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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el contenido de fenoles volatiles,
polifenoles totales y capacidad antioxidante de muestras de vainilla de diferentes
especies. Las vainas beneficiadas fueron de: México (V. planifolia, V. pompona, V.
mexicana, V. insignis V. sp,) ; Costa Rica (V. Hibrido), Guatemala (V. xtahitensis y
V. Cribbiana) . Las muestras fueron sometidas a un analisis fisico, determinando su
longitud, peso, grosor y humedad. Los analisis de los compuestos aromaticos fueron
realizados por HPLC-DAD. En los extractos obtenidos se determiné el contenido de
polifenoles, se evalué la actividad antioxidante mediante los métodos ABTS™,
DPPH*, FRAP vy la capacidad antioxidante por el método ORAC. Los resultados
obtenidos fueron evaluados mediante el Software Statistica version 10. Los
resultados indican que las vainas de mayor longitud fueron las vainas de V. hibrido
(23 cm), respecto al grosor fueron las de V. pompona (14mm), y de acuerdo con el
peso fueron las de V. cribbiana (9 g). Los contenidos de humedad en las vainas
oscilaron de 10 a 56 g H>O /100 g muestra seca. Los contenidos de acido vainillinico
(0.11 g/100 g m.s) y vainillil alcohol (0.17 g/100 g m.s) fueron mayores en V. sp. Sin
embargo, las mayores concentraciones de p-HB (0.23 g/100 g m.s), acido p-HB
(0.33 g/100 g m.s) y p-HB alcohol (0.08 g/100 g m.s.) se determinaron en la muestra
de V. cribbiana. EI mayor contenido de vainillina se determiné en las muestras de
V. sp (9.02 g/100 g m.s), seguido de las muestras de V. hibrido (3.32 g/100 g m.s.).
La concentracion de los compuestos anisicos fue mayor en las muestras de V.
pompona, V. xtahitensis y V. cribbiana, caracteristicos de estas especies. Con
respecto a los polifenoles totales, el mayor contenido fue determinado en la muestra
de V. sp (93.29 mg EAG/g m. s). Las muestras que presentaron mayor porcentaje
de actividad antioxidante por los métodos ABTS™ y DPPH' fueron Vanilla planifolia
(65 y 30%) y Vanilla cribbiana (52 y 33%), respectivamente. La mayor actividad
antioxidante por el método FRAP fue determinado en la muestra de Vanilla cribbiana
(70 mM ET/g m.s.). Los resultados del ensayo ORAC mostraron una inhibicion de
mas del 80% de las especies reactivas de oxigeno (ROS’s), excepto la muestra V.
hibrido. La especie silvestre de Vanilla sp representan una alternativa en el comercio
debido a su calidad aromatica. Por primera vez se genero evidencia cientifica de los
atributos antioxidantes de muestras de vainillas comerciales, silvestres, aromaticas
y no aromaticas.

Palabras claves: vainilla, extracto de vainilla, fenoles, polifenoles, antioxidantes.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the content of volatile phenols, total
polyphenols and antioxidant capacity of vanilla samples of different species. The
beneficiated pods were from: V. planifolia, V. pompona, V. mexicana, V. insignis V.
sp, (Mexico); V. hibrido (Costa Rica), V. xtahitensis and V. cribbiana (Guatemala).
The samples were subjected to physical analysis, determining their length, weight,
thickness and humidity. The analysis of aromatic compounds was carried out by
HPLC-DAD. Polyphenol content was determined in the extracts obtained, and
antioxidant activity was evaluated by ABTS™*, DPPH*, FRAP and antioxidant capacity
by ORAC methods. The results obtained were evaluated using Statistica version 10
software. The results indicate that the longest pods were those of V. hybrid (23 cm),
the thickest were those of V. pompona (14 mm), and according to weight were those
of V. cribbiana (9 g). Moisture contents in the pods ranged from 10 to 56 g H20 /100
g sample. The contents of vanillinic acid (0.11 g/100 g d.m ) and vanillyl alcohol and
(0.17 g/100 g d.m) were higher in V. sp. However, the highest concentrations of p-
HB (0.23 g/100 g d.m), p-HB acid (0.33 g/100 g d.m) and p-HB alcohol (0.08 g/100
g d.m) were determined in the sample of V. cribbiana. The highest vanillin content
was determined in V. sp samples (9.02 g/100 g d.m) followed by V. hibrido samples
(3.32 g/100 g d.m). The concentration of anisic compounds was higher in the
samples of V. pompona, V. xtahitensis and V. cribbiana, characteristic of these
species. With respect to total polyphenols, the highest content was determined in
the sample of V. sp (93.29 mg AGE/g d.m). The samples that presented the highest
percentage of antioxidant activity by the ABTS™" and DPPH' methods were Vanilla
planifolia (65 and 30%) and Vanilla cribbiana (52 and 33%), respectively. The
highest antioxidant activity by the FRAP method was determined in the Vanilla
cribbiana sample (70 mM ET/g d.m). The ORAC assay results showed more than
80% inhibition of reactive oxygen species (ROS's), except the V. hybrid sample. The
wild species of Vanilla sp represent an alternative in trade due to their aromatic
quality. For the first time, scientific evidence was generated on the antioxidant
attributes of commercial, wild, aromatic, and non-aromatic vanilla samples.

Key words: vanilla, vanilla extract, phenols, polyphenols, antioxidants
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.  MARCO TEORICO

1.1 Vainilla

El aroma de vainilla natural proviene principalmente del fruto de la especie Vanilla
planifolia, encontrada y domesticada por primera vez en América central,
perteneciente a la familia de las Orchidaceae, dentro del reino plantae (Dignum et
al., 2002; Ramachandra & Ravishankar, 2000). Es denominada la segunda especie

mas costosa dentro del mercado, justo después del azafran (Bythrow, 2005).

El uso mas importante de la vainilla es en la reposteria (Figura 1), como en:
pasteleria, dulceria, chocolateria, helados, aunque su aplicaciébn se extienda
también en la industria de los perfumes y medicamentos (Bory et al., 2008; Bouetard
et al., 2010; Gigant et al., 2011; Pérez-Silva et al., 2020). Sin embargo, dentro del
género Vanilla se han reportado un total de 110 especies (Purseglove et al., 1981).
Es un género es muy diverso ya que sus ejemplares se encuentran distribuidos en
las islas del Pacifico (3 especies), América tropical (52 especies), Sudeste asiatico
y Nueva Guinea (31 especies), Africa (14 especies) e islas del océano indico (10
especies) (Bouriquet, 1954). De las cuales uUnicamente 35 poseen atributos

aromaticos (Bory et al., 2008; Pérez-Silva et al., 2020).
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Figura 1. Vainilla y aplicaciones.

1.2 Especies de vainilla

1.2.1 Vanilla planifolia

Vanilla planifolia Andrews es la especie comercial con mayor demanda a nivel
mundial, mas del 95 % del comercio de vainilla corresponde a esta especie. Se
reporta en originaria de las selvas tropicales humedas del sureste de México,
Centroameérica, Antillas y América del Sur (Anilkumar, 2004; SAGARPA, 2010). Es
una planta herbacea perenne, trepadora de arboles u otros soportes y alcanza
aproximadamente una altura de 10-15 m mediante raices adventicias (Figura 2).
Posee raices adventicias aéreas, largas, blanquecinas, de unos 2 mm de diametro,
se producen individualmente frente a las hojas y se adhieren firmemente a la planta
o medio de soporte. El grupo representativo tanto cualitativamente como
cuantitativamente de la fraccion volatil de Vanilla planifolia beneficiada son los
fenoles, dominando en esta especie, la vainillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehido o
vainillina), el acido vainillinico, el 4-benzaldehido, el acido 4- hidroxibenzoico. Sin

embargo dentro del grupo de los fenoles se encuentran también compuestos con
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grupos funcionales como: alcoholes, cetonas y ésteres (Pérez-Silva et al., 2006;
Zhang & Mueller, 2012).

Figura 2. Vanilla planifolia/ Banco de germoplasma ITTux.

1.2.2 Vanilla xtathitensis

Es originaria exclusivamente de las islas de Tahiti (Figura 3), Sin embargo, su
distribucién se ha extendido hasta algunas islas de Hawai (Lubinsky et al., 2008;
Brunschwig et al., 2009). Las teorias han surgido desde hace muchos afios con
respecto a esta especie, los primeros datos resultantes de los analisis genéticos
realizados mostraron que esta especie provenia de una cruza genética entre V.
planifolia y V. odorata, aunque solo se relacionan distantemente entre si, estaban
directamente relacionados con la genética de V. xtahitensis. Sin embargo, estudios
recientes del andlisis del ADN del cloroplasto permitieron concluir que el fenotipo
"materno” correspondia a V. sotoarenasii y la parte “paterna” a V. odorata C. Presl
(Favre et al.,, 2022). Los compuestos mas importantes en esta especie son:

vainillina, anisaldehido, anisil alcohol y acetato de anisilo (Makoto et al., 2012). El
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sabor es el resultado de la composicion del aroma especifico de vainas verdes
combinados con el método de beneficiado de la Polinesia ancestral. Como
consecuencia de ello, el aroma de la vainilla tahitiana es Unico en el mercado, muy

apreciado por la industria gastrondmica (Brunschwig et al.,2015).

Figura 3. Vanilla xtahitensis/ Banco de germoplasma ITTux.

1.2.3 Vanilla pompona

Vanilla pompona Schiede es nativa de América Central, Trinidad y América del Sur.
Ocupa el tercer lugar dentro de las especies comerciales de vainilla (Cameron,
2011). Una de las cualidades principales de esta especie es que puede producir
mayor cantidad de frutos. La planta es vigorosa, tallos de mayor grosor (Figura 4) y
se parece a la Vanilla planifolia, excepto que las hojas son mas grandes y miden

entre 15y 28 cm de largo y entre 4y 11,5 cm de ancho (Soto-Arenas, 1999). Los
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principales compuestos aromaticos son: p-hidroxibenzaldehido, alcohol vainillico,
acido vainillico, acido p-hidroxibenzoico, anisil alcohol, anisaldehido, acido anisico
y vainillina. En la tabla 1 se muestra una comparaciéon de los compuestos detectados
en muestra de V. planifolia, V. pompona y V. xtahitensis, estos compuestos fueron
detectados a los nueve meses de edad en los frutos verdes en su forma glucosilada,
los cuales son similares aunque en diferentes concentraciones a los compuestos de

los frutos verdes de Vanilla planifolia y Vanilla xtahitensis (Maruenda et al., 2013).

Figura 4. Vanilla pompona/ Banco de germoplasma ITTux.
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Tabla 1. Composicién quimica en 3 especies diferentes de vainilla (Ranadive et al.,
2006).

Compuestos Vanilla planifolia Vanilla Vanilla xtahitensis
volatiles pompona
Vainillina ++ ++ ++ F++
Alcohol anisilico - + +++
Acido anisico +/- ¥ T+
Anisaldehido +/- + T+
ACidO P- + + + + + +
hidroxibenzoico
p-hidroxibenzaldehido + + + ++
Acido Vainillinico + + + ¥+

El numero de + significan la abundancia de dicho compuesto y — se refiere a la ausencia del
compuesto.

En base a lo anterior podemos concluir que las especies comerciales tienen perfiles
aromaticos diferentes entre si, esto es debido principalmente a las caracteristicas
genéticas de cada una. Es por lo antes mencionado que resulta sumamente

importante estudiar otras especies silvestres del género Vanilla.

1.2.4 Vanilla cribbiana

La especie Vanilla cribbiana es una variante del género Vanilla la cual es
perteneciente al grupo de Vanilla hostmanii, esta especie en particular se
caracteriza por emitir flores grandes de color blanco y labelo amarillo-anaranjado
(Figura 5), algunas veces ha sido confundida con Vanilla planifolia y Vanilla
pompona. Su distribucién abarca paises de América Central: México, Guatemala,
Belice y Honduras. El periodo de floracion de cribbiana ocurre en temporada de
lluvia entre los meses de julio y agosto; y sus frutos son considerados fragantes con
potencial de interés comercial (Pérez-Silva et al., 2020; Soto-Arenas & Dressler,
2010).
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Figura 5. Vanilla cribbiana/ Banco de germoplasma ITTux.

1.3 Otras especies de vainilla

Los trabajos realizados por Soto Arenas durante mas de 20 afios permitieron
identificar que el norte de Oaxaca es un centro importante de diversidad genética
del género Vanilla (Lubinsky et al., 2008). La mayor parte de la variacion genética
esta en las comunidades indigenas, especialmente en zonas Chinantecas y
Mazatecas de Oaxaca (Dominguez-Pérez, 2012). Esta informacién demuestra que
México ademas de ser la cuna genética de la vainilla, es uno de los paises con
mayor diversidad de este género. El estudio de las especies silvestres que se
encuentran tanto en la zona de la Chinantla, Oaxaca como otras partes de la
republica y en otros paises es de suma importancia, porque permite generar
informacion cientifica respecto a estos ejemplares que puede contribuir a la mejora

del cultivo o la diversificacion de este, en el comercio nacional e internacional.
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La amplia diversidad genética del género Vanilla en México es debido a las
condiciones de clima, humedad y precipitacion (ASERCA, 2002) y condiciones

agroecoldgicas.

1.3.1 Diversidad de vainilla

El cultivo de V. planifolia'y V. pompona se descubrié en México, probablemente en
el norte de Veracruz (Bruman, 1948). Sin embargo, existe otra hipdtesis que indica
que la vainilla de Veracruz fue obtenida de la region de Teutila en el estado de

Oaxaca.

Muchas de las especies de vainilla son similares a V. planifolia en lo que refiere a
hojas, flores y tallos, tanto en periodo de crecimiento como de floracion. Es por eso
por lo que cualquier planta de vainilla suele identificarse errbneamente como V.
planifolia (Soto-Arenas et al.,1982; Soto-Arenas et al.,1986: Soto-Arenas et
al.,1998; Hagsatel et al., 1998). Los trabajos realizados por el orquidedlogo Miguel
Angel Soto Arenas permitieron reportar que el norte de Oaxaca es un centro

importante de diversidad genética de vainilla (Lubinsky et al., 2008).

Se ha reportado que de las plantaciones mexicanas reportadas con especies
silvestres incluyen; Vanilla cribbiana, Vanilla insignis, Vanilla odorata y Vanilla
pompona como se muestra en la figura 6, ademas de la comercial Vanilla planifolia
(Soto-Arenas et a.,1982; Soto-Arenas et a.,1986: Soto-Arenas et a.,1998; Hagsatel
et al., 1998). Es bien sabido que la vainilla tiene peculiaridades que la convierten en
un género taxondmicamente dificil (Wood et al., 2003), principalmente debido a la
escasez de informacion del material genético, floracion efimera y la enorme
variacion vegetativa y fenotipica (por ejemplo, brotes frondosos con o sin hojas,
hojas de formas diferentes en la misma planta) (Putz & Holbrook, 1986; Ray et
al.,1990).

Una de las principales complicaciones en estas especies silvestres es precisamente
la mala manutencion de las flores membranaceas debido a que se encuentran en

terrenos de dificil alcance, por lo cual se dificulta su estudio (Williams et al., 1982).
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Otras son especies muy raras, con poblaciones escasas; sus vejucos son plantas
perennes de larga vida que solo florecen cuando han alcanzado un tamafo
considerable. Se ha considerado que Vanilla planifolia esta en peligro de extinciéon
en México (Purseglove, 1975; Purseglove et al., 1981; Smith, et al., 1992; Soto
Arenas, 1999; Cibrian, 1999; Soto Arenas et al., 2004).

En "The Orchidaceae of Mexico", Williams (1951) reportaron como especies nativas
del pais; Vanilla inodora, Vanilla mexicana, Vanilla odorata y Vanilla insignis (Soto
Arenas et al.,1989; Soto Arenas et al., 1994).

