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ESTUDIO DEL CONTENIDO DE FITOQUIMICOS EN HOJAS, TALLOS, FLORES Y
VAINAS BENEFICIADAS DE Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews DE LA HUASTECA
HIDALGUENSE, MEXICO

GUADALUPE ANDRADE ANDRADE, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2016

Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews es una especie originaria de México, no obstante,
existen zonas con potencial para su cultivo como la Huasteca hidalguense de las que
aun se desconocen las caracteristicas de la vainilla cultivada en la region. Por tal
motivo, el presente trabajo tuvo como objetivos realizar un analisis de las caracteristicas
fisicoquimicas y arométicas de las vainas beneficiadas, identificar y cuantificar los
principales grupos de fitoquimicos en hoja, tallo, flor y vaina beneficiada deplantas de V.
planifolia de diferentes localidades de la Huasteca hidalguense; ademas de conocer los
usos potenciales y el origen de la vainilla cultivada en esta zona. En diferentes
localidades de la Huasteca hidalguense se realizaron 14 colectas de vainas de vainilla
de 32 semanas de madurez, una vez beneficiadas se evaluaron caracteristicas
fisicoquimicas como el color, pH, porcentaje de humedad, actividad de agua (Aw),
azucares solubles totales, dimensiones y firmeza. El perfil del aroma se evalud
cuantificando los principales compuestos que conforman el aroma en vainas
beneficiadas (&cido p-hidroxibenzoico, &cido vanillico, p-hidroxibenzaldehido vy
vainillina) mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). EI tamiz
fitoquimico se realiz6 en tres colectas (Huizotlaco, Coacuilco y Contepec) a través de
pruebas por agentes cromdgenos y cromatografia en capa fina, la cuantificacion de
compuestos fendlicos totales (CFT), taninos totales (TT), taninos condensados (TC) y
flavonoides (Flav) se realiz6 a través de métodos espectrofotométricos. También se
aplicé una entrevista a productores de vainilla para conocer acerca del origen de sus
plantaciones y usos potenciales de la planta de vainilla. Los resultados indicaron que
existen cuatro grupos de vainas con diferentes caracteristicas fisicoquimicas y cuatro
grupos con diferente perfil del aroma, donde la vainillina, compuesto mayoritario del
aroma, mostro un amplio rango de concentracion (14740 a 22390 ppm) y una
proporcibn de compuestos menores entre 7 y 14%. Los principales grupos de
fitoquimicos identificados fueron saponinas, taninos y terpenos principalmente en tallo,
flor y vaina beneficiada. Se observé que hoja, tallo y flor mostraron caracteristicas
similares en la concentracién de CFT en un intervalo de entre 1.35 y 2.36 mg g MSy
TT entre 0.33 y 0.41 mg g' MS, mientras que la vaina beneficiada tuvo mayor
abundancia de estos fitoquimicos. Con respecto a las colectas, se determin6é que las
colectas de Huizotlaco y Contepec mostraron caracteristicas similares en el contenido
de los fitoquimicos evaluados y que la colecta de Coacuilco mostré en sus tejidos la
concentracion mayor de TT, TC y Flav. La entrevista indic6 que no se conoce el origen
de la vainilla cultivada en esta zona y que solo las vainas son aprovechadas a traves de
Su venta o consumo, lo cual da una importancia principalmente econdémica.

Palabras clave: Hidalgo, recurso genético, usos, vainilla, variacion.



STUDY OF PHYTOCHEMICAL CONTENT IN LEAVES, STEMS, FLOWERS AND
CURED PODS of Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews OF HIDALGO HUASTECA

Guadalupe Andrade Andrade, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2016

Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews is a species from Mexico, however, there are areas
with potential for its cultivation like Hidalgo Huasteca from which are still unknown the
characteristics of vanilla cultivated in this area. For this reason, the goals of this
research were perform a physical chemistry and aromatic analysis in cured pods,
identify and quantify the main phytochemical groups in leaf, stem, flower and cured pod
of V. planifolia plants from different locations of Hidalgo Huasteca; in addition to know
the potential uses and origin of vanilla cultivated in that region. Fourteen collections of
vanilla pods with 32 maturity weeks were realized in different locations of Hidalgo
Huasteca, once cured physical chemistry characteristics like color, pH, moisture
percentage, activity water (Aw), total soluble sugars, dimensions and firmness were
evaluated. The aromatic profile was evaluated quantifying the main compounds that
conform the aroma in cured pods (p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid, p-
hydroxybenzaldehyde and vanillin) through high performance liquid chromatography
(HPLC). The phytochemical sieve was realized in three collections (Huizotlaco,
Coacuilco and Contepec) through chromogenic tests and thin layer chromatography
(TLC), quantification of total phenolic compounds (TPC), total tannins (TT), condensed
tannins (CT) and flavonoids (Flav) were realized through spectrophotometric methods.
An interview was also applied to vanilla producers to know about the origin of their
plantations and potential uses of vanilla plants. The results indicated that there are four
groups of pods with different physical chemistry characteristics and four groups con
different aromatic profile, where vanillin, main compound of aroma, showed a wide
range of concentration (14740 to 22390 ppm) and a proportion of minor compounds
between 7 and 14%. The main phytochemical groups identified were saponins, tannins
and terpenes mainly in stem, flower and cured pod. Were observed that leaf, stem and
flower showed similar characteristics in TPC concentration in a range between 1.35 y
2.36 mg g DMand TT between 0.33 y 0.41 mg g* DM, while cured vanilla was the
vegetal tissue with higher abundance in this phytochemicals. About the collections, it
was determined that Huizotlaco and Contepec showed similar characteristics in the
phytochemical content evaluated and the Coacuilco collection showed in its tissues la
higher concentration of TT, CT and Flav. The interview evidenced that the origin of
vanilla cultivated in this area is unknown and just the pods are used through sale or
consumption, which give it a mainly economic importance.

Key words: genetic resource, Hidalgo, uses, vanilla, variation.
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INTRODUCCION GENERAL
La vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) es una orquidea trepadora,
hemiepifita y perenne originaria de México (Sagrero y Schwartz 1988; Palama et
al. 2010; Cid-Pérez y Lopez-Malo 2011; Gurnani et al. 2014). Aunque se introdujo
en Europa a mediados del siglo XVI, su produccién comercial inici6 300 afios
después del descubrimiento de la polinizacién artificial (Azeez 2008; De la cruz-
Medina et al. 2009; Toth et al. 2011; Menon y Nayeem 2013).

En México la vainilla es cultivada principalmente en la region del Totonacapan,
gue abarca varios municipios de los estados de Puebla y Veracruz, no obstante,
otros estados de la republica como Oaxaca, Chiapas, Quintana Roo, San Luis
Potosi e Hidalgo cuentan con zonas potenciales para su cultivo (Castillo y

Engleman 1993; Consejo nacional de Productores de Vainilla 2006).

La vainilla crece en las regiones tropicales y subtropicales de clima calido bajo
condiciones de alta humedad (Korthou y Verpoorte 2007; Azeez 2008; Castro-
Bobadilla et al. 2011), con una temperatura Optima de entre 21-32 °C y una
temperatura promedio de 27 °C ademas de precipitacion anual de 2000 mm
anuales; aunado a esto, después de la siembra de la planta se requieren de 3 a 4

afos para que se inicie la floracion (Menon y Nayeem 2013).

