudonné et al.
(2009), quienes expresan valores de 1593 uM ET g™ para extracto acuoso de frutos beneficiados
de vainilla provenientes de Madagascar, y la base de datos de la USDA (2010) que exhibe una
capacidad antioxidante de 1224 uM ET g™ para frutos beneficiados de vainilla. La diferencia en
los valores reportados por la literatura quizds se deba al tipo de solvente, que pudo haber
comprometido la eficiencia en la extraccion de los compuestos fendlicos, ya que en este estudio
se utilizaron extractos de metanol y se reportaron con base en materia seca (MS) y en los
estudios mencionados usaron extractos acuosos y no mencionan en qué tipo de tejidos realizaron
el andlisis. Incluso los valores de la fraccion lipofilica (extractos en hexano) en el fruto

beneficiado mostraron valores de 3453.32 a 8746.97 uM ET g™ MS.

También se realizd una prueba de actividad biologica sobre la motilidad gastrointestinal en los
extractos acuoso y de metanol de los frutos beneficiados de vainilla. La dosis letal media (DLso)
de ambos extractos se manifestd como débilmente toxica, de acuerdo con la clasificacion

propuesta por Montoya (2002).

La actividad de los extractos metandlico y acuoso sobre la motilidad gastrointestinal, fue
contraste. El primero revel6 diferencia estadisticamente significativa en el avance del marcador,
entre el grupo administrado con solucion salina isotonica y los grupos administrados con las
diferentes dosis del extracto metandlico de vainilla, lo que significd que este extracto disminuye
el avance del contenido gastrointestinal en ratén, por lo que el extracto metandlico de frutos
beneficiados de la regidn del Totonacapan pudiera ser usado para el tratamiento de la diarrea. Sin
embargo, el extracto acuoso a pesar de manifestar diferencia estadistica entre el grupo

administrado con solucién salina isotdénica y los grupos administrados con el extracto acuoso de
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vainilla, no se encontrd diferencia entre los grupos administrados con el extracto a pesar del
aumento en las dosis, es decir que este extracto aumentd el movimiento gastrointestinal en raton
presentando propiedades de laxante. Dado que los extractos entre si presentaron propiedades
distintas a pesar de utilizar disolventes con polaridad similar, y por tanto se extraen compuestos
fitoquimicos similares, se requiere mayor experimentacién para poder emitir una conclusion

respecto al efecto de este extracto acuoso.

Los resultados en general, llevan a proponer la utilizacién de diversas estructuras vegetales, en
especial a los frutos beneficiados de la vainilla, seguido de los frutos verdes de la region del
Totonacapan, para su posible uso farmacologico, con la finalidad de prevenir, atenuar y aliviar
diversos padecimientos como trastornos gastrointestinales, asi como en la prevencion y
reparacion de los dafios causados por el estrés oxidativo que pueden derivar en el desarrollo de
enfermedades cronicas y degenerativas como cancer, trastornos autoinmunes, envejecimiento,
cataratas, artritis reumatoide, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Pham-Huy et

al., 2008).

En este sentido, el uso de la vainilla, como un ingrediente nutracéutico, puede representar una
alternativa para la conservacion del germoplasma de vainilla, contribuyendo al desarrollo y
fortalecimiento de la regién del Totonacapan, México. Dado que el aprovechamiento del recurso
vainilla en la regién del Totonacapan estd encaminado a un tipo de conservacion denominado
circa situm que implica la conservacidn mediante el uso, el cual considera el contexto
sociocultural de los agricultores de una determinada regién permitiendo mantener la variabilidad

genética (Frankie et al., 2004).
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Debido a que los factores ambientales dentro del sistema de manejo influyen en la concentracién
de los compuestos fitoquimicos en las plantas (Sampaio et al., 2011; Rezende et al., 2015). El
valor estratégico de la vainilla en esta region, esta determinado por su cddigo genético, el cual ha
dado como resultado una composicion quimica concreta que representa un perfil especifico que

ha sido moldeado a través de afios de seleccion por parte de los totonacas.
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CONCLUSIONES GENERALES

Con base en el planteamiento de la hipotesis general del trabajo que: “las condiciones de manejo
en acahual y malla sombra de dos quimiotipos (Ql y QVI) de Vanilla planifolia Jacks ex
Andrews de la region del Totonacapan, propicia variacién en la presencia y cantidad de los
atributos fisicoquimicos y la composicion quimica: afectando el aroma, contenido de compuestos
fitoquimicos y su actividad bioldgica en hoja tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado”, se

concluye que:

El sistema de manejo de la vainilla afecto los atributos de calidad fisicoquimica y aromatica de
los frutos beneficiados de la region del Totonacapan. Los frutos beneficiados provenientes del
sistema de manejo en acahual tuvieron valores mayores de azucares solubles totales, glucosa,
fructosa, sacarosa, flexibilidad, asi como la flexibilidad y su relacion con el largo. Ya que en este
sistema de manejo existe una cantidad de radiacion interceptada mayor que origina condiciones
Optimas para el proceso de fotosintesis y un crecimiento adecuado de frutos en comparacion con
el sistema de produccion en malla sombra. También algunas variables fisicoquimicas (porcentaje
de humedad, Aw, flexibilidad respecto a ancho y grosor y en color el angulo Hue) no mostraron

variacion en relacion con el manejo del cultivo.

Dentro de la region del Totonacapan, el manejo del cultivo de vainilla afecto la intensidad de la
calidad del aroma, pero también reveld estar determinado por el genotipo. Los frutos
beneficiados del quimiotipo Ql/genotipo GVI, que se han sometido a cultivo por un tiempo
menor, tuvieron variacion en las caracteristicas del aroma en relacion con el sistema de manejo.
Mientras que el quimiotipo QVI/genotipo I, que se ha cultivado con mayor frecuencia, su

aroma se expresé de forma similar tanto en el sistema de acahual como en malla sombra.
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El tamizaje fitoquimico en las diferentes estructuras de la vainilla evidencié la presencia de
compuestos fendlicos totales, taninos hidrolizables y triterpenos con una concentracion mayor
en el fruto beneficiado. Los taninos totales y taninos condensados se presentaron con una
abundancia mayor en hoja, tallo, flor y fruto verde. Los flavonoides y saponinas se acumularon

principalmente en los frutos verdes seguido de los frutos beneficiados.

El sistema de manejo del cultivo y el quimiotipo de vainilla mostraron variacién en el tipo y la
cantidad de los compuestos fitoquimicos. El sistema de manejo de acahual, con una radiacién
interceptada de 60-79%, favorecié la acumulacion de compuestos fendlicos totales, taninos
totales, taninos hidrolizables, taninos condensados y triterpenos totales, mientras que la
condicion de cultivo en malla sombra, con una radiacion interceptada de 30 - 45 %, propicio una
concentracion mayor de saponinas. Respecto a los quimiotipos, el quimiotipo QVI manifesto una
concentracion mas alta de compuestos fenolicos totales, taninos totales, taninos condensados,

flavonoides, saponinas y triterpenos totales respecto al quimiotipo QI.

Se establecio la capacidad antioxidante de la hoja, tallo, flor, fruto verde y fruto beneficiado de
dos quimiotipos de vainilla cultivados en dos sistemas de manejo de cultivo. Los frutos
beneficiados provenientes del sistema de manejo de acahual tuvieron los valores promedio mas
altos de capacidad antioxidante, evaluada por los métodos de DPPH, ABTS y ORAC. En
especial el quimiotipo QVI mostré una actividad antioxidante mayor que el quimiotipo Ql. La
condicién del manejo en el cultivo de la vainilla, como la cantidad de radiacidn interceptada y
temperatura promedio, en el sistema de acahual influyeron positivamente en la actividad
antioxidante de los tejidos evaluados, pero en los frutos cultivados en el sistema de malla sombra
limito su capacidad antioxidante. La actividad antioxidante presentd una correlacion alta con el

contenido de compuestos fendlicos totales seguido de los triterpenos totales.
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Los valores de la prueba toxicoldgica de los extractos acuosos y de metanol de frutos
beneficiados de V. planifolia los ubicaron como débilmente toxicos en las condiciones
experimentales probadas. El extracto de metanol de la vainilla fue capaz de disminuir el avance

del contenido gastrointestinal bajo las condiciones experimentales probadas, por lo que pudiera

ser (til en el tratamiento de diarrea.
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ANEXOS
Cuadro 3.1A Sistema cromatogréfico y reveladores para la identificacion de compuestos
fitoquimicos en Vanilla planifolia de la region del Totonacapan.