Por otro lado, V. insignis fue descrita en Honduras (Ames et al.,1934), V. helleri
(Heller & Hawkes, 1966) en Nicaragua, y V. pauciflora Dressler (Dressler, 1979) en
Panama. Vanilla hartii fue citada en varias partes de América central y del sur
(Correll, 1965), y V. phaeantha en el Salvador (Hamer,1974; Villanueva, 2017).
Dressler (1993) incluyd tres especies en su 'Field Guide to the Orchids of Costa Rica
and Panama'. Aunque esta ultima también ha sido reportada en Yucatan
(Rodriguez-Lépez & Martinez-Castillo, 2019).

Finalmente, en un trabajo publicado para Costa Rica (Soto Arenas & Dressler, 2003)
enumeran diez especies para este pais, tres de ellas sin nombres hasta la fecha.
Esta informacion brinda principalmente una idea mas clara de la extensa
biodiversidad del género Vainilla particularmente en México y en Centroamérica. Sin

embargo, muchas de estas especies no han sido estudiadas a profundidad.
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V. planifolia

V. pompona
@® V. odorata
® V.insignis
® V. cribbiana
@® V. sprucei
® V. inodora
® vsp

Figura 6. Distribucién del género Vanilla en México (Flores-Jiménez et al.,2017).

1.3.2 Vanilla hibrido- Costa Rica

La primera referencia que se tuvo de vainilla en Costa Rica fue en 1987. En general
tienen alrededor de unas 20 hectareas de plantaciones de vainilla en diferentes
partes del pais, de las cuales 4 pertenecen a un propietario extranjero (Ocampo et
al.,1987; Havkin-Frenkel, 2011). No hay mucha informacion sobre las primeras
plantas de vainilla y su procedencia. Hubo una hectarea de vainilla sembrada en
Upala, Alajuela, una hectarea mas sembrada en Aguirre y Puntarenas, en 1986. La
hectarea de vainilla sembrada en Upala era propiedad de un extranjero que tuvo
que viajar a Europa antes de la cosecha de vainilla. Llevé a Europa algunas vainas
de vainilla de su plantacién de cosechas anteriores y las vainas gustaron tanto que
regreso con la intencion de cultivar mas plantas de vainilla y expandir el cultivo. Sin
embargo, cuando regreso, la plantacion de vainilla estaba dafiada y no pudo

continuar con el cultivo (Ocampo et al.,1987; Havkin-Frenkel, 2011).

Debido a los altos precios de la vainilla en la década de 1990, y en un esfuerzo por
mejorar el nivel de vida de las comunidades rurales y preservar las zonas de

amortiguacion alrededor de las reservas bioldgicas y los parques nacionales,
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instituciones nacionales e internacionales se unieron para apoyar el cultivo de
vainilla en Quepos y Puerto Jiménez. Ambas localidades estan situadas en el sur
de Costa Rica (Havkin-Frenkel, 2011). Las reservas biologicas de El Nara y Los
Santos, en Puntarenas, fueron seleccionadas para desarrollar este proyecto. Un
grupo de agricultores que tienen cultivos de agricultura sostenible, como frijoles y
maiz, se reunieron y plantaron Vanilla planifolia en las zonas limitrofes de las
reservas bioldgicas. Estos agricultores fueron los pioneros en el cultivo de la vainilla.
Sin embargo, el hongo patégeno Fusarium oxysporium infectd las plantaciones de
vainilla en 1993 (Ramirez et al.,1999).

Como una de las soluciones al problema de la enfermedad, se trajo a Costa Rica
un nuevo cultivar de vainilla, llamado "Vaitsy", procedente del Instituto de
Investigacion y Agricultura de Madagascar. Hasta la fecha se desconoce la
designacion correcta de la especie y la historia del desarrollo de "Vaitsy" en
Madagascar (Zufiiga,1996; Guzman-Diaz, 1997; Martin-Gonzalez,2003). Es posible
que se trate del hibrido interespecifico V. planifolia x V. pompona de Costa Rica. Se
entregd a cientificos de la Universidad Politécnica de Costa Rica en Santa Clara,
San Carlos, donde se desarrollé el cultivo de tejidos para la propagacion de la
vainilla. Los laboratorios privados obtuvieron la tecnologia y la planta madre para
continuar la reproduccion vegetativa del nuevo cultivar de vainilla. Ademas,
plantaron las primeras plantas de "Vaitsy" con resultados sorprendentes. Las
plantas presentaban una buena resistencia al Fusariumy producian vainas grandes,

de hasta 26 cm de largo (Ocampo et al.,1987; Havkin-Frenkel, 2011).

1.3.3 Vanilla sp
Vanilla sp es una especie afin a Vanilla odorata, se encuentra en una comunidad
del estado de Chiapas, a la fecha no se puede mencionar el lugar de origen debido

a que aun no se tienen registros de la especie y por ende no se tienen datos sobre

ella respecto a la caracterizacion fisica ni aromatica.
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1.4 Beneficiado de la vainilla

Los frutos obtenidos a los 9 meses de la polinizacion de las orquideas de vainilla
son frutos inodoros, estos deben someterse a un proceso denominado beneficiado
(Figura 7) para desarrollar el caracteristico aroma a vainilla que conocemos (Pérez
Silva et al., 2016). En los frutos verdes o maduros de la orquidea de vainilla, se
encuentran contenidos los precursores del aroma, p-D-glucosidos, quienes son los
encargados de entrar en contacto con B-D-glucosidasas durante el proceso de
curado o beneficiado. En este proceso se involucran una serie de pasos;
marchitamiento, sudado, secado al sol y acondicionamiento (Odoux, 2000; Dunphy
y Bala, 2009, Pérez-Silva et al., 2011); con diversas variaciones dependiendo de la
ubicacion geografica. Durante este proceso los glucosidos fendlicos, tales como
glucovainillina, son hidrolizados enzimaticamente por las B-glucosidasas a las
formas libres, las cuales son responsables del aroma de la vainilla (Odoux et al.,
2006; Brillouet y Odoux, 2010; Pérez Silva et al., 2011). Durante las etapas del
beneficiado tradicional hay fluctuaciones con respecto a la temperatura y el tiempo
las cuales pueden conducir a variaciones en la calidad aromética de las vainas,

incluyendo el contenido de vainillina (Dunphy y Bala, 2009).
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Figura 7. Diagrama del proceso de beneficiado tradicional de la vainilla.

1.4.1 Marchitado

Generalmente en este paso lo que se busca es la muerte vegetativa del fruto
propiciando asi que las enzimas entren en contacto con sus sustratos, y este paso
se puede hacer de dos maneras ya sea en hornos industriales de 24-48 horas con
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una temperatura de 60 °C y por otro lado cuando se trata de una menor cantidad de
vainas verdes, estas se sumergen en agua caliente a una temperatura de 80 °C por
30 segundos, es importante mencionar que esta temperatura y tiempo pueden estar
sujetos a diferentes variantes como lo son la maduracion del fruto, el sistema de
calentamiento que sea empleado en el horno (lefia o eléctrico, con o sin circulacién
de aire) (Curti Diaz, 1995; Havkin-Frenkel & Belanger, 2011; Pérez-Silva et al.,
2006).

1.4.2 Sudado

Una vez que las vainas salen del horno o tratamiento térmico al cual hayan sido
sometidas se depositan en cajas de madera especiales para el sudado o envueltas
en bolsas de nylon con el objetivo de disminuir la temperatura. El propésito de este
paso es disminuir la temperatura, hasta llegar a una temperatura 6ptima para que
se puedan llevar a cabo tanto las reacciones de hidrolisis como las oxidativas
mediante las cuales el fruto pasara del color verde inicial a una tonalidad café claro,
y al mismo tiempo comienza a disminuir la humedad de las vainas y de este modo
también se impide el crecimiento de organismos (Curti Diaz, 1995; Havkin-Frenkel
& Belanger, 2011; Pérez-Silva et al., 2006).

1.4.3 Secado

El objetivo principal de este paso es secar las vainas de vainilla en superficies en
contacto directo con el sol, estas se pueden extender en tapetes o petates por un
periodo alrededor de 2-4 horas o hasta que la temperatura en las vainas fluctie
entre los 50-55°C. el periodo y las horas de secado puede variar por diferentes
factores como lo es el lugar donde se realiza este proceso ademas de las
temperaturas a las que se encuentre el lugar y las condiciones climaticas, pero
generalmente se llevan las vainas a alcanzar una humedad final entre 25-30 % del
peso de las vainas (Curti Diaz, 1995; Odux, 2000; Pérez-Silva et al., 2006).

1.4.4 Acondicionamiento
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En este ultimo paso del beneficiado lo que ocurre son diversas reacciones tanto

guimicas como bioquimicas (esterificacion, eterificacion y degradacion oxidativa) en

las que se generan en gran manera los metabolitos secundarios y compuestos

aromaticos constituyentes del aroma a vainilla (Havkin-Frenkel et al., 2004).

1.5 Clasificacion de la vainilla beneficiada

La norma (NMX-FF-074- 2009) especifica los parametros que se emplean para

clasificar las vainas de vainilla (Vanilla planifolia) beneficiadas, estos son: la

humedad, el contenido de vainillina, algunas caracteristicas fisicas, clasificAndose

en 4 categorias; extra- gourmet, categoria I, categoria Il categoria lll. Las categorias

|y Il se dividen en Gourmet y Ordinaria como a continuacion se detallan en la tabla

2.

Tabla 2. Clasificacion de la vainilla segun la Norma Oficial Mexicana NMX-FF-

074- 20009.

Grado de calidad

Especificacion Extra Categoria | Categoria ll Categoria
1]
Gourmet Gourmet ordinaria Gourmet ordinaria
Gourmet
ordinaria
Gruesa sin | Gruesa Delgada Gruesa Delgada De
rayas, ni | sinrayas, con sin rayas, con cualquier
manchas, ni rayas, ni rayas, grosot,
flexible y | manchas, puede manchas, puede puede
brillante flexible y estar flexible y estar estar
brillante rajada brillante rajada rajada o
rayada
Humedad (%) 25-30 25-30 20-24 25-30 20-24 15-20
Vainillina (%) 2.0-2.4 2.0-2.4 1.6-2.0 2.0-2.4 1.6-2.0 1.6
Tamarfio (cm) > 20 >17.5 >15 <15

28




Fuente: NMX-FF-074- 2009.

1.6 Compuestos volatiles en vainilla

El anadlisis de los compuestos volatiles, asi como su identificacion y evaluacion
cuantitativa puede constituir una valiosa fuente de informacién sobre la calidad
sanitaria de los alimentos, que incluye la calidad organoléptica y garantiza la salud
del consumidor (Tavares-Gonzalez, 2018). Este aroma, el cual resulta percibido por
el consumidor depende de un nimero de factores: la disponibilidad y la estructura
de los compuestos, la participacion de grasas, aminoacidos, azucares y también las
condiciones de reaccion como la temperatura, duracion, actividad del agua, pH, y

nivel de oxigeno (Plutowska & Wardencki, 2007).

Se ha reportado que el aroma natural de vainilla contiene, ademas de la vainillina
(3-metoxi-4-hidroxibenzaldehido), el cual es su componente principal, mas de un
centenar de moléculas aromaticas que le confieren un sabor incomparable (Pérez-
Silva et al., 2006).

Es por eso que se considera a los frutos beneficiados de vainilla uno de los aromas
preferidos en la industria (Pérez-Silva et al., 2016; Arshamian et al.,2022). Este
aroma se produce exclusivamente a partir de frutos beneficiados (también
denominados vainas) de orquideas del género Vanilla. Los principales compuestos
volatiles responsables de tan preciado aroma y que ademas son los
cuantitativamente mas importantes son: la vainillina, el p- hidroxibenzaldehido, el
acido vainillinico y el acido p- hidroxibenzoico. La vainillina es el principal
responsable del aroma de la vainilla. Sin embargo, el aroma caracteristico de la
vainilla es debido a una mezcla compleja de diferentes compuestos volatiles
(Adedeji et al., 1993; Lamparsk. & Klimes, 1976; Pérez-Silva et al., 2006).

Pérez-Silva et al. (2006), identificaron mas de 250 compuestos volatiles por HPLC-

DAD en Vanilla planifolia algunos de los cuales se pueden apreciar en la tabla 3.
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Tabla 3. Tipos de compuestos presentes en el aroma vainilla.
clasificacion compuestos

guayacol, 4-metillguayacol, fenol, p-cresol, 4-vinilguayacol,
vainillimetileter, 4-vinil fenol, vainillina, acetovainillona,
Fenoles o o ]
vainillil alcohol, vainilliimetilcetona, p-hidroxibenzaldehido,

p-hidroxibencilalcohol y acido vainillinico.

acido acético, acido propanoico, acido isobutirico, acido
butirico, acido isovalérico, acido valérico, acido hexanoico,
acido heptanoico, acido optanoico, acido 2-heptanoico,
Acidos alifaticos | acido nonaoico, acido dodecanoico, acido miristico, acido
pentadecanoico, acido hexadecanoico, acido 9-
hexadecanoico, acido heptanoico, acido estearico, acido

oleico y acido linoleico.

acido benzoico, acido bencenpropapoico, acido cinamico,
o - acido anisico), alcoholes (1-octen3-ol; 2,3-butandiol; 1-
Acidos aromaticos ) _
octanol; 2,3 butandiol; bencil alcohol, bencenpropanol,

anisil alcohol y cinamil alcohol.

2-heptanal, (E)-2-decenal, (EZ)-2,4 decadienal, (E,E)-2,4
Aldehidos decadienal), Esteres (metil salicilato, metil cinamato, anisil
formato y etil linoleato.

_ tricosano y pentacosano, heterociclicos (furfural, y-
hidrocarburos .
butirolactona y pantolactona).

Cetona 3-hidroxi-2-butanona.

Fuente: Pérez-Silva et al.,2006

siendo, los fenoles volatiles los principales compuestos responsables del aroma en

el género Vanilla. Ademas de los atributos aromaticos en vainilla los cuales le
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confieren una importante posicion en el mercado, es sustancial estudiar otros
atributos que tienen un beneficio bioldgico como los polifenoles (Ito et al., 1986;
Shahidi et al., 1995; Shahidi et al., 1997; Shahidi et al.,2000).

1.7 Polifenoles

Los compuestos fendlicos son compuestos que provienen de la ruta del shikimato,
constituyen una de las principales clases de metabolitos secundarios en frutos y
vegetales (Tabla 4), donde desempefian diversas funciones fisiolégicas. Es decir,
aguellos compuestos que intervienen tanto en el crecimiento como en la
reproduccion de las plantas también son responsables de aquellos procesos
defensivos contra agentes patdégenos, depredadores o radiacién ultravioleta
(Kurilich et al.,2000; Kapoor et al.,2001; Pandey et al.,2009). En algunos casos se
habia cuestionado su estudio debido al posible efecto adverso de algunas de las
moléculas principales de este grupo principalmente: los taninos, en la digestibilidad
de proteinas. Sin embargo, en la actualidad existe gran interés en estos compuestos
debido a la variedad de actividades biologicas que presentan, considerandose uno
de los compuestos fitoquimicos alimentarios mas importantes por su contribucién al
mantenimiento de la salud humana. La actividad biolégica de los polifenoles esta
relacionada con su caracter antioxidante, el cual es debido a su habilidad para
quelar metales, inhibir la actividad de la enzima lipooxigenasa y actuar como
atrapadores de radicales libres (Ito et al., 1986; Shahidi et al., 1995; Shahidi et al.,
1997; Shahidi et al.,2000).

Existen numerosos estudios que proporcionan datos que apoyan la correlacion
negativa entre la ingestion de compuestos fendlicos y el riesgo de padecer ciertas
enfermedades, incluyendo las enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedad
de Alzheimer, cataratas y otras disfunciones relacionadas con la edad. Ademas de
estos efectos beneficiosos para la salud, también se ha estudiado su efecto

antiinflamatorio y su efecto preventivo en el tratamiento de asma. En ese caso la
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cantidad de compuestos polifendlicos presentes en un alimento varia en funcion de
la especie vegetal, variedad y parte del vegetal considerada (fruto, semillas, brotes,
hojas), horas de exposicion solar, grado de madurez, condiciones de cultivo,
procesado y condiciones de almacenamiento (Ruiz et al., 2010; Quifiones et al.,
2012; Garcia-Valis et al., 2018).

Tabla 4. Clasificacion de los polifenoles y ejemplos.