Con la distribucién de la planta de vainilla en diferentes regiones del mundo, se
hicieron diversos intentos por cultivarla, sin embargo, la fertilizacién de las flores
no se lograba debido a que la flor de vainilla es hermafrodita y posee un rostelo
(membrana que separa la antera del estigma) que evita la polinizaciéon natural
ademas de que sus posibles polinizadores naturales, la abeja melipona (Melipona
beechii) y el colibri (Cynniris sp.), s6lo se encuentran en México (Bory et al. 2008;
Cid-Pérez y Lopez-Malo 2011; Hernandez-Hernandez 2011).

Por tal motivo fue necesario desarrollar una técnica que permitiera la polinizacién
de las flores, fue asi como se dio lugar a la polinizacién artificial, la cual ocurrié en
1836 por C. Morren (Cid-Pérez y Lopez-Malo 2011) y en 1838 por J. Neumann; sin
embargo, en los paises en que se cultiva V. planifolia Jacks. ex Andrews se utiliza

la técnica descubierta en 1841 por Edmond Albius (Bory et al. 2008).
1



Se considera que el rostelo es producto de la evolucion selectiva para evitar la
autopolinizacion, por lo cual se ubica justo entre el estigma (6érgano femenino) y el
saco anteral (6rgano masculino). Dado el impedimento natural para la fecundacion
de las flores y elbajo indice de polinizacion natural (aproximadamente 1%), se ha
optado por realizar una polinizacion manual en la cual es necesario un
encausamiento de guia de entre 130-180 cm de altura para facilitar tanto la
polinizacibn como la cosecha de las vainas (Azeez 2008; Hernandez-Hernandez
2011).

La técnica de polinizacion consiste en mover manualmente el polen del saco
anteral al estigma pasando por el rostelo, esta es una actividad diaria con duracion
aproximada de mes y medio que ademas de incrementar de forma considerable la
produccion de vainas también contribuye a generar jornales, los cual representan
cerca del 40% del costo total en la produccion de vainilla (Azeez 2008). Bajo este
contexto, la cantidad de flores polinizadas depende de las condiciones
ambientales, del manejo del productor, la posicién y vigor de las plantas, asi como
de las caracteristicas biologicas propias de cada cultivo (Hernandez-Hernandez
2011).

De esta manera las vainas maduran de forma gradual 8 6 10 meses después de la
floracién, sin embargo, si se cosechan estando inmaduras tanto el aroma como las
caracteristicas de color no se desarrollan de manera adecuada y las hace
propensas a infecciones fungicas (Azeez 2008; Brillouet et al. 2010; Toth et al.
2011).

1. Importancia

Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, ha resultado un producto con gran
versatilidad con diversos usos, es el principal saborizante natural utilizado en
alimentos y bebidas, cosméticos, tabaco y farmacos, entre otros (Jadhav et al.
2009; Claudio et al. 2010; Palama et al. 2011; Gurnani et al. 2014; Van Dyk et al.
2014).



Dentro de la industria alimenticia la vainillina (principal compuesto aromatico en
vainas beneficiadas) esta siendo ampliamente utilizada como conservador debido
a su propiedad antioxidante y antimicrobiana (Azeez 2008; Gurnani et al. 2014)
contralas bacterias Gram (+) y Gram (-) asi como en hongos y levaduras (Azeez
2008; Jadhav et al. 2009), no obstante, también ha mostrado un importante efecto

protector para la planta contra rayos X y radiacion UV (De Guzman 2006).

De igual manera se le atribuye una serie de propiedades para combatir diversos
padecimientos como la dismenorrea, fiebre, histeria, dispepsia, para prevenir
caries dentales, aliviar dolores dentales y Ulceras, asi como actividad
antiespasmadica, antiinflamatoria y analgésica (Menon y Nayeem 2013). Aunado a
esto, desde la perspectiva de recurso genético, la vainilla representa uno de los
mas importantes legados agro-bioldgicos de las culturas mesoamericanas
(Salazar-Rojas et al. 2011).

De las tres especies de importancia econémica en el mundo (V. planifolia, V.
tahitensis y V. pompona) V. planifolia es la mas importante gracias a su impacto
econémico, ecoldgico y social, de manera que su asociacion con arboles
forestales y otros cultivos perennes representan una alternativa econémica y
ecologica para el desarrollo y conservacion del patrimonio natural (Azofeifa-
Bolafos et al. 2014).

De esta manera, representa una fuente de ingreso y generacion de empleo para
los productores, ya que es la tercera especie mas costosa del mundo y durante la
polinizacidbn se genera una importante cantidad de jornales debido a que esta
actividad se realiza manualmente, lo cual representa cerca del 40% de los costos

de produccién (Consejo Nacional de Productores de Vainilla 2006).

Por otro lado, su importancia también radica en que contribuye a la conservacion y
reforestacion de las zonas en que se cultiva; desde la perspectiva social su cultivo
no requiere grandes extensiones de terreno para obtener ingresos porque utiliza
principalmente la mano de obra familiar (Azofeifa-Bolafos et al. 2014). Asimismo,
la vainilla guarda un importante trasfondo cultural especialmente para la cultura

totonaca, ya que ademas de estar intimamente ligada a ella esta especie se
3



relaciona también con diversos rituales, leyendas y tradiciones surgidos de una
idiosincrasia méagica-religiosa de la cultura totonaca, con lo cual se ha creado toda
una cultura alrededor de la vainilla (ASERCA 2000; Salazar-Rojas et al. 2011).

2. Justificacion

La vainilla es un importante cultivo de México cuya historia se hace presente antes
de 1180 e.c. y ha logrado posicionarse como una de las especies mas costosas en
el mundo, sin embargo, a pesar de que México es centro de origen y diversidad no
se encuentra dentro de los principales paises productores ya que soélo aporta
cerca del 1% de la produccion total de vainilla beneficiada a nivel mundial

(Barrera-Rodriguez et al. 2009).

Su cultivo y cosecha es una tradicion (Barrera-Rodriguez et al. 2009; Herrera-
Cabrera et al. 2012) que ademas de considerarla una especie de alta rentabilidad
y valor econ6mico en comparacion a otros cultivos también fue utilizada como

medida de cambio (Azofeifa-Bolafios et al. 2014).

Es un producto con gran potencial y demanda, sin embargo, en las ultimas
décadas se ha enfrentado a diversas amenazas que han reducido e incluso puesto
en riesgo su produccion, ya que hace falta inversion directa para fomentar y
mantener su cultivo y hay mucho desconocimiento acerca del manejo que requiere
la planta de vainilla(COFUPRO 2012-14).

Algunas otras de las dificultades que enfrenta el cultivo de vainilla es su
propagacion vegetativa, los cambios climaticos y las afectaciones bidticas
(Menchaca et al. 2011), aunado a esto, ha disminuido el consumo de vainilla
natural tras la inclusiébn al mercado de productos sintéticos cuyo costo es
considerablemente mas bajo que un extracto natural. De igual forma, el excesivo
intermediarismo, susceptibilidad de la planta al ataque de hongos, pudriciones
basales, necrosis, bajo rendimiento en la produccion, falta de asociacién de los
productores y beneficiadores y el escaso apoyo a los productores han ocasionado
que el cultivo de la vainilla se encuentre amenazado, por lo cual resulta pertinente

implementar politicas para favorecer su cultivo y propagacién que aseguren su



conservacion (Consejo nacional de Productores de Vainilla 2006; Santa-Cardona
et al. 2012).