Fitoquimico Extracto Sistema Revelador
Metanol Acetato de etilo: Ac formico: Ac acético: Agua
10: 8: 8: 1
< . . Metanol: Agua: Isopropanol: Acetona Folin-Ciocalteu /
Acidos fendlicos Cloroformo 30 65 2° 3 Nas(CO)s 20%
Metanol: Agua: Isopropanol: Acetona
Hexano 30: 65 2: 3
Acetato de etilo: Ac formico: Ac acético: Agua
Metanol 10: 8: 8: 1
Taninos Cloroformo Acetato de Etilo: Hexano FeCl; en HCI
7: 3 0.5N
Acetato de Etilo: Hexano
Hexano .
7: 3
Metano|  A\Cetato de etilo: Ac formico: Ac acético: Agua  7:
0.8: 0.8: 1.75
Flavonoides Cloroformo CIoroforg? o:lAcetona NP 1% / PEG 5%
Cloroformo: Acetona
Hexano )
9: 1
Metanol Butanol: AC|do4§ci3juc40 glacial: Agua
T Vainillina 1% /
Saponinas Cloroformo Cloroformo: Acetona H,SO, 10% en
P 91 EtOH o
Cloroformo: Acetona Anisaldehido
Hexano )
9: 1
Metanol Hexano: Acet[ato.de etilo: Agua
7: 3:1
. . Vainillina 1% /
Terpenos Cloroformo Hexano: A;_etgto de etilo H,SO, 10% en
: EtOH
Hexano: Acetato de etilo
Hexano i
7: 3
Metanol Acetato de etlllo: .Metanol: Agua
3:1:1
Alcaloides Cloroformo Acetato de etllg: Hexano: Amoniaco I Kl
7: 3: 02
Hexano Acetato de etilo: Hexano: Amoniaco
7. 3. 0.2
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Sistema de

. Quimiotipo 365 nm 254 nm Luz visible
manejo
Ql
123456 I 2RI B
Acahual
QVvi
1234 56 19845 1§
Ql
Malla 1,2 3841 9 6 123456
sombra
QVvi

123456 12345 6

Figura 3.1A ldentificacion de compuestos fendlicos totales por cromatografia en capa fina en
extracto metandlico. 1= Hoja, 2= Tallo, 3= Flor, 4= Fruto verde, 5= Fruto
beneficiado, 6= Estandar.
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Sistema de

. Quimiotipo 365 nm 254 nm Luz visible
manejo
Ql
123456 127 I da e
Acahual
QVI
123456 17 2%3% 45 5heG 123456
Ql
123456 12 345 6
Malla sombra
QVI

123456 12 3 orat

Figura 3.2A Identificacion de taninos totales por cromatografia en capa fina en extracto
metanolico. 1= Hoja, 2= Tallo, 3= Flor, 4= Fruto verde, 5= Fruto beneficiado, 6=
Estandar.
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Sistema de

manejo Quimiotipo 365 nm
Ql
123456
Acahual
QVI
123456
" '
Ql
123456
Malla sombra
QVI

123456

Figura 3.3A Identificacion de flavonoides por cromatografia en capa fina en extracto
metanolico. 1= Hoja, 2= Tallo, 3= Flor, 4= Fruto verde, 5= Fruto beneficiado, 6=
Estandar.
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Sistema de

. Quimiotipo 365 nm 254 nm Luz visible
manejo
Ql
1 2 3'4°56
Acahual
QVI
123456 123456
Ql
123456 12345 6
Malla sombra
QVI

123456 123456

Figura 3.4A Identificacion de saponinas por cromatografia en capa fina en extracto metandlico.
1=Hoja, 2= Tallo, 3= Flor, 4= Fruto verde, 5= Fruto beneficiado, 6= Estandar
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Sistema de

. Quimiotipo 365 nm 254 nm Luz visible
manejo
Ql
123456 12 345 6
Acahual
QVI
123456 123 4 56 12345 6
Ql
123456 123456
Malla sombra
QVI

123456 12345 6

Figura 3.5A Identificacién de triterpenos totales por cromatografia en capa fina en extracto
hexanico. 1= Hoja, 2= Tallo, 3= Flor, 4= Fruto verde, 5= Fruto beneficiado, 6=
Estandar
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Sistema de

. Quimiotipo 365 nm 254 nm Luz visible
manejo
Ql
123456 123 4 56 12 345 6
Acahual
QVI
123456
Ql
1.2 3 4 586 12345 6
Malla sombra
QVI

123456

Figura 3.6A Identificacion de alcaloides por cromatografia en capa fina en extracto metandlico.
1= Hoja, 2= Tallo, 3= Flor, 4= Fruto verde, 5= Fruto beneficiado, 6= Estandar

146



	Portada
	Carta de Consentimiento
	Hoja de Firmas
	Resumen
	Abstract
	Dedicatorias
	Agradecimientos
	Contenido
	Lista de Cuadros
	Lista de Figuras
	Capítulo I
	Capítulo II
	Capítulo III
	Capítulo IV
	Capítulo V
	Discusión General
	Conclusiones Generales