Estructura quimica Tipo
Ce Fenol simple
Acido fendlico
Cs-C1
Acido benzoico
(Ce-Co)n Taninos condensados
Ce-Co Acido fenil acético
Acido hidroxicinamico
Cs-C3
Cumarinas
(C6-C3) 2 Lignanos
Benzofenonas
Cs-C1.Cs
Xantonas
Cs-Co.Cs Estilbenos
Flavonoides
Cs-C3.Cs
Chalconas
Proantocianinas
(C6-C3-Co) n
(taninos 4<n<11)

Fuente: Garcia-Martinez et al., 2015
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1.8 Radicales libres

Los agentes oxidantes o radicales libres son aquellas moléculas altamente reactivas
las cuales se encuentran desapareadas en su ultimo orbital, buscan principalmente
captar electrones de otros radicales libres generando a su vez una reaccion en
cadena conocida como estrés oxidativo, lo cual empieza a producir una acumulacién
de especies reactivas de oxigeno (Tabla 5) y genera dafios en la salud

principalmente en el ADN, proteinas y lipidos (Watson et al.,2010).

Los radicales libres se generan fisiol6gicamente en el cuerpo humano como parte
del metabolismo energético, pero la sintesis incrementa mediante diferentes
agresiones como infecciones, ejercicio fisico extremo, dietas desequilibradas,
toxicos alimentarios y contaminantes ambientales entre otros (Bohérquez-Fajardo
et al. 2016). Son capaces de perjudicar, de forma reversible o irreversible, todo tipo
de compuestos bioquimicos, incluyendo acidos nucleicos, proteinas y aminoacidos
libres, lipidos, carbohidratos y macromoléculas. Los acidos grasos poli-insaturados
son altamente sensibles al ataque de los radicales libres; éstos radicales pueden
alterar la actividad celular, tanto a nivel de membranas como del metabolismo y

expresion genética (Valaco et al. 2007).

Desde el punto de vista de la medicina, hay interés principalmente en dos radicales:
el hidroxilo (OH") y el radical superéxido (O2"); estos pueden atacar y dafiar casi
cualquier molécula presente en el cuerpo. Son tan activos que, una vez formados
solo trascurre una fraccion de tiempo para reaccionar y formar un radical estable,
pero inmediatamente la molécula atacada forma un nuevo radical libre (Festy,
2007).

Tabla 5. Especies reactivas de oxigeno.

Especies reactivas de oxigeno origen
Oxigeno singlete (O2) Formado por exposicion a la luz ultravioleta
(UV).
Radical anion superoxido (02+) Producido cuando la reduccion de oxigeno
molecular es incompleta en la cadena
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respiratoria mitocondrial y éste capta un
electrén. Se elimina por el superdxido
dismutasa.

Peroxido de hidrégeno (H202) Formado cuando el radical superoxido
capta 2 protones. Es transformado en agua
por las catalasas.

Radical hidroxilo (OH") Muy reactivo, ataca a las estructuras
celulares en el lugar en el que se produce.

Oxido nitrico (ON) Destruye células. También es un
neurotransmisor.

Fuente: Diez-de la iglesia et al., 2018.

Las formas en la que actla un radical libre en un sistema biol6gico, es por medio de
los procesos oxidativos, cabe resaltar que la oxidacion de moléculas biolégicas no
siempre es un proceso dafino. Hay algunas funciones fisiologicas, que dependen
de la formacion de productos oxidados, por ejemplo, los resultados de la oxidacién
lipidica enzimética en la formaciéon de prostaglandinas biol6gicamente activas y
otros compuestos biolégicamente activos, etc. Sin embargo, una acumulacion de
radicales libres puede ser una causa de potentes efectos dafiinos, y, por lo tanto, el
organismo tiene que desarrollar fuertes sistemas de proteccion anti-radical;

generalmente, estos sistemas se denominan sistemas antioxidantes (Yu, 2008).

1.9 Antioxidantes

El término antioxidante fue utilizado originalmente para referirse especificamente a
un producto quimico que previniera el consumo de oxigeno. A finales del siglo XIX
y a principios de siglo XX, extensos estudios fueron dedicados a las aplicaciones de
antioxidantes en importantes procesos industriales, tales como la prevencién de la
corrosion del metal, la vulcanizacion del caucho, y la polimerizacion de combustibles

en la formacion de escoria en motores de combustion interna (Matill et al.,1947).
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Los antioxidantes son todas aquellas sustancias que hallandose en bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable (biomoléculas), retarda,
inhibe o previene la oxidacion de dicho sustrato; y desde el punto de vista biolégico
es: todo compuesto quimico que protege los sistemas vivos de los agentes que
causan deterioro oxidativo” (Halliwell & Gutteridge,2007). Los antioxidantes son
ampliamente utilizados como ingredientes en suplementos dietéticos con la
esperanza de mantener la salud y de prevenir enfermedades tales como el cancer
y la cardiopatia isquémica. Ademas de estas aplicaciones en medicina los
antioxidantes tienen muchas aplicaciones industriales, tales como conservantes de
alimentos, de cosméticos y la prevencion de la degradacion del caucho y la gasolina
(Castro-Dantas et al., 2003; Huang et al., 2005; Zamora et al. 2007).

Existen muchas reacciones de oxidacion; algunas son cruciales para el
funcionamiento bioldgico y algunas otras pueden ser perjudiciales; es por eso por lo
que las plantas y los animales mantienen multiples tipos de antioxidantes, tales
como glutation, vitamina C, y vitamina E, asi como enzimas tales como la catalasa,
superoéxido dismutasa y varias peroxidasas (Vickers et al., 2007). Al estrés oxidativo
se le ha asociado la patogénesis de muchas enfermedades humanas, es por ello
por lo que el uso de antioxidantes en farmacologia es estudiado de forma intensiva,
particularmente como tratamiento para accidentes cerebrovasculares vy

enfermedades neurodegenerativas (Sies et al.,1997).

1.9.1 Sistemas antioxidantes

Los sistemas antioxidantes, tienen aplicacion directamente en el sistema fisioldgico
como protectores frente a radicales libres de diversas estructuras; como enzimas
antioxidantes (superéxido dismutasa, catalasa, peroxidasa, etc.), antioxidantes
endodgenos de bajo peso molecular (glutation, acido urico, etc.) y antioxidantes

exdgenos (Bohorquéz-Fajardo et al.,2016).

1.9.2 Clasificacion de los antioxidantes
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En la actualidad no existe una sola clasificacion de antioxidantes debido a que varios
de ellos tienen diferentes mecanismos de reaccion, de acuerdo con la literatura se

pueden clasificar en:

1.9.3 Clasificaciéon segun fuente de origen

En esta clasificacibn tenemos los antioxidantes naturales y los antioxidantes
sintéticos. Los antioxidantes naturales se extraen de las plantas y animales. Entre
ellos se destacan los carotenoides y los polifenoles; como los acidos fendlicos,
flavonoides, acidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos (Tsao et al., 2004).
Por otro lado, los antioxidantes sintéticos los cuales en su mayoria son compuestos
fendlicos con varios grupos alquilo, como el butil-hidroxianisol (BHA), butil-
hidroxitolueno (BHT), ter-butil-hidroquinona (TBHQ) y propilgalato (PG); donde la
estructura de este tipo de compuestos es lo que permite ceder un protén a un radical
libre (Ramalho et al., 2006).

1.9.4 Clasificacion segun la accion en organismos vivos

Los organismos vivos han desarrollado varias estrategias de defensa celular contra
los procesos en los que intervienen las especies reactivas de oxigeno (ERO’s),
mediante la accién de antioxidantes cuya actividad es ir disminuyéndolas con el
paso del tiempo (Figura 8). En esta categoria los antioxidantes se agrupan en tres

sistemas (Sanchez et al.,1998).
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. Sistemas antioxidantes |
| |

Primarios Secundarios Terciarios
Previenen la formacion Capturan radicales libres. Reparan biomoléculas.
de radicales libres.

Vitamina E
: Vitamina C Enzimas reparadoras de
Enzimas B- Caroteno ADN, proteinas y lipidos.
| Acidol Urico |
Superodxido Catalasa Glutation peroxidasa
dismutasa (SOD) (GSHPx)
Cofactores Cofactor Cofactor
Cobre Hierro ; Selenio
Zinc
Manganeso

Figura 8. Clasificacion de antioxidantes segun la acciéon en organismos vivos (Fuente:
Sanchez et al.,1998).

1.9.4.1 Antioxidantes primarios

Los antioxidantes primarios son aquellos que previenen la formacion de nuevas
especies reactivas de oxigeno (ERO’s). Esto mediante la conversion de especies
reactivas de oxigeno en moléculas menos perjudiciales, antes de que puedan
reaccionar, o evitando su produccion a partir de otras moléculas (Katalinic et al.,
2005). En este grupo se encuentran las siguientes enzimas; Las glutation
peroxidasas (GPx), son dos enzimas selenio dependientes puesto que este las
mantiene activas (Cemeli et al., 2009). Para que ejerzan su accion desintoxicante
por la reduccion del H202 o los ROOH. El glutation peroxidasa (GPx) esta
ampliamente distribuido en los tejidos humanos y animales. Su forma reducida
glutationa (GSH) dona electrones y se encuentra a concentraciones intracelulares
a menudo en el rango milimolar. Las GPx son consideradas enzimas con mayor
capacidad de remover peroxidos encontrados en el tejido humano (Katalinic et al.,
2005).

37



La catalasa es una enzima que patrticipa en el metabolismo del H>O>, esta presente
en la mayoria de los 6rganos del cuerpo. Aunque su afinidad por el H20: es inferior
a la que muestra la GPx, bajo condiciones de sobreproduccién puede asumir el
papel preponderante en la eliminacion del H2O2, esta enzima cataliza la reduccién
de H202 a Oz y H20. A altas concentraciones de H>O2, la catalasa tiene la capacidad
de reducirlo, puesto que la catalasa requiere dos moléculas de H>O> para llevar a
cabo su reduccion; por el contrario, a bajas concentraciones de H>O, decrece su

eficiencia (Cemeli et al., 2009).

Este grupo de antioxidantes primarios se completa con: el sistema de las
tiorredoxinas, que incluye las tiorredoxinas y la tiorredoxina reductasa, las cuales
resisten muchos procesos cruciales para la funcion celular, proliferacion celular,
defensa antioxidante y regulacidén redox (Arnér, 2009), las transferrinas, regulan la
produccion extracelular de hierro y asi previenen la oxidacién de los tejidos (Kim et
al., 2008), la lactoferrina, la cual tiene la capacidad de capturar iones de hierro libre
lo cual le confiere muchas propiedades de antioxidante (Mulder et al., 2008). La
ferritina es una proteina cuya funcién es capturar el hierro libre intracelular que
puede convertirse en téxico para las células (Mackenzie et al., 2008), la
ceruloplasmina y las albuminas representan el antioxidante mas predominante
presente en el plasma, el cual estad expuesto a estrés oxidativo continuo (Roche et
al., 2008).

1.9.4.2 Antioxidantes secundarios

Los antioxidantes secundarios son aquellos que capturan los radicales y evitan la
formacién de radicales en cadena. Ejemplos de este tipo de antioxidantes son la
vitamina E, vitamina C, p-caroteno y algunas sustancias endégenas con actividad
antioxidante, dentro de las cuales se encuentran la bilirrubina y ubiquinona (Doria
et al., 2012). La vitamina C, mejor conocida como acido ascoérbico presenta muchas
actividades biolégicas en el cuerpo humano; se ha encontrado que esta puede
reducir los niveles de proteina C-reactiva, un marcador de la inflamacion y

posiblemente un anunciador de enfermedades del corazén (Podsedek et al., 2007).
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Por otro lado, la vitamina E, mejor conocida como tocoferol pertenece a los
antioxidantes liposolubles, su actividad biologica incluye tocoferoles, tocotrienoles,
especialmente a-tocoferol. La reaccion predominante responsable de la actividad
antioxidante del tocoferol es la donacién de atomos de hidrégeno, donde se forma

el radical tocoperoxil (Podsedek, et al., 2007).

1.9.4.3 Antioxidantes terciarios

Son los antioxidantes encargados de la reparacion de biomoléculas dafadas. En
este grupo se incluyen las enzimas endonucleasas apurinica/apirimidinica y
polimerasa 3, reparadoras del ADN y la metionina sulfoxido redutasa (Page et al.,
2009). Juegan un papel muy importante previniendo o aliviando afecciones
cronicas, incluyendo céncer, alteraciones cardiovasculares, cataratas,
arteriosclerosis, diabetes, asma, hepatitis, artritis e inmunodeficiencia (Siddhuraju
et al., 2007). Estos antioxidantes reducen el dafio oxidativo a los componentes
celulares causados por las ERO’s. En la actualidad el uso de los antioxidantes
sintéticos en productos alimenticios esta bajo estricta regulacion, debido a la
incertidumbre sobre su seguridad. Por esta razén hay un interés creciente en los
antioxidantes naturales para atenuar el dafo oxidativo, puesto que estos
antioxidantes derivados de plantas funcionan como captadores de oxigeno singlete
y triplete, eliminadores de peréxidos e inhibidores de enzimas (Choi, 2002; Jaitak et
al., 2010).

1.9.5 Actividad antioxidante

Muchos autores emplean en la actualidad de manera indistinta el término “Actividad
Antioxidante” o “Capacidad Antioxidante”; debido a que en la literatura se
encuentran generalizados los términos como; capacidad, eficiencia, poder,
pardmetro y potencial (Huang et al., 2005). En ese sentido el término “Actividad
Antioxidante” es usado para un ensayo individual y refleja Unicamente la reactividad
quimica bajo condiciones especificas aplicadas en el ensayo y es inapropiado

generalizarlo como un indicador de la “actividad antioxidante total”. En este caso
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usamos "capacidad” cuando se refieren a los resultados obtenidos por diferentes
ensayos, como “Capacidad secuestradora de radicales peréxido”, “Capacidad
secuestradora de superoxido”, “Capacidad reductora del i6n férrico”, entre otros
(Huang et al.,2005). Igualmente es importante distinguir entre capacidad
antioxidante y reactividad. La capacidad antioxidante informa sobre la duracion de
la accion antioxidante, la reactividad caracteriza el inicio dinamico de la anti-
oxidacion a una determinada concentracion de un antioxidante o mezcla

antioxidante (Roginsky et al., 2005).

1.9.6 La vainillina como antioxidante

La vainillina presenta propiedades antioxidantes y puede emplearse como
conservante alimentario (Anklam & Muller, 1997; Burri & Loliger, 1989; Davidson &
Naidu, 2000). Es un componente clave en muchos productos lacteos, como la
mantequilla, los helados y los productos de pasteleria. La vainillina se ha
encapsulado en goma ardbiga y en almidones modificados, como almidones
oxidados preparados a partir de almidén de maiz y amaranto mediante el método
de secado por atomizacion para evitar su degradacion (Chattopadhyaya & Kulkarni,
1998). También Shyamala et al. (2007) reportaron que los extractos de vainilla (V.
planifolia) poseen actividad antioxidante, en donde los compuestos 4-hidroxi-3-
metoxibenzil alcohol y 4-hidroxibenzil alcohol exhiben mayor actividad antioxidante

que la vainillina.

1.9.7 Métodos para determinar la capacidad antioxidante

En la actualidad, existe un interés creciente por la extraccién y cuantificacion de
antioxidantes a partir de muestras biolégicas, en la busqueda de antioxidantes
naturales y eficaces existen diferentes métodos tanto generales como especificos
para erradicar los radicales libres en muestras bioldgicas y elucidar antioxidantes
naturales eficaces para disminuir las complicaciones mas comunes relacionados

con los radicales libres. Para determinar la actividad antioxidante deben realizarse
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una serie de ensayos (Tabla 6), debido a que un solo ensayo no es comparable

debido ya que son diferentes reacciones quimicas.