A su vez, la region Huasteca de Hidalgo posee una importante riqgueza de
nutrientes en el suelo asi como las condiciones climéaticas apropiadas para el
desarrollo de la vainilla (Maduefio-Paulette 2000), sin embargo, no es un cultivo de
alto impacto a diferencia del maiz, frijol, cebada, maguey pulquero, alfalfa,
aguacate y café, los cuales representan los principales ingresos a la regién
(SAGARPA 2009).

Al introducir la vainilla como cultivo, es necesario el uso de especies arboreas
como café, naranjo u otras que funcionen como tutor o sostén de la planta de
vainilla, las cuales ademas de proporcionar sombra generan biomasa, la cual
puede incorporarse al suelo como material organico que ademas de contribuir al
desarrollo de la vainilla, retiene humedad y aporta nutrientes al suelo con lo cual

se evita la erosién y el deterioro del suelo (Kelso-Bucio et al. 2013).

Considerando lo anterior, y dado que en México existen regiones como la
Huasteca hidalguense en las cuales el conocimiento acerca de las propiedades o
beneficios de esta planta, asi como de su diversidad y variacion son poco
conocidos, a través del presente trabajo se pretende proporcionar informacién
acerca de las caracteristicas fisicas, quimicas y fitoquimicas que presenta Vanilla
planifolia Jacks. ex Andrews cultivada en diferentes localidades de la Huasteca de
Hidalgo caracterizando los frutos beneficiados, hojas, tallos y flores; asi como
profundizar en el conocimiento que los productores tienen acerca del lugar de
origen de la vainilla que cultivan y sus usos potenciales para dar a conocer las

caracteristicas de la vainilla cultivada en la region y asi fomentar su cultivo.

3. Problema de investigacion

La vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) es un recurso que enfrenta serias
dificultades, no solo problemas de calidad e incidencia de plagas y enfermedades,
sino también cuestiones de precio y competencia ante el producto sintético que

sustituye al extracto de vainilla natural (Soto-Arenas 2009). El habitat de esta



orquidea esta amenazado tanto por cambios climaticos como por destruccion o
invasion de campos de cultivo, por lo cual es importante iniciar una busqueda de
conservacion y propagacion de esta especie (Salazar-Rojas et al. 2011), asi como

potenciar el uso y aprovechamiento del cultivo en la Huasteca hidalguense.

A pesar de las diversas investigaciones acerca de las caracteristicas fisicas al
igual que la composicion quimica de los frutos de Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews, es preciso realizar investigacion que permita generar conocimiento
acerca de la composicion fitoquimica de las diferentes estructuras de la planta
como hojas, tallos y flores en las diferentes zonas donde crece y se cultiva esta
especie en México. Las cuales pueden contener compuestos bioactivos, que
podrian proporcionar beneficio a la salud tras su consumo, o bien, tener aplicacion
en industrias como la farmacéutica (Ho 1992) con la finalidad de dar opciones de
diversificacion de su cultivo ya que hasta ahora la mayoria de las investigaciones
realizadas en México sobre vainilla se han hecho primordialmente sobre vainas y

extractos de vainilla beneficiada.

Considerando las diferentes aplicaciones que pueden tener las estructuras
vegetales y reproductivas que constituyen la planta de vainilla, y retomando el
hecho de que los factores ambientales pueden afectar la cantidad de compuestos
presentes en la vainilla, dada la zona agroecoldgica de su cultivo, se pretende
determinar si los componentes del aroma en las vainas beneficiadas, asi como los
fitoquimicos presentes en hojas, tallos, flores y vainas beneficiadas presentan
similitudes o diferencias en cuanto a su concentracién dada una region especifica

de cultivo dentro de la Huasteca hidalguense.

4. Objetivos e Hipodtesis
Objetivo General
Determinar la concentracion de los principales componentes del aroma en vainas

beneficiadas de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews asi como identificar los

principales fitoquimicos en hojas, tallos, flores y vainas beneficiadas de diferentes



colectas de vainilla de la Huasteca hidalguense, México y conocer el origen y

posibles formas de aprovechamiento de esta especie.
Objetivos Particulares

e Evaluar las propiedades fisicoquimicas de vainas beneficiadas de diferentes
colectas de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews procedentes de la Huasteca
hidalguense, México.

e Analizar los componentes mayoritarios del aroma (vainillina, acido vanillico,
acido p-hidroxibenzoico, p-hidroxibenzaldehido) de vainas beneficiadas de
diferentes colectas de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews procedentes de la
Huasteca hidalguense, México.

e Aislar e identificar los principales compuestos fitoquimicos en hojas, tallos,
flores y vainas beneficiadas en colectas de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews
con diferente contenido de vainillina procedentes de diferentes zonas
ecoldgicas de la Huasteca hidalguense, México.

e Conocer el origen de la vainilla cultivada en la region asi como el uso y
aprovechamiento que tienen las vainas beneficiadas y partes de la planta de

vainilla en la Huasteca hidalguense, México.
Hipotesis

La concentracion de componentes primarios del aroma en vainas beneficiadas asi
como de los compuestos fitoquimicos presentes en hojas, tallos, flores y vainas
beneficiadas de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews se ve influenciada por la
regién agroecoldgica en la cual se cultiva esta especie.
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CAPITULO I. ANTECEDENTES

Resumen

Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews es una especie que requiere de 8 a 9 meses
desde la polinizacion de la flor hasta la cosecha del fruto verde carente de aroma,
por lo que es preciso realizar un proceso llamado beneficiado que permita el
desarrollo del aroma, detener el desarrollo vegetativo de las vainas e incrementar
la vida de anaquel de las vainas. A su vez, el desarrollo del aroma involucra
diversos grupos de enzimas como la glucosidasa, peroxidasa y polifenoloxidasa,
entre otras, las cuales permiten la formacion de cerca de 200 compuestos de
origen fendlico de los cuales destacan el acido vanillico, acido p-hidroxibenzoico,
p-hidroxibenzaldehido y vainillina, este dltimo compuesto puede presentar
concentraciones de 2-2.5% en su composicion y por tanto son utilizados para
evaluar la calidad y autenticidad de extractos de vainilla. No obstante, la variacion
en el contenido de estos compuestos esta dado por factores como el origen
geografico, el area productiva, el clima o el periodo de cosecha, entre otros
aspecto; un ejemplo de esto es la vainilla cultivada en México, la cual se ha
determinado que contiene aproximadamente 2% de contenido de vainillina y
presenta un aroma intenso, dulce y especiado. Ademas de la sintesis de estos
compuestos, existen los denominados fitoquimicos, que pueden aportar aroma y
sabor asi como brindar protecciéon a la planta ante la presencia de plagas,
radiacion UV, patdgenos, estrés bidtico y abidtico, entre otras funciones. En el
caso de otras especies, la identificacibn de estos fitoquimicos asi como su
aprovechamiento y usos potenciales se ha dado de manera empirica y ha
generado conocimiento que es transmitido de generacidon en generacion en
diversos grupos culturales; los cuales en conjunto dan lugar al conocimiento

tradicional que permite la preservacion de una especie en particular.