Tabla 6. Técnicas para medir actividad antioxidante.
Determinacion

Ensayo Principio del ,
. y , P del producto Categoria
antioxidante método .
final
Reaccion

. L Ensayos basados en
antioxidantes lipofilicos

DPPH’ . colorimétrico la transferencia de
con un radical
organico. electrones (ET)
i .:eattcu?n £l Ensayos basados en
antioxidantes lipofilicos s .
ABTS™ - P colorimétrico la transferencia de
e hidrofilicos con un
radical organico. electrones (ET)
Reaccion antioxidante Ensayos basados en
FRAP con un complejo colorimétrico la transferencia de
Férrico (1) electrones (ET)
Ensayos basados en
ORAC Reaccién antioxidante Pérdida de

la transferencia de
atomos de
hidrogeno (HAT)
DPPH'—2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; ABTS™*—2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid); FRAP—Ferric reducing antioxidant power; PFRAP—Potassium ferricyanide antioxidant power;
ORAC—Oxygen radical absorbance capacity.Fuente: (Moharram, 2014).

con radicales peroxilo | fluorescencia de
inducidos por el AAPH. | la fluoresceina.

1.9.7.1 Método de Folin-Ciocalteau

Los compuestos a los que generalmente se les atribuyen actividades antioxidantes
son a los compuestos fendlicos. Este ensayo es un método colorimétrico basado en
reacciones de transferencia de un solo electron entre el reactivo de Folin y los
compuestos fendlicos. Los compuestos fenolicos son buenos secuestradores de
radicales de oxigeno, ya que el potencial de reduccién de electrones de los radicales
fendlicos es menor que el de los radicales de oxigeno (Ainsworth et al.,2007). El
ensayo Folin-Ciocalteu se emplea para expresar el contenido en compuestos

fendlicos totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fendlicos
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reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu (Figura 9), a pH basico, dando lugar a
una coloracion azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765
nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato sodico y molibdato sédico en
acido fosférico y reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra
(Sanchez et al., 2013). El 4&cido fosfomolibdotungstico (formado por las dos sales en
el medio acido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar
a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que medimos para evaluar

el contenido en polifenoles (Garcia-Martinez et al.,2015).

Reactivo de Folin (W¢*, Mo%*) Reactive de Folin reducido (W%*, Mo®*)

Color amarille Color azul

Mo (V1) + e- (Gpos fendlicos y otros compuestos reductores) = Mo (V)

(pH=3) + Na,CO5 lones fenolatos ( pH=10)

Figura 9. Reaccién de Folin-Ciocateau (Fuente: Garcia-Martinez.; 2015).

El mecanismo de reaccion es una reaccion redox, por lo que ademas puede
considerarse también, como un método de medida de la actividad antioxidante total.
La oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra causa la aparicién de una
coloracién azulada que presenta un maximo de absorcién a 765 nm, y que se
cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patrén de acido galico. Se
trata de un método preciso y sensible, que puede padecer numerosas variaciones,
fundamentalmente en lo relativo a los volumenes utilizados de la muestra a analizar,
concentracion de reactivos y tiempo de reaccion. También se pueden presentar
variaciones al expresar los resultados, sin embargo, el patron recomendado es el
acido galico. Este ensayo de analisis de los polifenoles totales se utiliza con
frecuencia en el estudio de las propiedades antioxidantes de alimentos vegetales,
como zumos de fruta, al tratarse de un parametro que generalmente, muestra una
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estrecha correlacion con los diferentes métodos de medicion de la actividad
antioxidante (Kaur & Kapoor,2001; Pandey et al.,2009; Lacueva et al.,2010).

1.9.7.2 Ensayo de actividad antirradical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH")

Este método fue descubierto por primera vez por Goldschmidt & Renn en 1920. Y
desarrollado por primera vez por Blois (1958) quién demostré por primera vez la
capacidad del radical libre DPPH* para captar un atomo de hidrégeno (H*)
proveniente de una molécula de cisteina (Foti et al.,2015). La molécula 1,1-difenil-
2-picril-hidrazilo (DPPH®) es conocida como un radical libre estable debido
principalmente a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula
completa, por lo cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria de
los radicales libres. La deslocalizacion del electron también intensifica el color
violeta intenso tipico del radical (Figura 10), el cual absorbe en metanol a 517
nandmetros. Cuando la solucion de DPPH' reacciona con el sustrato antioxidante
que puede donar un atomo de hidrégeno, el color violeta se desvanece. El cambio
de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la
determinacién de los parametros para las propiedades antioxidantes (Zengin et
al.,2015; Bibisadeer et al.,2020).

. NO,
NO, ArD+H :
M\U )
N N—N —_— ON N—N
\l‘: @ \“: O

Morado oscuro Amarillo pélido

- A=517 nm

Lipofilico

Figura 10. Reaccion de DPPH" (Fuente: Bibisadeer et al.,2020).
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Ventajas y limitaciones:

simple, barato y rapido, ya que el radical es estable y no necesita generarse
en comparacion con el ABTS™ (Kedare et al.,2014).

Puede cuantificar antioxidantes en complejos sistemas biolégicos (Kedare
et al.,2014).

El tiempo de eliminacion de radicales es de 30 minutos, lo que permite que

el DPPH' reaccione eficazmente, incluso con antioxidantes débiles (Kedare
et al.,2014).

Los resultados son reproducibles y comparables con otros métodos de
eliminacién de radicales (Gil et al.,2000).

Eficaz para compuestos térmicamente inestables, ya que la eliminacion de
radicales se mide a temperatura ambiente (Bondet et al.,1997).

Altamente sensible (Kim et al.,2002).

Se indicar una buena correlacién con los compuestos bioactivos (fenoles,
flavonoides) con un factor de regresion factor R > 0,8 (Kim et al.,2002).

Los radicales cromogenos DPPH'* sélo disuelven disolventes organicos
(lipofilicos) (Kim et al.,2002).

Dado que el centro de nitrdgeno esta muy obstaculizado estéricamente por
tres grupos fenilo, el DPPH® representa un modelo deficiente para la
extincion de radicales in vivo e in vitro (Gil et al.,2000).

DPPH" no es el mejor método para la eliminacion de radicales in vivo en
muestras de alimentos (Schaich et al.,2015).

El DPPH’ es sensible a las bases de Lewis (Ancerewicz et al.,1998).
Semejanza no fisioldgica debido a la ausencia de radicales libres DPPH" en

el cuerpo humano (Granato et al.,2018).

1.9.7.3 Ensayo de actividad antirradical 2,2
Azinobis(3ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS™)

En 1993, Miller & Rice-Evans fueron los primeros en reportar sobre el ensayo
ABTS™, también conocido como TEAC (Miller et al.,1993). Este ensayo fue
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mejorado posteriormente por Re (1999). La mejora estaba relacionada con que en
comparacion con el DPPH’, que es un radical estable por naturaleza, el radical
ABTS™ es un radical que debe generarse mediante reacciones quimicas.
Originalmente, la generacion del radical cationico (ABTS™) se realizaba haciendo
reaccionar metilmioglobina (Met-Myb) con peroxido de hidrégeno (H202) para
producir un radical hidroxilo (HO). Este ultimo radical provoca la reduccion de
ABTS™ en presencia o ausencia de antioxidantes (Miller et al.,1997; Re et al.,1999;
Schaisch et al.,2015).

El mecanismo de accion del ABTS™ consiste en que este radical es oxidado por
radicales peroxido, por persulfato de potasio, peréxido de hidrégeno, peroxidasa de
rabano u otro oxidante hasta formar el cation radical ABTS™ (Re et al., 1999; Villano
et al., 2004; Labrinea & Georgiu, 2004). El cual presenta un color verdeazulado
(Figura 11), y en la medicién los compuestos con capacidad antioxidante reaccionan
directamente disminuyendo el color del catién radical ABTS™, los resultados
obtenidos son expresados como porcentaje de inhibicion y llevados a una
concentracion relativa de Trolox como referencia, es por ello por lo que el método
se conoce como actividad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC). El radical
catiénico posee solubilidad en medios tanto polares como apolares y no es afectado
por la fuerza ionica, por lo cual, evalia antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos de
extractos de plantas y fluidos biolégicos (Huang et al., 2005; Roginsky & Lissi, 2005;
Prior et al., 2005).

ABTS + HO® — ABTS™" + ArOH — ABTS +ArO*

Azul oscuro Azul palido

B =74

Lipofilico e hidrofilico

Figura 11. Reaccion de ABTS™ (Fuente: Bibisadeer et al.,2020).
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La generacion del radical ABTS™ constituye la base de uno de los métodos
espectrofotométricos que han sido aplicados para medir la actividad antioxidante

total de soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas.
Ventajas y limitaciones:

e El radical catibnico ABTS™* es soluble tanto en medios organicos como
acuosos, a diferencia del radical DPPH*, que sélo disuelve en medios
organicos. Por lo tanto, el ensayo ABTS™ puede utilizarse para analizar
muestras tanto lipofilicas como hidrofilicas (Kim et al.,2002).

e Puede utilizarse para determinar la capacidad antioxidante de numerosos
compuestos, especificamente carotenoides, compuestos fendlicos vy
plasmaticos (Re et al.,1999).

e El ensayo ABTS™ proporciona resultados reproducibles (Opitz et al.,2014).

e El radical es estable hasta mas de dos dias cuando se almacena en la
oscuridad a temperatura ambiente en comparacion con el DPPH*, que tiene
una vida bastante corta (Gupta, 2015).

e Suele mostrar una buena correlacion con los compuestos bioactivos (fenoles
y flavonoides), con un factor de regresién R>0,8.

e Elensayo ABTS™ es a menudo criticado porque el radical no existe de forma
natural (no se encuentra en ningun sistema biolégico) y debe generarse

guimicamente (Magalhaes et al.,2008).

1.9.7.4 Ferric lon Reducing Antioxidant Power (FRAP)

El poder antioxidante reductor de iones férricos o capacidad reductora férrica del
plasma, abreviado como FRAP, fue desarrollado por Iris Benzie & Strain (1996).
Este método se basa principalmente en la reduccion de la tripiridiltriazina férrica
[Fe"(TPTZ)]®*, formando un complejo ferroso de color azul intenso [Fe'(TPTZ)]?* (
Figura 12) en condiciones acidas (pH 3,6). Este método se desarroll6 de tal manera

gue pudiera llevarse a cabo en cualquier laboratorio debido a su simplicidad, alta
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reproducibilidad y sencilla instrumentacion (Benzie et al.,1996; Huang et al.,2005).
Curiosamente, existe muy poca diferencia entre los métodos de ABTS™ y FRAP,
excepto que el ensayo ABTS™ se realiza a pH neutro mientras que FRAP se lleva a

cabo en condiciones acidas (Huang et al.,2005).

[[Felll (TPTZ)2)? " +ArOH — [Fe!(TPTZ)]?* +ARO " +H ']

[Fe(TPTZ),]** [Fe(TPTZ),)2 "

Figura 12. Reaccion de FRAP (Fuente: Bibisadeer et al.,2020).

Sin embargo, este ensayo no es especifico. Esto se debe a que si cualquier especie
presente en la mezcla de reaccion posee un potencial redox inferior al del Fe (Il1),
esa especie sera responsable de la reduccién del complejo lo cual se reflejara en la

lectura de la reaccién lo que conduce a una subestimacién (Benzie et al.,1996).
Ventajas y limitaciones:

e Instrumentacioén sencilla y barata (Berker et al.,2007).

e Altamente reproducible y sensible (Benzie et al.,1996).

e Puede analizar un amplio espectro de muestras biologicas, incluyendo
plasma, sangre, suero, saliva, lagrimas, orina, liquido cefalorraquideo,
exudados, transudados, extractos acuosos Yy organicos de farmacos,
alimentos y plantas (Benzie et al.,1999).

¢ No es especifico (Benzie et al.,1996).
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1.9.7.5 Oxigen Radical Absorbance Capacity (ORAC)

El "ensayo de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno"” (ORAC) para la
estimacion de antioxidantes se introdujo por primera vez utilizando b-ficoeritrina
como indicador fluorescente sensible de la eliminacion de radicales peroxilo (Cao &
Cutler,1993). Posteriormente, Ou et al. (2001) introdujeron la fluoresceina como un
indicador mas fiable en el ensayo ORAC (Lopez-Alarcon & Lissi, 2006). El ensayo
ORAC se ha aplicado en gran medida a la evaluacion de la capacidad de eliminacién
de radicales libres en el plasma humano, proteinas, el ADN, los compuestos
antioxidantes puros y los extractos antioxidantes (Ou et al.,2001; Navindra et
al.,2006; Roger et al.,2007).

En el ensayo ORAC, la pérdida de fluorescencia (Figura 13) es el indicador principal
el cual muestra una fase de retardo, durante la cual la cinética se describe mediante
la competencia entre la reaccion del radical peroxilo con el indicador y el
antioxidante (Huang & Prior, 2005). En el ensayo ORAC, la eficacia de un
antioxidante se evalla a partir del area bajo la curva de intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, lo que sugiere que se puede evaluar una estequiometria para la
reaccion de los radicales peroxilo con un compuesto especifico, 0 que permite
evaluar la capacidad antioxidante total de un compuesto alimentario (Bors et al.,
1984). Las ventajas potenciales del ensayo ORAC sobre otros métodos incluyen el
uso de radicales peroxilo como reactivos con potencial redox y mecanismo de
reaccion (es decir, atomo de hidrogeno realiza la transferencia de electrones)
similares a los de los oxidantes fisiolégicos mediante un mismo pH fisiologico para
gue los antioxidantes reaccionen con una carga global y un estado de protonacién

similar al del cuerpo humano (Foley et al., 1999; Ou et al.,2001; Huang et al.,2002).

tiempo

Fluoresceina inicial Fluoresceina final

Figura 13. Mecanismo de accién ensayo ORAC (Fuente: Bibisadeer et al.,2020).
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Ventajas y limitaciones:

Es un método preciso para evaluar la actividad antioxidante especialmente
en especies reactivas de oxigeno/ nitrégeno (ROS/RON) las cuales tienen
importancia biologica (Halliwell et al.,1991; Wink et al.,1991; Nguyen et
al.,1992; Stadtman et al.,1994).

La principal limitacion de este método es el uso de la sonda del lector de
placas lo cual produce inconsistencias entre un lote y otro lo que se traduce
finalmente en una reactividad variable al radical perioxilo (Cao et al.,1999).
La sonda del equipo no es fotoestable, y tras exponerlo a la luz de excitacion
durante cierto tiempo, puede sufrir fotoblanqueo (Halliwell et al.,1991; Wink
et al.,1991; Nguyen et al.,1992; Stadtman et al.,1994).

Se ha observado también que la sonda interactta con los polifenoles debido

a la union inespecifica a proteinas (Tanaka et al.,2001).
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.  ANTECEDENTES

Atributos aromaticos

Pérez-Silva et al. (2011). Realizaron un estudio en el cual evaluaron el potencial
aromatico en vainas de vainilla (Vanilla planifolia) de México. Cuantificaron los
compuestos libres y glucésidos totales durante un proceso de beneficiado

tradicional de 90 dias.

Brunschwig et al. (2015). Evaluaron la composicion volatil y las propiedades
sensoriales de V. xtahitensis de la Polinesia Francesa y de Papua Nueva Guinea
por GC-MS. Los resultados mostraron que V. xtahitensis de la Polinesia Francesa
se caracteriz6 por un perfil sensorial con fuertes notas de anis y caramelo debido a
los compuestos anisicos y la de Papua Nueva Guinea con fuertes notas especiadas,
afrutadas y de ron oscuro debidas al p-vinilguayacol, al p-cresol y a los ésteres.

Pérez-Silva et al. (2021). Evaluaron el potencial aromatico de frutos verdes de
vainilla de 30 accesiones diferentes obtenidas de 11 especies e hibridos donde
cuantificaron glucovainillina y otras agliconas tras una hidrolisis enzimatica por
HPLC-UV. Los resultados mostraron entre todas las muestras analizadas, el mayor
potencial de vainillina en un hibrido V. planifolia x V. xtahitensis (7,46%).

Actividad antioxidante

Shyamala et al. (2007). Evaluaron la actividad antioxidante de la vainillina en
extractos hidroalcoholicos de vainilla (60%). El extracto se perfil6 mediante HPLC,
donde se identificaron y separaron los principales compuestos de interés, p-
hidroxibencil alcohol, p-hidroxi-3 metoxibencil alcohol, p-hidroxibenzaldehido y

vainillina.