Palabras clave: conocimiento tradicional, perfil aromatico, recurso genético,

variacion.
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1.1 Beneficiado y reacciones enziméticas

Desde la siembra del esqueje, la planta de vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews) requiere de tres a cuatro afios para que inicie el periodo de floracién, el
cual tiene una duracidon aproximada de dos a tres meses (abril a mayo, sin
embargo, en ocasiones puede prolongarse hasta junio). Sus flores son
hermafroditas, de color cremoso y tonalidades amarillo verdoso y estan formadas
por tres sépalos, dos pétalos y una columna central o ginostemo en el cual se
fusionan los 6rganos sexuales, a su vez, estos 6rganos se encuentran separados

por una membrana llamada rostelo (De la Cruz-Medina et al. 2009).

Una vez fertilizada la flor deben transcurrir de ocho a diez meses para que el fruto
se desarrolle y madure, de esta manera se cosechan los frutos con tonalidades
verdes o amarillas (Sistema producto Vainilla 2006; De la Cruz-Medina et al. 2009;
Tapia-Ochoategui et al. 2011). Estas vainas carecen de aroma, es decir, no
presentan los principales compuestos del aroma en forma libre sino como
glucosidos (Leong et al. 1989; Odoux 2005; De la cruz-Medina et al. 2009; Van
Dyk et al. 2014), los cuales comienzan a acumularse en el fruto 15 semanas
después de la polinizacion y contindan hasta cerca de la semana 30 (Odoux 2005;
Van Dyk et al. 2010) representando menos del 2% de peso fresco de las vainas
(Van Dyk et al. 2010).

Actualmente se han identificado 15, siendo la glucovainillina el glucésido mas
abundante y la forma de almacenamiento mas importante de vainillina (Odoux
2005; Van Dyk et al. 2014), el cual tras su hidrdlisis libera vainillina constituyendo
aproximadamente 85% del total de los compuestos volatiles presentes en las

vainas (Menon y Nayeem 2013).

Se han identificado aproximadamente 200 compuestos que conforman el aroma
de las vainas beneficiadas de vainilla (Gurnani et al. 2014) siendo los compuestos
presentes en mayor cantidad la vainillina (4-hidroxi-3-metioxibenzaldehido), acido
vanillico, acido p-hidroxibenzoico (acido pHB) y p-hidroxibenzaldehido (pHB), cuya

cuantificacion es un importante criterio para evaluar tanto la calidad de las vainas
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como la autenticidad de los extractos de vainilla (Parthasarathy et al. 2008;
Cicchetti y Chaintreau 2009; Palama et al. 2011).

Las caracteristicas del aroma estan dadas principalmente por compuestos
fendlicos como la vainillina que después del beneficio puede llegar a 2-2.5%,
dependiendo de la procedencia de la vainilla (Parthasarathy et al. 2008; Jadhav et
al. 2009). Sin embargo, las diferencias en las caracteristicas aromaticas de las
vainas estan asociadas a diversos factores como su origen (pais, areas
productivas o variaciones propias de su origen), variacion entre lotes de vainas
beneficiadas, condiciones agroclimaticas y de crecimiento, composicion del suelo,
madurez del fruto, practicas culturales y el tipo de beneficio al que se sometan las
vainas (Brillouet et al. 2010; Gurnani et al. 2014). De igual manera, también se ha
determinado que las variaciones en el contenido de vainillina estan en funcion del

periodo de cosecha (Sagrero-Nieves y Schwartz 1988).

De esta manera, el proceso de beneficio o beneficiado se define como el conjunto
de cambios que ocurren en el procesamiento primario de un determinado material
verde o crudo para obtener un producto final con caracteristicas deseables para el
mercado (Korthou y Verpoorte 2007; De la Cruz-Medina et al.2009). En el caso de
la vainilla el beneficio puede durar mas de seis meses (Dignum et al. 2002;
Salazar Rojas et al. 2011; Menon y Nayeem 2013) y tiene como objetivos detener
el desarrollo vegetativo de las vainas, incrementar su vida de anaquel y crear las
condiciones adecuadas para la interaccion sustrato-enzima (Dignum et al. 2002;
Odoux 2005; Gassenmeier et al. 2008; Brillouet et al. 2010; Van Dyk et al. 2010;
Cid-Pérez y Lopez-Malo 2011; Frenkel et al. 2011) lo cual genera un excelente
aroma, color, textura, brillo y humedad en las vainas a través de un proceso
fermentativo realizado a altas temperaturas con la finalidad de deshidratar las
vainas y que estas adquieran sus caracteristicas comerciales y un valor agregado
al producto (Korthou y Verpoorte 2007). No obstante, se realiza con un propésito
adicional, que es prevenir la dehiscencia de las vainas lo cual les resta calidad
(Odoux 2005; Cid-Pérez y Lopez-Malo 2011).
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Asi, el beneficiado de las vainas de vainilla consta basicamente de cuatro etapas
(Dignum et al. 2002; Gassenmeier et al. 2008; Brillouet et al. 2010; Van Dyk et al.
2010; Tapia-Ochoategui et al. 2011).

1)

2)

3)

4)

Marchitamiento o matado: Esta primera etapa se considera la mas critica e
importante, ya que es donde se detienen o inhiben los cambios naturales
post-cosecha que las vainas podrian sufrir, tales como el proceso celular de
las vainas (crecimiento vegetativo y respiracion) para evitar la dehiscencia y
el inicio de las reacciones enzimaticas que desarrollan el aroma y el sabor.
Favorece la descompartimentalizacion celular (ruptura de la pared celular)
para permitir la interaccion de enzimas y sustratos que provoque la
liberacibn de compuestos aroméaticos; la cual se lleva a cabo mediante la
hidrolisis de la glucovainillina por efecto de la B-glucosidasa y la oxidacién
gue da lugar a la formacion de pigmentos oscuros. A su vez, la velocidad de
conversion de glucovainillina en glucosa y vainillina puede ser determinada
por la velocidad de desaparicion de glucovainillina y acumulacion de
vainillina, sin embargo, estudios han sugerido que la tasa de conversion
alcanza so6lo 40% de su capacidad hidrolitica (Frenkel et al. 2011).

Sudado: Esta etapa permite el incremento de temperatura para favorecer
las reacciones enziméticas, la hidrolisis de glucovainillina y la oxidacion
para desarrollar el aroma, ademas de las propiedades de textura y
flexibilidad de las vainas, seguido de la continua pérdida de agua en las
vainas con el fin de evitar la presencia de hongos o levaduras (De la Cruz-
Medina et al. 2009).

Secado: las vainas se remueven de sus contenedores para exponerlas
directamente al sol y asi eliminar el exceso de humedad, al hacerlo de
manera repetida las vainas pierden cerca de dos terceras partes de su
peso. El proceso se repite hasta que las vainas alcanzan entre 25-30% de
humedad y un color obscuro ademas de reducir la actividad de agua para
evitar el crecimiento de microorganismos (De la Cruz-Medina et al. 2009).
Acondicionado: permite el incremento de materia seca a 50-60% ademas

de continuar con el desarrollo del aroma. Las vainas se colocan en
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“‘camillas” para verificar la ausencia de hongos y la calidad del aroma,
posteriormente son almacenadas en papel cera, de estraza, bolsas de
celofan o plastico, o bien, en recipientes con sello hermético para evitar la

pérdida de sabor y aroma.