Akihiro et al. (2010). Evaluaron la actividad antioxidante de la vainillina mediante

diferentes ensayos; ABTS, DDPH, radical gavioxilo y un ensayo ORAC y OxHLIA.
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Zhao et al. (2017). Evaluaron la actividad antioxidante de la vainillina, el p-
metilguayacol y el p-etilguayacol, tres componentes bioactivos del Baijiu (licor chino)
mediante ensayos de DPPH’, ABTS', ORAC. Los resultados demostraron que la
vainillina, el p-metil guayacol y el p-etil guayacol ejercieron actividades antioxidantes

similares, dependiendo de las dosis usadas.
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.  JUSTIFICACION

Las especies del género Vanilla con interés comercial son: Vanilla planifolia, Vanilla
xtahitensis, Vanilla pompona y Vanilla Cribbiana. En México solo Vanilla planifolia y
en menor proporcién Vanilla pompona se comercializan, Sin embargo, debido al
cambio climatico, muchos de estos cultivos se han visto en riesgo e incluso algunos
han llegado a perderse como consecuencia de este efecto. De acuerdo con la
literatura, México fue el pais que domesticé la vainilla y en la actualidad muchos
estudios demuestran la amplia variedad genética e interesantes ejemplares que se
encuentran dentro de este amplio género. Existen aparte de las especies
comerciales otras que no presentan caracteristicas aromaticas, pero pueden tener
propiedades funcionales como antioxidantes que deben ser estudiadas. Algunas de
estas especies de vainilla se encuentran en resguardo en el banco de conservaciéon
del germoplasma del género Vanilla, perteneciente al Instituto Tecnologico de
Tuxtepec. Por lo cual, el conocimiento cientifico generado de las caracteristicas
fisicas, aromaticas y capacidad antioxidante de la vainilla de diferentes especies,
permitira comprender el uso que estas nuevas especies puedan tener en la industria

de los alimentos.
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V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el contenido de fenoles volatiles, polifenoles totales y capacidad

antioxidante de vainilla de diferentes especies.
4.2 Objetivos especificos

e Evaluar las caracteristicas fisicas (contenido de humedad, talla y peso) de
muestras de vainilla de diferentes especies.

¢ Identificar y cuantificar los fenoles volatiles por HPLC-DAD de las diferentes
muestras de vainilla.

e Evaluar el contenido de polifenoles totales en las muestras de vainilla de
diferentes especies.

e Evaluar la capacidad antioxidante por los métodos de DPPH*, ABTS™*, FRAP
y ORAC de muestras de vainilla
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V. MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo se utilizaron vainas beneficiadas de vainilla de diferentes
especies: V. planifolia, V. pompona, V. xtahitensis, V. cribbiana, V. hibrido, V.
insignis, V. mexicana y V. sp. Las muestras de vainilla fueron provenientes de
Veracruz, Oaxaca, Chiapas y Puebla (México), Guatemala y Costa Rica, segun se

detalla en la tabla 7.

Figura 14. Materia prima (Fuente: Autor).
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Tabla 7. Descripcion del origen y tipo de beneficiado de las muestras estudiadas.

_ _ Tipo de .
N° Especie Origen o Aino
beneficiado
Loma San Rafael, Valle o
1 _ tradicional 2020-2021
Nacional, Oaxaca.
2 Atzala, puebla. tradicional 2020-2021
PR Santa Maria Chinchina,
3 | V. planifolia tradicional 2020-2021
Oaxaca.
Santa Maria Chinchina, N
4 tecnificado 2018
Oaxaca.
Mazin grande, San Lucas N
5 - tecnificado 2018
Qjitlan, Oaxaca.
Maria Lombardo de caso,
6 tradicional 2020-2021
Oaxaca.
7 V.pompona Gutiérrez Zamora, Veracruz tradicional 2020-2021
Santa Cruz Itunduijia, o
8 tradicional 2020-2021
Oaxaca.
o Coban, Alta Verapaz, o
9 V. cribbiana tradicional 2020-2021
Guatemala.
, _ Coban, Alta Verapaz, o
10 V. xtahitensis tradicional 2020-2021
Guatemala.
11 Vsp.1 Chumcerro, Chiapas tradicional 2020-2021
12 V. insignis La Florida, Oaxaca tradicional 2020-2021
) Loma San Rafael, Valle o
13 V. mexicana tradicional 2020-2021
Nacional, Oaxaca.
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14

V. hibrido

BA1901, BA1902, BA1903,
BA1904 Costa Rica.

tradicional

2020-2021
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5.1 Caracterizacion fisica de vainas beneficiadas de vainilla

Para la caracterizacion fisica de las vainas se procedié a medir la longitud de cada
una de las vainas con una regla, la talla con ayuda de un vernier de la marca Luzeren
y peso de cada una de las vainas en una balanza digital de la marca OHAUS como

se muestra en la figura 15.

Figura 15. Caracterizacion fisica de las muestras estudiadas (Fuente: Autor).

5.2 Determinacion de humedad

El contenido de humedad se determiné de cada una de las muestras de vainilla,
seleccionando y cortando la parte central de cada una de las diferentes muestras,
las cuales se registré el peso inicial y se dejaron 24 h en una estufa BINDER a 105°
C de acuerdo con la AOAC, 2012 (Figura 16).
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Figura 16. Determinacion de humedad de las muestras estudiadas (Fuente: Autor).

5.3 Elaboracién de extractos de vainilla para HPLC-DAD

Los extractos se elaboraron a partir de la pulverizacion de las muestras de vainilla
en un molino de café de la marca KRUPS, una vez obtenidos los polvos se pesaron
300 mg y se llevaron a una extraccién organica con metanol-agua acidificada
(30:70) H3POs4 102 M en bafio ultrasénico a 30 kHz durante 10 minutos a
temperatura ambiente (Figura 17). Posteriormente, los extractos se filtraron con
papel Whatman N° 4 y finalmente se volvieron a filtrar en un filtro de 0,45um para
su almacenamiento en viales hasta el analisis por HPLC-DAD (Pérez-Silva et
al.,2011).
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Figura 17. Elaboracion de extractos de las muestras estudiadas (Fuente: Autor).

5.4 Cuantificacion de Fenoles volatiles por HPLC-DAD

En todas las muestras se identificaron y cuantificaron los siguientes compuestos:
glucovainillina, vainillina, p-hidroxibenzaldehido, &cido vainillinico y acido p-
hidroxibenzaldehido, vainillii alcohol, anisil alcohol, p-hidroxibenzil alcohol y
anisaldehido. Para lo cual se empled un cromatografo de liquidos de la marca
Agilent Technologies modelo 260 Infinity I Quaternary System (Figura 18),
equipado con una bomba cuaternaria G7111B, detector de arreglo de diodos (DAD)
G7117Cy auto muestreador G7129A. La columna cromatografica empleada fue una
Zorbax ECLIPSE XDB-C18 analitica, de 4,6 x 250 mm y 5 um de tamafio de
particula, a una temperatura isocratica de 40 °C, utilizando como fase maovil agua,
metanol y agua acidificada a 10 mMol, con un flujo 1 mL/min, volumen de inyeccién
10 uL y longitud de onda 230,254 y 280 nm, segun las condiciones descritas en la
tabla 8.
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Figura 18. HPLC-DAD/ ITTUX (Fuente: Autor).

5.4.1 Condiciones cromatograficas

Tabla 8. Condiciones cromatograficas para el analisis por HPLC-DAD de muestras

de vainilla.
Tiempo Flujo Fases moviles
(Min) (mL/min) Agua Metanol Agua
acidificada
(100
Mmolar).
0 1.5 71% 19% 10%
3 2 71% 19% 10%
9 2 71% 19% 10%
15 2 55% 35% 10%
18 2 51% 39% 10%
21 2 48% 42% 10%

Fuente: Pérez-Silva et al.,2022.
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5.5 Cuantificacion de Polifenoles Totales por el método de Folin-
Ciocalteu

El contenido de polifenoles totales se determiné por el método Folin-Ciocalteau
reportado por Chumark et al. (2008). Se evalud la reaccion con 500 pL de extracto
de vainilla en un matraz volumétrico de 25 mL, a los cuales se afiadieron 500 pL del
reactivo de Folin-Ciocalteu y se dejaron reaccionar por 3 minutos en la oscuridad,
una vez transcurrido el tiempo de la reaccién se afiaden 10 mL de solucién de
carbonato de sodio (70 g/L) posteriormente se afora con agua destilada agua y
finalmente fueron mezclados vigorosamente por 10 segundos. La reaccion se
mantuvo en oscuridad durante 1 h a 25 + 1 °C. La absorbancia se registré a 750 nm
en un espectrofotometro de la marga AGILENT 60 carry UV-Vis (Figura 19). El
Contenido total de polifenoles se expresé como equivalentes de acido galico en
gramos por 100 g de materia seca (g EAG/100 g ms). La curva de calibracién se
realizd con una soluciéon madre de acido galico (2000 ppm) con el disolvente de
extraccién, que se diluyo para dar 10, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 ppm.

Figura 19. Cuantificacion de Polifenoles totales (Fuente: Autor).
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5.6 Ensayo de actividad antirradical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH")

La actividad antioxidante de los extractos de vainas beneficiada de vainilla de
diferentes especies sobre radicales DPPH* se midi6 en términos de capacidad de
donacion de hidrégeno o de eliminacion de radicales de acuerdo con el método
descrito por Siddhuraju y Becker (2003). Se afiadieron 0.1 mL de extracto a 3.9 mL
de solucion metandlica de DPPH® (0.025 g-L). La mezcla se dejo incubar en
oscuridad durante 90 min a 25 £ 1 °C. La disminucién en la absorbancia a 517 nm
se determin6 con un espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo Scientific, Mod. Genesys
10S; Waltham, MA, EE. UU.). La solucién de referencia se preparé con 0.1 mL del
disolvente de extraccion y 3.9 mL de solucion de DPPH (Figura 20). Los resultados
se expresaron como equivalentes de Trolox (ET) en gramos por 100 g de materia
seca (g ET/100 g ms). La curva de calibracién se realizé con una solucion madre de
Trolox (1 mg-mL) con el disolvente de extraccion, que se diluyé para dar 0.200,
0.100, 0.050, 0.025y 0.010 mg-mL-1.

Figura 20. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH" (Fuente:
Autor).
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5.7 Ensayo de actividad antirradical 2,2Azinobis
(3ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS™)

La actividad de captacion de radicales ABTS™ del extracto de vainas beneficiadas
de vainilla de diferentes especies se determiné de acuerdo con el procedimiento
descrito previamente por Re et al. (1999). Para la formacién del cation radical ABTS
(ABTS™), a una solucion acuosa de persulfato de potasio (0.0066 g en 5 mL) se
adiciond una solucion de ABTS'™ (0.0384 g en 5 mL de agua) y se dejo en oscuridad
durante 16 h a 25 + 1 °C. Esta solucion se diluyé con etanol absoluto para generar
una absorbancia de 0.70 £ 0.05 a 734 nm, generalmente en una proporcion ABTS™:
etanol absoluto de 1:100. La mezcla de reaccion final (1 mL) se prepar6 a partir de
980 uL de la solucién etandlica de ABTS™y 20 uL de la muestra. Esta mezcla de
reaccion se agité en vortex durante 10 s, y después de 7 min, la absorbancia se
registré a 734 nm usando un espectrofotometro UV-Vis (Figura 21). La solucién de
referencia se obtuvo afladiendo 20 pL del disolvente de extraccion en lugar del
extracto. Los resultados se expresaron como equivalentes de Trolox (ET) en gramos
por 100 g de base seca (g ET/100 g b.s.). La curva de calibracion se realiz6 con una
solucién madre de Trolox (1 mg-mL-1) con el disolvente de extraccion, que se diluy6
para dar 0.200, 0.100, 0.050, 0.025 y 0.010 mg-mL-1.

§ZUNIDA
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Figura 21. Determinacioén de la actividad antioxidante por el método de ABTS™ (Fuente:
Autor).

5.8 Ferric lon Reducing Antioxidant Power (FRAP)

Para la reaccién de FRAP se colocan 2.5 mL de reactivo FRAP en un tubo de ensaye
y se hacen reaccionar con 83ul del sobrenadante de la muestra. Posteriormente se
agita en un vortex durante 10 segundos. La reaccion se leyé en un espectrofotbmetro
PERKINELMER lambda 25 a 593 nm (Figura 22). Se toma el valor de la absorbancia
final y se determinan los equivalentes de Fe haciendo la curva con FeSO4 (para el
Fe2+) de 0 a 1000uM.

A. Buffer acetato 300mM
B. Reactivo TPTZ: TPTZ (PM 312.3) 10mM en HCI (PM 36.5) 40Mm.
C. FeClI3.6H20: solucion 20mM en agua (PM 270.3 pureza 98%)

Para la elaboracion del reactivo FRAP: Se mezcla A, B 'y C en proporcion 10:1:1

Figura 22. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de FRAP (Fuente:
Autor).
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5.9 Oxigen Radical Absorbance Capacity (ORAC)

El mecanismo de reacciéon consistido en medir 30 yL de muestra, 5 uL del tampon
fosfato (75 mM, pH 7,4) y 180 pL FL (48 nM) a los pocillos del lector de placas
negras como se muestra en la figura 23. Posteriormente se acomodan y se
programa la secuencia de las muestras en el equipo “BioTek Synergy HTX
Multimode Reader” en sus respectivas posiciones del rotor de cubetas. Una vez lista
la secuencia se gira el rotor, se mezclan los reactivos y se incubaron a 37 °C durante
30 s antes de registrar la fluorescencia inicial (f0). Se tomaron lecturas de
fluorescencia a los 0,5 s y, a continuacion, cada minuto (f1, f2, f3, ...) durante 45
min. Una vez terminada la incubacién se agregan 30 uL del reactivo AAPH y se
realizo el analisis durante 10 min. La fluoresceina y el AAPH se prepararon con
tampoén fosfato 75 mM a pH 7,4. La solucién de trabajo de fluoresceina se preincubo

a 37 °C durante 15 minutos antes de cargarla en la gradilla de pocillos.

Figura 23. Determinacioén de la actividad antioxidante por el método de ORAC (Fuente:
Autor).

Los valores ORAC finales se calcularon utilizando una ecuacion de regresion entre

la concentraciéon de Trolox y el area neta bajo la curva de decaimiento de la
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fluoresceina y se expresaron tanto en porcentaje de inhibicibn como equivalentes

de Trolox en micro moles por litro o por gramo.

AUC=1+ fi/fo+fo/fo+f3/fo+falfo+. .. +f3a/fo+f3s/fo

VI. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANDEVA) de
unaviay se empled el programa estadistico STATISTICA version 10. las diferencias

entre las medias de los tratamientos se compararan con la prueba de Fisher

(p<0.05).
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7.1 Caracterizacion fisica de las muestras de vainilla de diferentes
especies

Todas las muestras fueron clasificadas de acuerdo con la especie correspondiente

para una mejor interpretacion de los resultados como se muestra en la tabla 9.

Con respecto a Vanilla planifolia se obtuvieron muestras de los estados de Oaxaca
y Puebla, proveniente de 2 tipos de beneficiado. Las muestras de Vanilla pompona
fueron obtenidas de los estados de Veracruz y Oaxaca. Las muestras de Vanilla
hibrido( V.planifolia x V.pompona) fueron enviadas de 4 comunidades de Costa
Rica. Vanilla xtahitensis y Vanilla cribbiana fueron enviadas de la finca Rapidos
Che’Sib’ik ubicada en Coban Alta Verapaz, Guatemala. Las muestras no aromaticas
fueron obtenidas del estado de Oaxaca y finalmente la muestra de Vanilla sp fue

obtenida del estado de Chiapas.