Durante el beneficiado se da lugar a la actividad de diversas enzimas que
contribuyen al desarrollo del aroma, entre ellas se encuentran la glucosidasas,
oxidasas, sintetasas, metiltransferasas, proteasas y fenilamonioliasas (Cid-Pérez y
Lépez-Malo 2011); en las cuales estan involucradas reacciones de oxidacion
lipidica, de Maillard y de degradacion de proteinas, entre otras (Odoux 2005). Sin
embargo, las glucosilhidrolasas (B-glucosidasa), proteasas, peroxidasas Yy

polifenoloxidasas son las principales enzimas asociadas al beneficiado.

En el caso de la B-glucosidasa, su actividad incrementa de forma considerable
entre el tercer y cuarto mes después de la polinizacion alcanzando un maximo de
actividad en el quinto mes de desarrollo, su contenido en las vainas de vainilla es
mayor a los 6-7 meses después de la polinizacién (Dignum et al. 2004), y expresa

una actividad minima durante el beneficio de las vainas (Odoux et al. 2006).

De acuerdo con lo reportado por Kanisawa et al. (1994), se considera que hay dos
tipos de glucosidasas presentes en las vainas de vainilla, una especifica para la
glucovainillina detectada Unicamente en las vainas, la cual no se inactiva con el
tratamiento térmico, y otra no especifica presente en las hojas y vainas (Odoux
2005; Korthou y Verpoorte 2007). No obstante, su actividad se detiene después
del beneficiado lo cual demuestra que la conformacién del aroma puede no
deberse en su totalidad a un proceso enzimético (Dignum et al. 2004;
Parthasarathy et al. 2008), ya que ademas de los compuestos aromaticos volatiles
generados por efecto de las enzimas durante el beneficiado, existen otros
metabolitos no volatiles que contribuyen al olor y sabor de las vainas, como los

taninos (Cid-Pérez y Lopez-Malo 2011).

La proteasa muestra una importante actividad en el marchitamiento, la cual se
mantiene constante una vez que las vainas estan maduras y disminuye entre 60-

70% su actividad después del beneficiado, no obstante, mantiene su actividad aln
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después de este tratamiento mientras que otras enzimas como las glucosidasas si

se inactivan (Frenkel et al. 2011).

La polifenoloxidasa (PPO) y la peroxidasa son los dos principales sistemas
enzimaticos que pueden catalizar los procesos de oscurecimiento, no obstante, la
actividad de la PPO disminuye durante el beneficiado cerca de 50% mientras que
la peroxidasa incrementa su actividad durante el marchitamiento y etapas
posteriores del beneficiado, por lo cual puede encontrarse en altas cantidades
durante el beneficiado (Van Dyk et al. 2010; Frenkel et al. 2011), aunque también
se le atribuye la oxidacién de la vainillina a compuestos quininicos durante el
sudado y secado, lo cual aporta otras notas aromaticas a las vainas (Van Dyk et
al. 2010).

A su vez, la peroxidasa es la responsable de generar los cambios de color en las
vainas (de verde a marrén y café oscuro) asi como de oxidar los compuestos que
aportan el sabor y aroma a vainilla de tal forma que se lleve a cabo la
transformacién de vainillina en acido vanillico y p-hidroxibenzaldehido a &cido p-
hidroxibenzoico (Podstolsky et al. 2002).

No obstante, las enzimas involucradas en la obtencién de compuestos aroméaticos
no se distribuyen de manera uniforme, sino que se distribuyen de distinta manera
a lo largo del tejido de la vaina, de tal forma que las enzimas hidroliticas junto con
otras enzimas se ubican principalmente en la pared exterior de la vaina (Cid-Pérez
y Lopez-Malo 2011).

También se ha sugerido que existen microorganismos que podrian contribuir al
perfil aroméatico global de las vainas e incluso también en la formacién de vainillina
puesto que diversos microorganismos se encuentran presentes en las vainas

durante el beneficiado (Frenkel et al. 2011).

1.2 Perfil aromético

En los analisis realizados en Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews los compuestos
identificados incluyen acidos, éteres, alcoholes, ésteres y compuestos fendlicos
(Salazar-Rojas et al. 2011) teniendo como caracteristica particular que 95% o0 mas
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de los compuestos volatiles estan presentes en concentraciones inferiores a 10

partes por millon (ppm) (Ranadive 2011).

De esta amplia gama de compuestos, cuatro son los principales indicadores de
calidad comercial puesto que se encuentran en mayor concentracion: vainillina (4-
hidroxi-3-metoxibenzaldehido) presente en concentracion de 1, 000 - 20, 000 ppm,
p-hidroxibenzaldehido (2,000 ppm), acido vanillico (acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzoico) (2,000 ppm) y acido p-hidroxibenzoico (200 ppm) (Gassenmeier
et al. 2008; Salazar Rojas et al. 2011), siendo la vainillina el compuesto al cual se
le atribuye casi una tercera parte del perfil aromatico global (Sinha et al. 2008;
Hernandez-Hernandez 2011) y el principal criterio para determinar la calidad
aromatica tanto de las vainas como de los productos derivados de ellas (Frenkel et
al. 2011).

De acuerdo con los andlisis realizados en la vainilla mexicana se ha determinado
gue esta se caracteriza por tener un aroma intenso, dulce, ligeramente especiado
y con notas de aroma a tabaco con un contenido aproximado de 2% de vainillina.
Considerando que el aroma de la vainilla contiene méas de 200 compuestos, se ha
reportado que la vainilla cultivada en México contiene aproximadamente 65
compuestos volatiles, en los cuales predominan los acidos y compuestos fendlicos

(Hernandez-Hernandez 2011).

1.3 Metabolitos secundarios o fitoquimicos

En el metabolismo de las plantas se generan principalmente dos grupos de
compuestos, a los cuales se les denomina metabolitos primarios y secundarios
(Avalos-Garcia y Pérez-Urria 2009; Gémez-Romero et al. 2010); los metabolitos
primarios (v.g. acidos organicos, acidos grasos, nucledtidos, aminoacidos y
azucares) desempefian funciones esenciales en el crecimiento y desarrollo de las
plantas asi como en procesos de respiracion, fotosintesis y sintesis de hormonas y
proteinas (Avalos-Garcia y Pérez-Urria 2009; Gémez-Romero et al. 2010)
mientras que los metabolitos secundarios no forman parte del metabolismo
primario pero se biosintetizan a partir de moléculas intermediarias (De la Cruz-
Chacon y Gonzéalez-Esquinca 2009).
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Los metabolitos secundarios, tambiéen llamados fitoquimicos (Kabera et al. 2014),
se definen como compuestos de bajo peso molecular obtenidos como productos
finales de procesos reguladores celulares (De la Cruz-Chacon y Gonzalez-
Esquinca 2009); pueden ser considerados también como la Ultima respuesta de
sistemas biol6gicos a cambios genéticos o ambientales como cambios en el pH,

temperatura y nutricion (Fox y Howlett 2008; Gdmez-Romero et al. 2010).

Las plantas, en su medio natural, estdn expuestas a cambios ambientales o
ataques de plagas o patdégenos, como consecuencia de esto, han desarrollado
sistemas de defensa que generan sefiales que se transmiten desde el tejido
dafiado hacia el resto de la planta (respuesta sistémica) o se distribuyen a nivel

local al generar cambios en el zona atacada (respuesta local).