Los resultados mostraron que de las muestras de Vanilla planifolia las longitudes de
las vainas oscilaron entre 17 y 20 cm, con grosor de 5 a 9 mm, peso de las vainas
de 5-9 g y contenidos de humedad entre 11 a 48%, siendo las vainas de Loma San
Rafael Oaxaca (VPLLSR), las de mayor longitud, grosor, peso y humedad de todas
las muestras correspondientes a la especie de Vanilla planifolia. Los resultados
obtenidos de las muestras de Vanilla planifolia son comparables con la NMX-FF-
074-SCFI-2009 es decir, que los contenidos de humedad y caracteristicas fisicas
de las vainas nos permite clasificarlas como vainas ordinarias de categoria 1 en
base a estos parametros. Sin embargo, los resultados de la caracterizacion de las
otras especies no permiten ser comparados o referenciados con esta norma debido

a no pertenecer a la especie Vanilla planifolia.

Por otro lado, respecto a las muestras de Vanilla pompona se obtuvieron vainas de
11 a 12 cm de largo con grosores de 12 a 24 mm, peso de 4 a 8 g y contenidos de
humedad de 36 a 51 %, siendo las vainas de maria lombardo, Oaxaca (VPMMLO)
las de mayor longitud, grosor y peso de todas las muestras correspondientes a

Vanilla pompona.
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Respecto a las muestras de Vanilla hibrido los tamafios de las vainas oscilaron de
18 a 23 cm, grosor de 7 a 10 mm, peso de las vainas de 3 a 9 g y los contenidos de
humedad de 10 a 14 %, siendo las vainas del lote numero 4 (VHO04) las vainas de

mayor longitud, peso, grosor y contenido de humedad provenientes de Costa Rica

Las vainas de Vanilla xtahitensis (VXTGT) mostraron longitudes de 14 cm, grosor
de 6mm, peso de 2 g y contenido de humedad de 33% provenientes de Guatemala.
Las vainas de Vanilla cribbiana (VCBB19) mostraron longitudes de 14 cm, grosor
de 14 mm, peso de 9 g y contenido de humedad de 30% provenientes de
Guatemala. Las vainas inodoras tuvieron longitudes de 14 a 16 cm, grosorde 6 a 7
mm, peso de las vainas de 1 a 3 g, con contenidos de humedad de 11 a 27%, siendo
las vainas de mayor tamafno las de Vanilla mexicana (VMX). Finalmente, las
muestras de Vanilla sp mostraron longitudes de 16 cm, grosor de 6 mm, peso de las

vainas de 3 g y contenidos de humedad de 56%.

Tabla 9. Caracterizacion fisica de vainas de vainilla de diferentes especies.

: o Longitud Grosor Humedad
Especie Cadi P
P ° 1 (em) mm) | FeC@ g
VPLLSR 20 Abc 6 BCfgh 6 BCfgh 48 Ac
VPLBTCH 17 Cf9 g Ad g Ad 11 oK
V. planifolia
VPLPU 19 Bed 6 Bfo 6 Bfo 22 C
VPLCH22 20 AP 5 ¢h 5 ¢h 36 Be
VPMVEG 11 A 12 Be 4 Ac 51 Ae
V.pompona VPMMLO 12 A 24 Aa g ra 39 Bd
VPMSCI 114 14 Bb 6 AP 36 Be
VHOl 18 Bde 7 Bef 3 Bc 10 Cl
VH02 19 Bcde 6 Befgh 3 Bc 13 Bjk
V. hibrido
VHO3 18 Bef 8 Abde 4 Bc 12 Bjk
VHO4 23 Aa 10 Acd g Aa 14 A
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V. xtahitensis VXTGT 14 6 2 de 33f
V. cribbiana VCBB19 14} 14 f 9a 30¢
V. insignis VI22 14 AN 7 Adefg 3Acd 27 An
Vahilla VMX 16 Ash 6 Adh 1 Big 11 BK
mexicana
V.sp VSPCH 16 ™ 6 3¢ 56 2

Promedio de 10 determinaciones. Las letras en mayuscula diferentes indican diferencias
significativas entre las muestras de la misma especie. Las letras en mindscula diferentes indican
diferencias significativas entre todas las especies, Fisher p<0.05.

7.2 Determinacion de fenoles volatiles

Para la determinacion y cuantificacion de fenoles volatiles se cuantificaron 9
compuestos: acido p-hidroxibenzoico, acido vainillinico, p-hidroxibenzaldehido,
vainillina, vainillil alcohol, p-hidroxibencil alcohol, anisil alcohol, &cido anisico,
anisaldehido y glucovainillina que aunque no es un compuesto aromatico es un
factor importante que nos demuestra como se llevd a cabo el beneficiado de la
vainilla ya que en condiciones idoneas no deberia estar presente en vainas

beneficiadas de vainilla.

7.2.1 Cuantificacion de vainillina

Los contenidos de vainillina de vainilla y el potencial en vainillina de las muestras
evaluadas se encuentran descritos en la tabla 10 y en la figura 24. En las vainas de
Vanilla planifolia, los contenidos de vainillina oscilaron entre 1.92 a 2.75 g/100 g b.s.
Siendo el valor menor identificado en muestras de la comunidad de Loma San
Rafael (VPLLSR), Oaxaca, y el mas alto se identific en las muestras del estado de
Puebla (VPLPU). De acuerdo con el contenido de vainillina, tres de las muestras
pueden ser clasificadas dentro de la categoria gourmet, segun la norma NMX-FF-
074- 2009. Es importante mencionar que todas las muestras analizadas de Vanilla
planifolia presentaron contenidos de vainillina mayores a lo reportado por Pérez-
Silva et al (2006).
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Por otro lado, respecto a Vanilla pompona los contenidos de vainillina oscilaron
entre 0.02 a 0.04 g/100 g b.s. El valor mas alto fue detectado en las muestras de
Maria lombardo, Oaxaca (VPMMLO) y Santa Cruz Itundujia, Oaxaca (VPMSCI). El
menor contenido de vainillina se determiné en la muestra de Gutiérrez-Zamora,
Veracruz. Sin embargo, los contenidos de vainillina en esta especie son menores a
los reportados por Ehlers & Pfister, (1997). Estas diferencias pueden deberse
principalmente al lugar de origen, madurez de las muestras e incluso al tipo de
beneficiado al que fueron sometidas ambas muestras. Por otro lado, Maruenda et
al. (2013) en un estudio realizado reportan contenidos de glucovainillina que oscilan
entre 5 a 9 g/100 g b.s. en los frutos maduros de V. pompona var. grandiflora, lo
cual indica que es la variedad de V. pompona con un alto contenido del precursor

glucosilado.

Respecto a Vanilla hibrido, los contenidos de vainillina fueron de 0.75 y 3.27 g/100
g b.s. Detectando el menor contenido de vainillina en la muestra VHO3 y el mayor
se detecto en la muestra VHO2 de Costa Rica. Esto indica que el contenido de
vainillina de la muestra VHO2 fue mayor (3.27 g/100 g b.s.) que el determinado en
las muestras de Vanilla planifolia en estudio. Estas diferencias se pueden a dos
aspectos: al mejoramiento genético realizado particularmente para generar este
hibrido y a la madurez de los frutos al momento de ser beneficiados. Este ultimo
aspecto tiene un efecto crucial en la calidad aroméatica, como se demuestra en los
resultados del resto de los lotes, los cuales poseen un bajo contenido de vainillina
debido a los frutos inmaduros al momento de su beneficiado.

Los contenidos de vainillina en Vanilla xtahitensis de Guatemala (VXTGT)
evaluados en las vainas del presente estudio fue de 1.4 g/100 g b.s. Este contenido
esta dentro de lo publicado por Brunschwig et al (2011) (1-2 g/100 g b.s). Contenidos
similares se encontraron en Vanilla cribbiana (VCBB19) 1.4 g/100 g b.s. Este
compuesto fue el mas abundante en esta especie como se muestra en la tabla 8.
Valores similares fueron reportados por Pérez-Silva et al., 2020 en muestras del
mismo lugar de origen que las que fueron empleadas en este estudio, pero de

diferente afio de cosecha. Sin embargo, este valor es menor a los de Vanilla
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planifolia reportados por Pérez-Silva et al. (2006), Pérez-Silva et al. (2011) y Zhang
et al. (2014). Por otro lado, cabe mencionar que los contenidos de vainillina en esta
especie son mayores a los contenidos de vainillina en muestras de Vanilla pompona
reportados por Ehlers & Pfister (1997).

Por otro lado, en las muestras de vainilla no aromaticas, Vanilla insignis y Vanilla
mexicana, los contenidos de vainillina fueron 0.07 y 0.08 g/100 g b.s,
respectivamente. Siendo, estos contenidos de vainillina insuficientes para otorgarles

propiedades aromaticas.

Finalmente, en la muestra de Vanilla sp proveniente del estado de Chiapas, México
(VSPCH) present6 un contenido de vainillina de 7.16 g/100 g b.s. Siendo, el mayor
contenido determinado en las muestras analizadas en el presente estudio y

reportado en la literatura (Figura 24).

El mayor potencial en vainillina determinado en este estudio se cuantifico en la
muestra de Vanilla sp (9.02 g/100 g b.s.). Este valor es superior a cualquier valor
reportado hasta ahora en muestras de vainilla (Pérez-Silva et al, 2006; Sinha et al.,
2008; Pérez-Silva et al., 201; Zhang et al. 2012).

Tabla 10. Contenido de Vainillina y potencial aromatico de las muestras de vainilla
de diferentes especies.

Vainillina Vainillina Potencial
Especie Caédigo ligada g/100 g 100 a b.s vainillina
b.s. 9rvPaDb.s. | 4100 gb.s.
VPLLSR 007" 192" 1.99
VPLBTCH 014~ 214 % 2.28
V. planifolia VPLPU 0.11° 275" 2.86
VPLBTMG 0.10 © 248 ° 2.58
VPLCH22 017" 231 2.48
V. pompona VPMVEG 0_02j 0.02
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VPMMLO 0.04" 0.04
VPMSCI 004’ 0.04
VHO1 0.05° 0.99 " 1.04

b
V. hibrido z:zz O'OST >27 i >3
0.07 0.75 0.82
VHO4 0.14° 18" 1.94
V. xtahitensis VXTGT 0.15° 14° 1.55
V. cribbiana VCBB19 0.05 " 1.45° 1.5
V. insignis VI22 007’ 0.07
V. mexicana VMX o_ogj 0.08
V. sp VSPCH 186" 7.16 9.02

Promedio de tres determinaciones, las letras diferentes en la misma fila en mintsculas indican

diferencias entre todas las muestras Fisher (p>0.05).
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V. planifolia
9 V. pompona
® V. hibrido
8 V. xtahitensis
V. cribbiana

7 @ V. insignis

® V. mexicana
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VPLBTCH VPLBTMG VPLISR  VPLPU  VPLCH2Z VPMVEG VPMMLO VPMSCI  VHOL VHOZ VHO3

Muestras de vainilla

VHO4  VXTGT  VCBBIS  VI22

VMX VSPCH

Figura 24. Determinacion de vainillina y potencial en vainillina en muestras de vainillas de
diferentes especies (Fuente: Autor).
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7.2.2 Cuantificacion de acido vainillinico

El segundo compuesto mas abundante en muestras evaluadas en este estudio de

vainilla fue el acido vainillinico como se observa en la tabla 11.

Respecto al contenido de acido vainillinico en las muestras de Vanilla planifolia fue
de 0.11 g/100 g b.s a 0.19 g/100 g b.s. Siendo, en la muestra de la comunidad de
Loma San Rafael (VPLLSR) el menor valor identificado y el mas alto se identifico en
la muestra del estado de Puebla (VPLPU). Es importante mencionar que estos
contenidos a su vez son mayores a lo reportado por Pérez-Silva et al. (2011),
Gassenmeier et al., (2008) para las vainas de Indonesia (0.097 g/100 g b.s.),
Uganda (0.10 g/100 g b.s.), India (0.143 g/100 g b.s.) en muestras beneficiadas de
Vanilla planifolia, pero de diferente cosecha. Por otro lado, respecto a Vanilla hibrido
los contenidos de &cido vainillinico oscilaron de 0.09 g/100 g b.s. a 0.19 g/100 g b.s.
Siendo el valor mayor registrado en la muestra de Vanilla hibrido (VH02) y el menor
fue el de Vanilla hibrido (VHO1). Estos valores a su vez son similares a lo reportado
por Pérez-Silva et al. (2011), Gassenmeier et al.,, (2008) para las vainas de
Indonesia (0.097 g/100 g b.s.), Uganda (0.10 g/100 g b.s.), India (0.143 g/100 g b.s.),
pero para vainas de Vanilla planifolia. Los contenidos de acido vainillinico en Vanilla
xtahitensis fue de 0.06 g/100 g b.s (VXTGT), los cuales son menores a los datos

obtenidos en esta investigacion para muestras de Vanilla planifolia y Vanilla hibrido.

En la muestra de Vanilla cribbiana los contenidos de acido vainillinico fueron de 0.10
g/100 g b.s. los cuales son mayor a los reportados por Pérez-Silva et al. (2021) en
vainas de Vanilla cribbiana del mismo lugar de origen, pero de diferente cosecha. Y
finalmente el contenido de acido vainillinico en la muestra de Vanilla sp fue de 0.11
g/100 g b.s. lo cual es mayor a lo reportado por Pérez-Silva et al. (2011),
Gassenmeier et al. (2008), para vainas de Vanilla planifolia de Indonesia y Uganda.
Se ha demostrado que el acido vainillinico en las muestras de vainilla tiene un origen
glucosidico, pero también puede ser formado por la oxidacion de la vainillina en el

proceso de beneficiado (Pérez Silva et al., 2011; Pefia Mojica 2019) y estos valores
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pueden variar entre las diferentes muestras debido a que el proceso de beneficiado

de cada uno de los lotes fue manipulado de manera diferente.
7.2.3 Cuantificaciéon de vainillil alcohol

Los contenidos de vainillil alcohol en las muestras de Vanilla planifolia oscilaron de
0.04 g/100 g b.sa 0.06 g/100 g b.s, como se muestra en la tabla 11. Siendo el menor
contenido el determinado en la muestra de la comunidad de la Chinchina sometidas
a un beneficiado tradicional, del estado de Oaxaca y los mayores contenidos se
determinaron en la muestra del estado de puebla (VPLPU). Estos valores son
mayores a lo reportado por Pérez-Silva et al.,2011 en vainas beneficiadas de Vanilla

planifolia.

En las muestras de Vanilla hibrido de Costa Rica los contenidos de vainillil alcohol
oscilaron de 0.02 g/100 g b.s a 0.05 g/100 g b.s. El valor menor fue el determinado
en la muestra (VHO1) y el mayor determinado en la muestra (VHO02)
respectivamente. Estos valores fueron menores a lo reportado por Pérez-Silva et
al.,2021, pero para frutos maduros de V. hibrido de Vanilla planifolia X Vanilla

xtahitensis.

Por otro lado, en Vanilla xtahitensis y Vanilla cribbiana los contenidos de vainillil
alcohol fueron de 0.03 g/100 g b.s, en ambas muestras y sin diferencias estadisticas

significativas.

Finalmente, en las muestras de Vanilla sp provenientes del estado de Chiapas el
contenido de vainillil alcohol fue de 0.17 g/100 g b.s. Es importante mencionar que
este contenido es mayor al de todas las muestras de vainilla analizadas en este
estudio, esto a su vez es mayor también que lo reportado en la literatura para vainas

de Vanilla planifolia por Pérez-Silva et al 2011.

La presencia de estos alcoholes tiene un origen glucosidico, sin embargo, después
del beneficiado tiende a ser menor que los deméas compuestos debido a una posible
oxidacion a su aldehido correspondiente (Pérez-Silva et al., 2011; Tavares-

Gonzales et al., 2018). Las diferencias entre muestras se pueden deber
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principalmente al lugar de origen, la diferencia de especie y a las condiciones
agronomicas de los diferentes lugares de precedencia y afio de cosecha
(Sudharshan et al., 2006).