Los sistemas de defensa pueden expresarse en forma de barreras fisicas y
quimicas como espinas, tricomas, cuticulas superficiales de las hojas y ceras
protectoras de diversos organismos; asi como en la sintesis de metabolitos
defensivos que den repuestas a un determinado estimulo, en el caso de las
plantas sanas, a estos metabolitos se les conoce como fitoanticipinas (Osbourn
1996).

Considerando que una de las principales funciones de los fitoquimicos es brindar
proteccion ante el ataque de patdgenos o plagas, su mecanismo de accién ocurre
a través de la descompartimentalizacion, una vez que las células han sido
destruidas la glucosidasa entra en contacto con el glucésido generando un aglicén
toxico. De esta manera se genera una respuesta de defensa en la que una
fitoanticipina presente en las células de las plantas se transforma en un
compuesto altamente reactivo y toxico después del atague de los

microorganismos o insectos (Korthou y Verpoorte 2007).

Las respuestas defensivas de las plantas pueden ser de tres tipos (Hallbrocket al.
1995).

1) Innata: es también conocida como respuesta independiente del huésped,

protege principalmente contra patdgenos e involucra el reconocimiento y
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generacion de sefiales internas de la planta. Su principal defensa son las
barreras fisicas como espinas, tricomas y ceras en la superficie de los
tejidos vegetales, principalmente en las hojas.

2) Local inducida: tiene lugar en la zona dafada y su periferia mostrando
efecto nocivo para el organismo agresor, consiste en la acumulacion de
enzimas, proteinas estructurales o metabolitos.

3) Sistémica inducida: abarca el tejido distante o un érgano no afectado de la

planta.

Una caracteristica importante de los metabolitos secundarios o fitoquimicos que
los diferencia de los metabolitos primarios es que pueden no estar presentes en
determinados grupos de especies vegetales, es decir, no todos los metabolitos se
encuentran en todos los grupos de plantas, de tal manera que pueden sintetizarse
en pequefias cantidades estando restringida a un determinado género de plantas,
especie, células especializadas o fases especificas del desarrollo (Avalos-Garcia y

Pérez-Urria 2009; De la Cruz-Chacon y Gonzalez-Esquinca 2009).

Estos compuestos desempefian funciones de proteccién contra herbivoros,
microorganismos Yy radiacion UV ademas de ayudar a atraer a los polinizadores o
dispersores de semillas y actuar como moléculas de sefial ante condiciones de
estrés, entre otras funciones (Bérdy 2005; Avalos-Garcia y Pérez-Urria 2009;

Gomez-Romero et al. 2010).

Ademas de las funciones ya mencionadas, también son responsables de las
caracteristicas sensoriales como el sabor y olor de las plantas alimenticias y
ornamentales; por lo que tienen un amplio uso en farmacos, agroquimicos,
narcoticos, antibiticos, aceites comestibles, biodiesel, esencias, saborizantes e

insecticidas, entre otros (De la Cruz-Chacén y Gonzalez-Esquinca 2009).

Dado que estos metabolitos pueden ser utilizados para el beneficio del ser
humano, también son conocidos como productos naturales y pueden agruparse
principalmente en tres clases (Avalos-Garcia y Pérez-Urria 2009; De la Cruz-
Chacon y Gonzéalez-Esquinca 2009):
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Terpenos: incluye hormonas, pigmentos o0 aceites esenciales.
Generalmente se dividen en cuatro grupos: triterpenos verdaderos,
esteroides, saponinas y glucosidos cardiacos. Las saponinas se distribuyen
en las especies vegetales de acuerdo con la naturaleza de su aglicon, de
manera que pueden ser esteroides o triterpenos (Ciesla y Waksmundzka-
Hajnos 2009).

Compuestos fendlicos: incluye cumarinas, flavonoides, lignina y taninos. La
biodisponibilidad y efectos biolégicos de los &cidos fendlicos resulta
importante dado que desempefian funciones en la fisiologia de las plantas
al estimular su crecimiento. Ademas, se ha demostrado que presentan un
importante efecto fungistatico, bacteriostatico, colerético, sedante, anti
convulsionante y antioxidante al captar los radicales libres (Ciesla y
Waksmundzka-Hajnos 2009; Gomez-Romero et al. 2010).

Alcaloides: se han dividido en varios grupos de acuerdo con su estructura
quimica y precursores biosintéticos, los cuales pueden ser muy complejas y
variadas, por lo cual su identificacibn mediante pruebas de cromatografia
no es simple dado que generalmente se encuentran en forma de mezclas
(Ciesla y Waksmundzka-Hajnos 2009). Debido a su abundancia, diversidad
e importancia, los alcaloides son los metabolitos secundarios mas
estudiados tanto para el aspecto quimico y farmacobiolégico como para el

ecolégico (Dirzo 1985).

La identificacién de estos compuestos se realiza a través de andlisis fitoquimicos
preliminares, en los cuales una de las técnicas mas comunes para obtener los
principios activos de las plantas es la extraccion por efecto de un solvente, de
manera que se lleve a cabo la separacién de la materia soluble (fitoquimicos) de
los tejidos vegetales (materia insoluble) (Flores-Morales et al. 2014).

Posterior a su extraccion, uno de los métodos mas utilizados para identificar su
presencia es la cromatografia en capa fina y agentes cromégenos, esta ultima
detecta los principales tipos de metabolitos con actividad biolégica como
alcaloides, flavonoides y esteroides, entre otros (Flores-Morales et al. 2014),

mientras que en la cromatografia en capa fina (Thin Layer Chromatography, TLC,
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por sus siglas en inglés) los compuestos analizados son transferidos a través de
una agente adsorbente mediante el uso de solventes con alto poder eluyente
(Ciesla y Waksmundzka-Hajnos 2009; Dar et al. 2014).

La presencia de los fitoquimicos puede ser observada a simple vista (en el caso
de clorofila y otros pigmentos), sin embargo, existen también sustancias incoloras
que deben identificarse mediante el andlisis de cromatografia en capa fina o bajo
radiacion UV con intervalos de 254 a 365 nandmetros (nm) mostrando
fluorescencia como respuesta (Flores-Morales et al. 2014).

1.4 Conocimiento tradicional

El conocer la historia de vida de un determinado recurso genético mediante la
comprension de los diferentes ciclos de vida que afectan su supervivencia y
reproduccion, asi como la interaccién con otros organismos, tipo de reproduccion,
etc., son aspectos fundamentales para generar informacién y estrategias que

contribuyan a su conservacion (Villanueva-Viramontes 2014).

Sin embargo, los estudios cientificos encaminados a conocer las propiedades y
beneficios de los recursos biolégicos son actividades recientes, ya que durante
siglos diversas comunidades alrededor del mundo han aprendido, utilizado y
transferido conocimientos tradicionales de la diversidad con la que estan en
contacto para aprovecharla con diferentes propoésitos, desde utilizarla como
alimento, medicamento, practicas de agricultura, etc. (Secretaria del Convenio
sobre la Diversidad Biol6gica 2011). A su vez, este conocimiento tradicional se ha
desarrollado a través de la experiencia de las comunidades a lo largo del tiempo y

transmitido de generacién en generacion.

Con base en lo anterior, “conocimiento tradicional” se define como el conjunto
acumulado y dinamico del saber tedrico, la practica y la experiencia que poseen
los pueblos mediante la interaccién con su medio natural (UNESCO 2006; Garcia-
Aguirre 2007).

Esto representa una fuente valiosa para identificar los usos de los recursos

genéticos y cumple con la importante labor de preservar, mantener e incluso a
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incrementar la diversidad biol6gica (Secretaria del Convenio sobre la Diversidad
Biologica 2011). Ejemplo de esto, es que en diferentes regiones de México los
distintos grupos indigenas como los mayas tzetzales, mayas yucatecos y los
purépechas han logrado identificar mas de 1200, 900 y 500 especies de plantas,
respectivamente (Toledo 1985). No obstante, la relacion ciencia-conocimiento
tradicional muestra que estos son dos aspectos que innegablemente van de la
mano, puesto que sin la investigacion muchos de los recursos aprovechados y

preservados actualmente no habrian sido identificados.

Tras el conocimiento del aprovechamiento potencial de un recurso ya identificado,
se pone en practica también el conocimiento agricola, técnico, ecoldgico, etc., a
través de los cuales se lleva a cabo actividades de recoleccion y seleccién con lo

cual se genera variacion en las especies cultivadas.

En el caso especifico de un recurso genético de importancia ecoldgica, cultural e
industrial como la vainilla, la colecta y seleccion tanto de los frutos que
proporciona como de las partes reproductivas ha ocurrido con mayor intensidad en
la region del Totonacapan, en la cual la seleccion en el caso de los frutos se da
principalmente con base a las caracteristicas arométicas y tamafio, mientras que
los esquejes (partes reproductivas) se eligen de acuerdo con su nivel de sanidad,

floracién y vigor (calidad de la planta madre y resistencia al corte).

A través del tiempo, este conocimiento genera técnicas empiricas del cultivo de las
especies que deriva en la agricultura tradicional en la que el cultivo o practicas de
manejo utilizadas se basa en una amplia experiencia empirica transmitida a través
de los afios y que conforma un fuente invaluable de conocimiento resguardado por
las poblaciones agricolas (Hernandez-Xolocotzi 1985). Finalmente, estos
conocimientos tradicionales, materializados en las préacticas locales de uso de
recursos naturales, reflejan su valor en el hecho de que le han permitido a las
comunidades rurales adaptarse a los cambios registrados en el tiempo, tanto

ambientales como de indole cultural (Herrera-Cabrera et al. 2010).

Aunado a lo anterior, resulta pertinente que quienes utilizan tanto el conocimiento

y agricultura tradicionales como los recursos en si, les brinden el valor que
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merecen y lo hagan de forma justa y equitativa dando el reconocimiento
correspondiente a las diversas comunidades ya sean indigenas o locales de

donde estos se obtienen.
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CAPITULO Il. CARACTERIZACION AROMATICA Y FISICOQUIMICA DE
VAINAS BENEFICIADAS DE Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews DE LA
HUASTECA HIDALGUENSE, MEXICO

Resumen

Originaria de México, Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews es una especie cultivada
en las zonas tropicales de la Republica, siendo el Totonacapan una de las
regiones mas representativas de produccion de vainilla; no obstante, zonas como
la Huasteca hidalguense han mostrado gran potencial para el cultivo de vainilla. A
pesar de esto, son escasos los estudios enfocados a conocer las caracteristicas
de la vainilla de esta zona, por tal motivo el objetivo fue realizar una evaluacion de
caracteristicas fisicoquimicas y de aroma de vainas beneficiadas de vainilla. La
metodologia consistié en cuatro etapas: 1) Obtencion de vainas, 2) Evaluacion de
porcentaje de humedad, pH, actividad de agua, concentracion de azUcares
solubles totales (glucosa, fructosa y sacarosa), color, dimensiones y firmeza, 3)
Cuantificacion de los cuatro principales compuestos del aroma (acido p-
hidroxibenzoico, &cido vanillico, p- hidroxibenzaldehido y vainillina), 4) Analisis
estadistico mediante prueba de Tukey, componentes principales, cluster y
correlacion de Pearson. Los resultados indicaron cuatro grupos definidos
principalmente por variables fisicoquimicas como el contenido de azucares
solubles totales, firmeza, actividad de agua, color, pH y largo de las vainas. Por su
parte, las caracteristicas del aroma indicaron que basicamente existen cuatro
aromas en la Huasteca hidalguense; de igual manera, s6lo se observaron
correlaciones positivas y significativas en lo referente a la concentraciéon de
sacarosa y compuestos menores del aroma, indicando que al incrementar la

concentracion de sacarosa disminuye la concentracion de dichos compuestos.

Palabras clave: concentracion, Hidalgo, Vanilla planifolia, variacion.
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2.1 Introduccién

La vainilla, especie originaria de México e introducida al viejo mundo tras la
llegada de los espafioles, es considerada una de las mas grandes contribuciones
de América al mundo de los aromas y de los sabores (De Guzman 2006). En
México existen diversas zonas donde se cultiva esta especie, no obstante, sélo
algunas de ellas han sido objeto de estudio para determinar las caracteristicas del

aroma de sus frutos siendo una de las principales la region del Totonacapan.

No obstante, la Huasteca de Hidalgo ha mostrado caracteristicas 6ptimas para el
cultivo de vainilla, sin embargo, a la fecha son escasos los estudios documentados
en relacién con esta especie en dicha region, en particular se desconoce el pefrfil

del aromay las caracteristicas fisicoquimicas de las “vainas” beneficiadas.

Se sabe que en general las caracteristicas tanto aromaticas como fisicas de las
vainas beneficiadas de vainilla presentan variaciones que se encuentran sujetas a
factores ambientales, geogréaficos y de procesamiento, asi como a caracteristicas
propias de la especie. Dentro de las principales causas que generan variacion se
encuentran las condiciones de crecimiento y composicion del suelo, tiempo de
maduracion del fruto, caracteristicas del beneficiado, origen geogréfico y altitud
entre otras (Ranadive 1992; De Guzman 2006; Frenkel et al. 2011; Van Dyk et al.
2014).

Los frutos verdes carecen de aroma por lo cual es necesario someterlos a un
beneficiado, proceso en el que se desarrolla el aroma de la vainilla. Sin embargo,
este proceso esta relacionado directamente con la madurez de las vainas, ya que
si no tienen la madurez adecuada o el beneficiado no es el éptimo el desarrollo de
compuestos aromaticos sera bajo, incluso en algunos casos pueden no producirse
estos compuestos a pesar de que el proceso de beneficio se realice de forma

adecuada (Frenkel et al. 2011; Rivera-Espinoza y Muriel 2013).

Mientras que si las vainas tienen la madurez adecuada tendran concentraciones
mas altas de glucovainillina, mayor actividad de B-glucosidasa y por tanto, mayor
concentracion de vainillina (Van Dyk et al. 2010). En contraste, si las vainas

29



permanecen demasiado tiempo en la planta, eventualmente presentaran
dehiscencia en la punta (division en dos) como efecto de la sobre-maduracién, lo
cual resultara en la pérdida de aroma y consecuentemente en la disminucion de
calidad y precio (De la Cruz-Medina et al. 2009; Van Dyk et al. 2014).