7.2.4 Cuantificacion de p -hidroxibenzaldehido

Los contenidos de p-hidroxibenzaldehido en las muestras de Vanilla planifolia
oscilaron de 0.07 g/100 g b.s, a 0.12 g/100 g b.s. Siendo, los menores contenidos
detectados en la muestra de la comunidad de Mazin grande (VPLBTMG) y del
estado de puebla (VPLPU), como se puede apreciar en la tabla 11, y la muestra con
mayor concentracion fue la de la comunidad de la Chinchina (VPLCH22). Es
importante hacer menciéon que la mayor parte de las muestras de V. planifolia
presentaron contenidos menores a lo reportado por Pérez-Silva et al. (2011) y
Gassenmeier et al. (2008) para vainas también de México. Esto se le puede atribuir
principalmente al diferente afio de cosecha de las muestras, el lugar de origen y el
tipo de beneficiado.

Respecto a Vanilla pompona los contenidos de p-hidroxibenzaldehido fueron de
0.01 g/100 g b.s a 0.02 g/100 g b.s, lo cual es similar a lo reportado por Nolasco-
Baltazar et al. (2021), para vainas de Vanilla pompona tanto del estado de Veracruz
como del estado de Oaxaca. Maruenda et al. (2013) informaron que los bajos
contenidos de p-hidroxibenzaldehido en estudios anteriores son caracteristicos en
frutos maduros de Vanilla pompona var. Grandifora incluso después de una

hidrolisis enzimatica.

En las muestras de V. hibrido los contenidos de p-hidroxibenzaldehido oscilaron de
0.07 g/100 g b.s a 0.17 g/100 g b.s. Siendo los menores contenidos los
determinados en la muestra de (VHO3) y los mayores los de (VHO04). Estos valores
son mayores a lo reportado por Gassenmeier et al. (2008), (0.113 g/100 g b.s.) para

vainas de Vanilla planifolia de México.

En Vanilla xtahitensis los contenidos de p-hidroxibenzaldehido fueron de 0.12 g/100

g b.s. estos valores fueron menores a lo reportado por Brunschwig et al. (2015).
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Finalmente, la muestra en la que se determind el mayor contenido de p-
hidroxibenzaldehido fue en la de Vanilla cribbiana (VCBB19) con 0.23 g/100 g b.s.
Este valor es similar a lo reportado por Pérez-Silva et al. (2021), en muestras de
Vanilla cribbiana del mismo lugar de origen. Este valor a su vez es el mayor que el
de todas las muestras analizadas en el presente estudio y se puede deber

particularmente a la especie.

7.2.5 Cuantificacion de acido p-hidroxibenzoico

Los contenidos de acido p -hidroxibenzoico en las muestras de Vanilla planifolia y
Vanilla hibrido oscilaron desde 0.02 g/100 g b.s. a 0.04 g/100 g b.s. Estos valores a
su vez fueron menores a lo reportado por Pérez-Silva et al. (2011). Pero mayores
qgue lo reportado por Gassenmeier et al., (2008) para las vainas de Papua Nueva
Guinea (0.03 g/100 g b.s.), Uganda (0.03 g/100 g b.s.), India (0.02 g/100 g b.s.) e

Indonesia (0.01 g/100 g b.s.), en vainas de Vanilla planifolia.

Por otro lado, en Vanilla sp (VSPCH) se determin6 una concentracion de 0.08 g/100
g b.s. los cuales son mayores a los reportados para Vanilla planifolia por
Gassenmeier et al. (2008) en vainas beneficiadas de Papua Nueva Guinea (0.03
0/100 g b.s.), Uganda (0.03 g/100 g b.s.), India (0.02 g/100 g b.s.) e Indonesia (0.01
g/100 g b.s.).

Finalmente, el mayor contenido de &cido p -hidroxibenzoico se determind en las
muestras de Vanilla cribbiana (VCBB19) (0.33 g/100 g b.s.). Siendo estos valores
similares a lo reportado por Pérez-Silva et al. (2021). Y a su vez es el mayor
contenido de acido p-hidroxibenzoico en todas las muestras analizadas en este

estudio.

7.2.6 Cuantificacion de p-hidroxibencil alcohol

Los resultados mostraron que los contenidos de p-hidroxibencil alcohol en las
muestras de Vanilla planifolia oscilaron de 0.05 g/100 g b.s a 0.12 g/100 g b.s. Estos

valores son mayores a lo reportado por Pérez-Silva et al. (2011), en vainas de
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Vanilla planifolia. Estas diferencias se pueden deber principalmente a las estas
diferencias pueden deberse principalmente al lugar de origen y fluctuaciones entre
el diferente afio de cosecha y las condiciones agronémicas (clima, suelo, sustrato y

altitud) en las que se desarrollan los cultivos de vainilla.

Respecto a Vanilla pompona los contenidos de p-hidroxibencil alcohol oscilaron de
0.02 g/100 g b.s a 0.11 g/100 g b.s. Los cuales son mayores a lo reportado por
Nolasco-Baltazar et al. (2021) en vainas de los estados de Veracruz y Oaxaca. Sin
embargo, es portante mencionar que estas diferencias pueden deberse

principalmente a las variedades dentro de una misma especie.

Las muestras con mayor contenido de p-hidroxibencil alcohol fueron las
correspondientes a Vanilla planifolia provenientes del estado de Puebla (VPLPU).
Estos resultados son mayores a lo reportado por Pérez Silva et al. (2006) para

vainas de Vanilla planifolia.

En Vanilla hibrido los contenidos de p-hidroxibencil alcohol oscilaron de 0.03 g/100
g b.sa 0.11 g/100 g b.s. Estos valores son menores a lo reportado por Pérez-Silva

et al. (2011), para vainas de Vanilla planifolia.
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Tabla 11. Contenido de acido vainillinico y vainillil alcohol de las muestras de vainilla de diferentes especies.

Especie Cédigo | Ac.Van p-HB Ac. p- V-OH p-HB Anisil- Ac. Anisaldehido total,
g/100 | g/100g HB g/100 g OH OH anisico | g/100g b.s. | compuestos
gb.s. b.s. g/100 g b.s. g/100g | g/100g | g/100g aromaticos

b.s b.s. b.s. b.s.
V.planifolia | VPLBTCH 012 cd 0.08 fo 0.02 de - 0.05 e - - - 2.54
VPLBTMG | (47" | 007’ | 003" | o006 | 011" 3.01
VPLLSR | 641% | 009" | 003" | 005" | 004 230
VPLPU | 519" | 007° | 003" | o006 | 012" 334
VPLCH22 | 415° | 012" | 004" | 004’ | 005° | 006" 2.92
Vipompona | VPMVEG | - 0.02" 0.01 011 | 043™ | 011™ 0.70
VPMMLO | — 001 | o0o01° 002" | 042" | 008 0.59
VPMSCI 002" | o0o01° 002" | 030" | 008" 0.48
V.hibrido | VHOL | 500 | 008" | 002" | o002 | 003" 0.04" 1.33
VHOZ | 019" | 043° | o004’ | 005 | o007 | 002° 382
VHO3 | 008 | 007° | 002° | 004" | 004" | 004" 111
VHO4 | 515 | 017° | 002 | 003" | o011 | 005" 245
camangis | TCT | 06’ | 012 "l 022" | 003" | 005° | 011° | 027" 240

Ve VCBBIO | o0 | 023% | 038° | 002® | 008” | oon' | 000" 253

V. insignis Viz2 001 | o001 008" | 004" 0.22

IR L 001 | 002" 0.01" 0.13

Vsp VSPCH | 611 | 002" | 008" | 017" | 009° | o006’ | 032° 9.69

AV- Acido vainillinico; pHB- p-Hidroxibenzaldehido; AcpHB; Acido p-hidroxibenzoico;VOH- Vainillil alcohol; p-HBOH; p-hidroxibencil alcohol;
anisilOH- anisil alcohol;Ac. anisico- Acido anisico. Las letras en mindscula diferentes en a misma columna indican diferencias significativas entre
las muestras entre todas las especies, Fisher p<0.05.
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7.2.7 Cuantificacion de anisil alcohol

Los contenidos de anisil alcohol son descritos en la tabla 11. En Vanilla pompona
los contenidos de anisil alcohol oscilaron de 0.30 g/100 g b.s a 0.43 g/100 g b.s.
Los mayores contenidos de anisil alcohol se determiné en la muestra de Vanilla
pompona pertenecientes a las comunidades de Gutiérrez Zamora (VPMVEG) y los
menores contenidos en la muestra de Santa Cruz Itundujia (VPMSCI) como se
muestra en la figura 25. Es importante hacer mencién que estos resultados fueron
mayores a los reportados por Ehlers & Pfister (1997). Pero menores que lo
reportado por Nolasco-Baltazar et al. (2021). Estas diferencias se pueden atribuir
principalmente a las diferencias entre los diferentes afios de cosecha, lugar de
origen de las muestras o incluso a que sean subespecies diferentes de Vanilla

pompona.

Por otro lado, en Vanilla hibrido los contenidos fueron de anisil alcohol fueron de
0.02 g/100 g b.s a 0.05 g/100 g b.s. Siendo a su vez menores que las muestras de

Vanilla pompona.

En la muestra de Vanilla xtahitensis el contenido de anisil alcohol fue de 0.11 g/100
g b.s. Este valor fue menor a lo reportado por Ehlers & Pfister (1999), Brunschwig
et al. (2015). Estas diferencias se pueden atribuir principalmente al origen
(Sudharshan et al.,2006), como se mencion0 anteriormente esta muestra proviene

de Guatemala y no de la Polinesia Francesa.

7.2.8 Cuantificacion de acido anisico

En Vanilla pompona los rangos de acido anisico oscilaron entre 0.08 g/100 g m.s. 'y
0.11 g/100 g m.s. Es importante mencionar que estos valores son similares a lo
reportado por Nolasco-Baltazar et al. (2021) en vainas beneficiadas del estado de

Veracruz y Oaxaca.

En Vanilla xtahitensis el contenido de &cido anisico fue de 0.27 g/100 g b.s. El cual

es mayor que lo reportado por Ehlers & Pfister (1997).
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Por otro lado, el contenido de acido anisico en la muestra de Vanilla cribbiana fue
de 0.22 g/100 g b.s. Es importante mencionar que estos resultados son mayores a
los reportados por Nolasco-Baltazar et al. (2021) para muestras de Vanilla

pompona.

Finalmente, el mayor contenido de acido anisico determinado en este estudio (0.32
g/100 g b.s.) fue en la muestra de Vanilla sp. Es sustancial mencionar que este
contenido de acido anisico fue mayor que en todas las muestras analizadas. Lo cual

le confiere una importancia comercial interesante a esta especie de vainilla.

De manera general los compuestos anisicos son responsables de notas de anis,
floral, herbal, frutal y dulce. Dichos compuestos tienen un bajo umbral de percepcion
(Leffingwell & Associates, 2019) en comparacioén con los compuestos vainillinicos
(que requieren mayores concentraciones para ser percibidos por el olfato). Esto
altimo ha sido evidenciado en los estudios de olfactometria, en donde estos
compuestos anisicos son considerados compuestos de impacto aroméatico
(Takahashi et al., 2013; Brunschwing et al., 2015).
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Figura 25. Determinacion de compuestos anisicos en muestras de vainillas de diferentes
especies (Fuente: Autor).

81



7.3 Distribucién de compuestos aromaticos por especies

Una vez mencionado lo anterior, y para una mejor comprension de los resultados
se agruparon los compuestos identificados y se realizaron graficos de pastel (Figura
26) para cada una de las muestras correspondientes a cada una de las especies en
3 grupos vainillinicos (vainillina, acido vainillinico y vainillil alcohol), bencilicos (p-
hidroxibenzaldehido, acido p-hidroxibenzoico y p-hidroxibencil alcohol) y anisicos

(anisil alcohol, acido anisico y anisaldehido).
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Figura 26. distribucion de compuestos en especies de vainilla de diferentes especies
(Fuente: Autor).

7.3.1 Vanilla planifolia

En Vanilla planifolia, de un total de 3.34 g/100 g b.s, correspondiente al total de los
compuestos agrupados, el 92.56% corresponde a los compuestos vainillinicos, el
6.99 % a los compuestos bencilicos y solo un 0.45% corresponde a los compuestos

anisicos.

7.3.2 Vanillapompona
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En Vanilla pompona de un total de 0.70 g/100 g b.s, correspondiente al total de los
compuestos agrupados, el 80.24% corresponde a los compuestos anisicos, el
14.14 % a los compuestos bencilicos y solo un 5.62% corresponde a los

compuestos vainillinicos.

7.3.5 Vanilla xtahitensis

En Vanilla xtahitensis de un total de 2.40 g/100 g b.s, correspondiente al total de los
compuestos agrupados, el 66.09 % corresponde a los compuestos vainillinicos, el
17.26% a los compuestos bencilicos y un 10.37% corresponde a los compuestos

anisicos.

7.3.4 Vanilla cribbiana

En Vanilla hibrido de un total de 2.53 g/100 g b.s, correspondiente a un total, el
63.63 % corresponde a los compuestos vainillinicos, el 26 % a los compuestos

bencilicos y un 10.37% corresponde a los compuestos vainillinicos.

7.3.3 Vanilla hibrido

En Vanilla hibrido de un total de 3.82 g/100 g m.ms, correspondiente a un total, el
88.55 % corresponde a los compuestos vainillinicos, el 9.6 % a los compuestos

bencilicos y solo un 1.84% corresponde a los compuestos vainillinicos.

7.3.6 Vanilla sp

En Vanilla sp de un total de compuestos aromaticos 9.69 ¢/100 g b.s,
correspondiente a un total, el 93% corresponde a los compuestos vainillinicos, el
2.29% a los compuestos bencilicos y un 4.7% corresponde a los compuestos
anisicos. El contenido total de compuestos volatiles de esta especie corresponde

mas del doble del contenido de la especie comercial, V. planifolia.
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De esta manera se tuvo una representacion grafica de la fraccion volatil de cada
una de las diferentes especies en estudio, lo cual demuestra el perfil aromatico
caracteristico de cada una de las especies de vainilla. Esto es importante porque
revela el posible uso comercial de cada una de las diferentes vainillas, dependiendo

del gusto del consumidor, y también del uso o aplicacion que se le brinde.

7.4 Determinacion de polifenoles totales

Para la cuantificacidon de polifenoles totales se seleccionaron las mejores muestras
de acuerdo con el perfil aromatico y sobre todo que fueran representativas de cada
una de las diferentes especies, también se realizd un extracto testigo de café
arabica que es con el cual se podra comparar los resultados en equivalentes de
acido galico de las diferentes muestras de vainilla como se muestra en la tabla 12 y
en la figura 27. Los contenidos de polifenoles totales en las diferentes muestras de

vainilla oscilaron entre 16 a 93.26 mg/EAG/ g b.s., como se muestra en la figura 32.

V. planifolia
V. pompona
® ® V. hibrido

V. xtahitensis

o V. cribbiana
: ]
1

]
(]
. L]
a
m I T

VPLLSR VPLPU VPMMLO VPMSCI VHO02 VXTGT VCBB19 vI22 VMX VSPCH CAD1

Muestras de vainilla

Figura 27. Contenido total de polifenoles en muestras de vainilla de diferentes especies
(Fuente: Autor).

® V. insignis
® V. mexicana
® V.sp

® CA01

mg EAG/ g m.s.
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En las muestras de Vanilla planifolia , VPLLSR y VPLPU, el contenido de polifenoles
totales fue de 43.13 mg/EAG/g b.s y 51.81 mg/EAG/ g b.s, respectivamente.

En Vanilla pompona el contenido de polifenoles totales fue de 23.22 mg/EAG/g b.s
a 27.65 mg/EAG/g b.s.

En Vanilla hibrido se encontr6 un contenido de polifenoles totales de 49.23
mg/EAG/g b.s.

Respecto a Vanilla xtahitensis (VXTGT), Vanilla cribbiana (VCBB19) y Vanilla
insignis (V122), el contenido de polifenoles totales fue de 39.82 mg/EAG/g b.s, 35.71
mg/EAG/g b.s y 21.82 mg/EAG/g b.s., respectivamente.

La muestra testigo analizada de café tuvo un contenido de 31.46 mg/EAG/g b.s.,
siendo un contenido de polifenoles menor que en la muestra de V. pompona

(VPMMLO) y las vainillas no aromaticas (V. mexicana y V. insignis).

En Vanilla sp el contenido total de polifenoles fue de 93.26 mg/EAG/g b.s., siendo
el valor mas alto cuantificado en las muestras de vainilla, triplicando el valor del

cuantificado en el café.

Cabe mencionar que el contenido total de polifenoles es un parametro que permite
demostrar de manera rapida la presencia de moléculas con actividades
antioxidantes como; fenoles simples, acidos hidroxicinamico, alcoholes, cumarinas,

fenilpropanoides, estilbenos, flavonoides y taninos (O connell et al.,2001).

Es la primera vez que se reporta el contenido total de polifenoles en muestras de
vainilla diferentes a V. planifolia; por lo cual el café es una excelente referencia de
comparacion debido a que posee acidos fendlicos que provienen de una ruta
biosintética similar a la vainillina (shikimato) (Ningjian et al., 2014; Vasquez-Ovando
etal., 2016).

Los diferentes contenidos de polifenoles en las muestras de vainilla se pueden
deber principalmente a la especie y al proceso de beneficiado de las vainas. En este

proceso se forman otros polifenoles provenientes de transformaciones, de
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oxidacion, reduccién, polimerizacion, hidrdlisis o reacciones con proteinas (Pérez
Silva et al., 2011; Zyzelewicz et al.,2018).

Tabla 12. Contenido de polifenoles totales en muestras de vainilla

Especie Cadigo CFT mg EAG/g b.s.
VPLLSR 4313 "
V. planifolia .
VPLPUE 51.81
VPMMLO 23.22 "
V. pompona
VPMSCI 27.65"°
V. hibrido VHO2 49.23"
V. xtahitensis VXTGT 39.82°
V. cribbiana VCBB19 35.71°
V. insignis VI22 21.82 "
V. mexicana VMX 16.24 !
V.sp VSPCH 93.29 :
Café (testigo) CA01 31.46 f

CFT-Contenido de polifenoles totales. Promedio de tres determinaciones, las letras diferentes en
minUsculas indican diferencias entre todas las muestras Fisher (p>0.05).

7.5 Actividad antioxidante por el método DPPH’

Para la interpretacion de estos datos es importante mencionar que la actividad
antirradical se expresa en porcentaje de inhibicion el cual va de 0 a 100 % en un
tiempo determinado, el cual esta relacionado con el tipo de ensayo, la velocidad y
el tiempo de reaccion. Una vez mencionado lo anterior, en el ensayo de DPPH' se
observd que los porcentajes inhibitorios que obtuvieron las muestras de vainilla de

diferentes especies fue de 11 a 37 % como se muestra en la figura 28 y tabla 13.

Es decir, el menor porcentaje de inhibicion y sin mostrar diferencias significativas lo
obtuvo la muestra de Vanilla planifolia (VPLLSR) 11% y la muestra de Vanilla

insignis (VI122) 12%. Por otra parte, la muestra de Vanilla xtahitensis (VXTGT),
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Vanilla mexicana (VMX) y Vanilla sp (VSPCH) inhibieron de un 20 a 26% el radical
DPPH' respectivamente. Vanilla hibrido (VH02) y vanilla planifolia (VPLPU), ambas
inhibieron en un 30% el radical DPPH'. Finalmente, de todas las muestras de vainilla
analizadas en este estudio la muestra en la que se determiné un mayor porcentaje
de inhibicion del radical DPPH' fue la muestra de Vanilla cribbiana (VCCB19) 37%.

La muestra de café como testigo inhibié un 76% del radical DPPH".

Estos resultados demuestran el tipo de compuestos quimicos responsables de
generar este comportamiento en un ensayo de actividad antirradical y en el caso del
radical DPPH- tiene afinidad Unica y exclusivamente con los compuestos lipofilicos
dentro de los cuales las principales moléculas son algunos carotenoides e isoprenos
(Lu et al., 2005; Rao & Rao, 2007; Shardell et al., 2011).

Cabe hacer mencion que ademas de la vainillina, otros compuestos fendlicos
presentes en la vainilla como: el vainillil acohol, p-hidroxibencil alcohol y el acido
vainillinico, son los responsables de su capacidad antioxidante, este parametro fue
determinado por los métodos DPPH' y [B-caroteno-linoleato por Shyamala et al.
(2007).

Ahora bien, compararlo con la muestra testigo de café resulta interesante porque,
aungue no poseen las mismas moléculas y concentraciones, el café tipo arabico es
una de las variedades de café con mayor actividad antirradical debido
principalmente a los acidos clorogénicos e hidroxicinamicos (Anese et al.,2003;
Gunalan et al.,2012; Ningjian et al.,2014).
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Tabla 13. Porcentaje de inhibicién en los ensayos de DPPH*y ABTS™ en
muestras de vainilla de diferentes especies.

Especie Caodigos DPPH ABTS+
Inhibicion % Inhibicion %
VPLPU 30¢ 65°
V. planifolia

VPLLSR 11h 18
V. pompona VPMMLO 19f 37¢
V. hibrido VHO02 30¢ 424
V. xtahitensis VXTGT 22° 38¢
V. cribbiana VCBB19 37° 53¢
V. insignis VI22 12" 26"
V. mexicana VMX 264 21!
V.sp VSPCH 20°f 299
Café CAO01 762 1002

DPPH'—2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; ABTS*—2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid). Promedio de tres determinaciones, las letras diferentes en mindsculas indican diferencias entre
todas las muestras Fisher (p>0.05).

7.6 Actividad antioxidante por el método ABTS™

En el ensayo de ABTS™* se observo que los porcentajes inhibitorios que obtuvieron
las muestras de vainilla de diferentes especies fue de 18% a 65 % como se muestra

en la tabla 13.

El menor porcentaje de inhibicion del radical cationico ABTS™ lo obtuvieron las
muestras de Vanilla planifolia (VPLLSR) 18%, Vanilla mexicana (VMX) 21% vy

Vanilla insignis (VI22) 26% y Vanilla sp 29%. Por otra parte, las muestras de Vanilla
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pompona (VPMMLO) 37%, Vanilla xtahitensis (VXTGT) 38% y Vanilla hibrido
(VHO2) 42%.

Las muestras de vainilla que lograron inhibir un mayor porcentaje del radical
catibnico ABTS™ fue la muestra de Vanilla cribbiana (VCCB19) 53% y Vanilla
planifolia (VPLPU) 65%.

A manera de referencia en este estudio la muestra de café como testigo inhibié un
100% del radical catiénico ABTS™.

De manera general estos resultados demuestran la afinidad de la reaccién quimica
con los antioxidantes presentes en la muestra. De esta manera, se tuvo que los
compuestos responsables de generar este comportamiento con el radical catidnico
ABTS™ fueron tanto los compuestos lipofilicos como los hidrofilicos a diferencia de
la reaccion con el radical DPPH*. Es decir que en esta reaccion quimica se obtiene
particularmente una lectura mas completa, es decir, que se puede medir la actividad
antirradical de manera general. Es por lo cual que este es uno de los ensayos de
actividad antirradical con mayor aplicacion en la evaluacion de muestras vegetales
porque como Sse menciond anteriormente expresa una actividad antioxidante

general, rapida y en el cual se tendra mayor lectura que con el DPPH".

Una vez mencionado lo anterior comparar los resultados con la muestra testigo de
café resulta interesante porque las muestras de vainilla tuvieron la capacidad de
inhibir mas de un 50% del radical catiébnico ABTS™. Por lo cual es importante hacer
hincapié en que no solo los compuestos lipofilicos tienen una influencia en la
actividad antirradical, sino que también en muestras de vainilla los compuestos
hidrofilicos (fenoles simples, alcoholes y &cidos) tienen un impacto en lo que
respecta a la actividad antioxidante. Esto a su vez demuestra también que no solo
la vainillina tiene una actividad antioxidante como se demuestra en la literatura
(Anklam & Muller, 1997; Burri & Loliger, 1989; Davidson & Naidu, 2000;
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Shyamala et al.,2007), sino que también otros compuestos que pueden 0 no tener

impacto aromatico.
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Figura 28. Determinacion de la actividad antioxidante por los métodos de DPPH+ y ABTS™

7.7 Actividad antioxidante por el método FRAP

Los resultados de la actividad antirradical por el método FRAP son descritos en la
figura 29. Las actividades antirradicales de los extractos de vainilla de diferentes
especies en este ensayo fueron de 10 MM ET gb.sa 70 mM ET g b.s.

Las muestras que tuvieron menor actividad en el ensayo de FRAP fueron las
muestras de Vanilla mexicana (VMX) 10 mM ET g b.s, Vanilla insignis (VI22)14 mM
ET g b.s y Vanilla pompona (VPMMLO)16 mM ET g b.s., es decir las menos

aromaticas.

Por otro lado, las muestras de Vanilla planifolia (VPLPU) 35 mM ET g b.s, Vanilla
sp (VSPCH) 36 mM ET g b.s y Vanilla hibrido (VH02) y Vanilla xtahitensis (VXTGT)
29 MM ET g b.s.
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Finalmente, la mayor actividad en el ensayo FRAP de las muestras de vainilla de
diferentes especies se determind en la muestra de Vanilla cribbiana (VCBB19) 70
mM ET g b.s.

La actividad de la muestra analizada de café fue de 403 mM ET g b.s como se puede

apreciar en la figura 34.

Una vez mencionado los resultados, es importante resaltar que estos valores
obtenidos del ensayo de actividad antioxidante por el método FRAP muestran dos
tipos de lecturas, la primera va a estar expresada mediante la capacidad de las
moléculas presentes en las muestras de vainilla para poder reducir el complejo
tripiridiltriazina férrica [Fe"'(TPTZ)]® a [Fe'(TPTZ)]** y la otra lectura es la actividad

guelante de algunas moléculas con el complejo férrico.

De esta manera se tiene que las muestras de vainilla analizadas en este estudio
presentaron un efecto antioxidante, aunque fue menor que la muestra testigo de
café. Lo cual indica que los compuestos presentes en las muestras de vainilla tienen
una actividad reductora y también pueden formar agentes quelantes (Apak et
al.,2003). Los agentes quelantes hoy en dia juegan un papel estratégico para la
eliminacién de metales pesados en el cuerpo humano, por lo tanto, el consumo de
alimentos que contengan estos compuestos bioactivos es benéfico para la salud
(Rubio-Cortés et al.,2021).
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Figura 29. Determinacion de la actividad antioxidante por el método FRAP

7.8 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método
ORAC

Para la interpretacion de estos datos es importante mencionar que la capacidad
antioxidante presentada en este ensayo se muestra en porcentaje de inhibicion el

cual va de 0 a 100. Los resultados se muestran en la figura 30.

Los porcentajes de inhibicion de las muestras de vainilla de diferentes especies
oscilé de 77% a 88%. Es importante mencionar que todas las muestras de vainilla
analizadas en este estudio inhibieron mas del 80%, excepto la muestra de Vanilla
hibrido (77%). No presentaron diferencias estadisticas significativas entre muestras.

Muestras como Vanilla insignis y Vanilla mexicana a pesar de no poseer atributos
aromaticos obtuvieron los mismos porcentajes de inhibicion que las muestras
aromaticas. Esto dltimo es la prueba sustancial que no solo los compuestos
aromaticos en la vainilla tienen un impacto en la actividad antioxidante frente a

radicales biologicos, sino que es evidente que hay otras moléculas dentro de la
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composicién quimica de vainilla que tienen un impacto en la reduccion en la

actividad antioxidante a pesar de no ser aromaticas.

Como se menciono6 anteriormente el exceso de radicales biolégicos en el cuerpo
humano genera un impacto negativo produciendo en primer lugar un estrés
oxidativo lo que a su vez genera dafio en moléculas como proteinas, lipidos y dafios
al ADN. Lo que es causa del envejecimiento y de diversas enfermedades humanas
como la diabetes, enfermedades cardiovasculares, Alzheimer, Parkinson e inclusive
el cancer (Badithe et al.,1999; Finkel, et al.,2000; Halliwell et al.,2006; Halliwell et
al.,2007).

Hay que hacer énfasis en que el equilibrio entre la oxidacion en el cuerpo humano
y los antioxidantes es un concepto critico para mantener un sistema bioldgico sano
(Finkel, et al.,2000; Tiwari et al.,2001).

Con base al ensayo ORAC, la vainilla posee una capacidad antioxidante similar a la
muestra testigo de café, aun cuando éste presentd una mayor actividad en los
ensayos anteriormente descritos. Estos resultados demuestran un comportamiento
analogo en las muestras de vainilla de diferentes especies y en la muestra testigo.
Lo cual pone en evidencia la capacidad de las muestras de vainilla para inhibir
especies reactivas del oxigeno (ERO’s) que afectan el cuerpo humano (Ou et
al.,2001; Huang et al.,2002; Ou et al.,2006; Zhang et al.,2009).

Los resultados obtenidos confirman que los compuestos fendlicos presentes en la
vainilla que son excelentes antioxidantes (Scalbert et al.,2005; Blokhina et al.,2003)
y pueden ser utilizados como sustitutos de los antioxidantes sintéticos, como el
butilhidroxianisol y el butilhidroxitolueno (BHA y BHT, respectivamente), los cuales

pueden ser toxicos (Kahl et al.,1993).
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Figura 30. Determinacién de la capacidad antioxidante por el método ORAC.
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VIIl. CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisicas de las vainas estudiadas fueron diferentes
dependiendo de la especie. Las vainas de mayor longitud correspondieron a
V. hibrido (VHO04). El grosor de las vainas oscild entre 5 y 14 mm, siendo las
muestras de V. pompona (VPMMLO) las de mayor grosor y la muestra de V.
cribbiana (VCBB19) la de mayor peso (9 g). Los contenidos de humedad

oscilaron entre 10 a 56 g de agua / 100 g de muestra.

El potencial aromatico expresado en vainillina fue mayor en las vainas de V
sp (VSPCH), seguido de una muestra V. hibrido (VH02) y en la muestra V.
planifolia (VPLPU). Respecto a los compuestos anisicos fueron mayormente
presentes en las especies V. pompona (VPMMLO), V. xtahitensis (VXTGT),
V. hibrido (VHO02) y V. cribbiana (VCBB19). La especie silvestre de Vanilla sp
representan una alternativa en el comercio debido a su calidad aromatica,
debido a que presenta tres veces mas el contenido de vainillina respecto a la

especie comercial V. planifolia de categoria gourmet.

El mayor contenido de polifenoles lo presento la muestra de V. sp (VSPCH),

siendo tres veces mayor que la muestra de café analizada como testigo.

Las muestras que presentaron mayor porcentaje de actividad antioxidante

por los métodos ABTS y DPPH fueron Vanilla planifolia (VPLPU) y Vanilla
cribbiana (VCBB19), respectivamente. Los ensayos de FRAP y ORAC
realizados en las diferentes muestras de vainilla indicaron que la vainilla
independientemente de la calidad aromatica presenta propiedades
antioxidantes. De esta manera se genero por primera vez evidencia cientifica
de los atributos antioxidantes de muestras de vainillas comerciales,

silvestres, aromaticas y no aromaticas.
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IX. RECOMENDACIONES

-Se recomienda realizar estudios metabdlicos en muestras de vainilla de diferentes
especies para profundizar en la identificacidon de compuestos que estén implicados
en los efectos antioxidantes en los alimentos y nutracéuticos que el consumo de

vainilla genere.
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XI.  ANEXOS

Tabla 14. Imagenes de las vainas del estudio

N° Especies

Imagen

1 Loma San Rafael, Valle Nacional, Oaxaca.

\

2 Atzala, puebla.

3 Santa Maria Chinchina, Oaxaca.
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Santa Maria Chinchina, Oaxaca.

(Beneficiado tecnificado)

l

Maria Lombardo de caso, Oaxaca.

)

Gutiérrez Zamora, Veracruz

(f

Santa Cruz Itundujia, Oaxaca.

)
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8 Coban, Alta Verapaz, Guatemala.
9 Coban, Alta Verapaz, Guatemala. (
10 Chumcerro, Chiapas (

11

La Florida, Oaxaca




12

Loma San Rafael, Valle Nacional, Oaxaca.

13

BA1901, BA1902, BA1903, BA1904 Costa

Rica.
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