También existe una importante relacion tiempo de maduracién, origen geografico y
altitud de cultivo, ya que el tiempo necesario para que los frutos alcancen su
maxima longitud y madurez varia de acuerdo a la region, es decir, la madurez
puede ser mas temprana o tardia. Se ha demostrado que las primeras vainas
cosechadas son de menor tamafio con respecto de aquellas que maduran
después, con lo cual se determina que el ambiente del afio en que se desarrollen
puede afectar su calidad, al igual que la altitud, ya que a diferentes altitudes se da
también una variacion en la temperatura (Jones et al. 1949).

En cuanto a las caracteristicas aroméaticas de los frutos, se considera que la
formacion de vainillina se inicia 16 semanas después de la polinizacion y se
maximiza a las 26 semanas (Brodelius 1994). Las vainas alcanzan el punto
adecuado de madurez de 8 a 10 meses posteriores a la polinizacién, con lo cual
alcanza su maximo potencial para desarrollar las mejores caracteristicas
aromaticas tras el beneficiado, de esta manera, la madurez junto con el
beneficiado de los frutos representa un factor importante para determinar su
calidad (Frenkel et al. 2011; Van Dyk et al. 2014).

Es ampliamente conocido que durante el beneficio de los frutos se desarrollan los
compuestos del aroma, de los cuales la vainillina es el que se encuentra en mayor
concentracion (aproximadamente 2%) (Gassenmeier et al. 2008). Sin embargo, el
acido vanillico, &cido p-hidroxibenzoico y el p-hidroxibenzaldehido también
contribuyen a definir su calidad sensorial, especificamente su aroma y sabor (Van
Dyk et al. 2010), por lo cual se les ha denominado “compuestos marcadores” ya
gue son utilizados como parametros de autenticidad de calidad (Gassenmeier et
al. 2008).

A su vez, la edad fisiologica de las vainas afecta la concentraciéon de los

compuestos del aroma (Van Dyk et al. 2014), aunque Ranadive (1992) menciona
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gue la concentracion de p-hidroxibenzaldehido y acido p-hidroxibenzoico se asocia
mas a factores propios de la especie, como variaciones genéticas de tipo
polimorfico Algunos autores mencionan que bajo condiciones controladas de
madurez y beneficiado, las vainas pueden mostrar variaciones significativas en la
concentracion de vainillina y acido vanillico, mientras que las concentraciones de

los otros dos compuestos pueden no ser significativas (Salazar-Rojas et al. 2011).

El perfil aromético es uno de los principales aspectos que se evallan para
determinar la calidad de las vainas beneficiadas, no obstante, de acuerdo a la
Norma NOM-182-SCFI-2011 se consideran caracteristicas fisicas y quimicas para
complementar su clasificacion. Por ello, la flexibilidad o firmeza, longitud, color,
tamafo y porcentaje de humedad son factores de gran importancia para evaluar la
calidad de las vainas de vainilla, ademas se ha determinado que existe una
importante correlacién entre las caracteristicas fisicas y aromaticas de las vainas
(Gassenmeier et al. 2008; Exley 2011; Van Dyk et al. 2014).

En 1980 se sugirio por primera vez obtener indices a partir de los cuatro
principales compuestos aromaticos (vainillina, &cido vanillico, acido p-
hidroxibenzoico y p-hidroxibenzaldehido) estableciendo relaciones entre ellos para
determinar la proporcién en que estos se encuentran en las vainas beneficiadas
ademas de funcionar como indicadores de autenticidad (Gassenmeier et al. 2008;
Hoffman 2011). El primer indice propuesto fue vainillina/p-hidroxibenzaldehido,
mas tarde se agregaron las relaciones vainillina/acido vanillico y vainillina/acido p-
hidroxibenzoico (Hoffman 2011).

El porcentaje de humedad es de igual forma un aspecto determinante para la
calidad de las vainas beneficiadas, ya que una excesiva humedad en las vainas,
éstas seran mas propensas a sufrir ataques por hongos y levaduras lo cual le
resta calidad e inocuidad. Por otra parte, si las vainas contienen 10% de humedad
son consideradas de baja calidad, por lo que las vainas de grado gourmet son las
gue contienen cerca de 35% de humedad y las de grado extraccion contienen de
20-25% de humedad (Ranadive 2011).
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Con base en lo anterior, es claro que el perfil aromatico de las vainas asi como
sus caracteristicas fisicoquimicas permiten definir su calidad, lo cual determinara
su precio final en el mercado. Sin embargo, dado que se le han atribuido ciertas
propiedades a esta especie gracias a la presencia de determinados fitoquimicos,
resulta conveniente también conocer el tipo de metabolitos secundarios
(fitoquimicos) presentes en las diferentes estructuras que conforman la planta de

vainilla, estudio que se abordara en otro capitulo del trabajo.

Por tal motivo el objetivo de este capitulo fue realizar una caracterizacion
aromatica y fisicoquimica de las vainas beneficiadas de diferentes colectas de
Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews que crecen y se cultivan en la Huasteca
hidalguense a través de la evaluacion de los cuatro principales compuestos que
conforman el aroma de la vainilla (vainillina, acido vanillico, &cido p-
hidroxibenzoico y p-hidroxibenzaldehido), asi como sus caracteristicas
fisicoquimicas (color, firmeza, humedad, Aw, dimensiones, pH y concentracion de

azucares solubles totales).

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Area de estudio

El estado de Hidalgo se ubica en los 21° 24' 19° 36' de latitud norte y los 97° 58" -
99° 53' de longitud oeste (INEGI 2015) en la parte central de la Republica
Mexicana. Limita al norte con San Luis Potosi, al noreste y este con Veracruz, al
este y sureste con Puebla, al sur con Tlaxcala y México, y al oeste con Querétaro
(Hernandez-Salinas y Ramirez-Bautista 2013). Lo conforman principalmente tres
grandes regiones: la Huasteca (parte plana y baja del norte del estado), la Sierra
(regibn montafiosa ubicada en el centro) y el Altiplano (region alta y casi plana

localizada al sur) siendo la Huasteca la region de estudio.

Esta zona se ubica al noreste del estado y esta conformada por ocho municipios:
Atlapexco, Huautla, Huazalingo, Huejutla de Reyes, Jaltocan, Orizatlan,
Xochiatipan y Yahualica (Villavicencio-Nieto y Pérez-Escandon 2005), es la region

mas baja sobre el nivel del mar de la entidad y se caracteriza por tener un clima
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caluroso y hiumedo acompafiado de lluvias en verano, una vegetacion variada y
abundante que incluye arboles de finas maderas, gran diversidad de frutos
tropicales, bosques de coniferas y encinos, mesofilo de montafia y tropical
perennifolio o selva; asi como una abundante fauna y una intensa actividad
ganadera y agricola. Ademas tiene tres zonas climaticas: climas célido, calido
hiamedo y semicdlido con temperatura media anual de 22 °C, rango de
temperatura media anual de 12 a 18 °C y un rango de precipitacion anual de 1200
a 2500 mm (Villavicencio-Nieto y Pérez-Escandon 2005) asi como una altitud
aproximada de 190 a 2500 msnm (IMTA 2007).

2.2.2 Especie de estudio

La vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews) es una especie originaria de
México (Bory et al. 2008; Parthasarathy et al. 2008; Palama et al. 2010)
perteneciente al género Vanilla, la cual incluye cerca de 110 especies. Es una
planta trepadora, hemiepifita o terrestre perteneciente a la familia Orchidaceae,
gue requiere para su cultivo un tutor o sostén, sombra y gran cantidad de materia

organica (humus).

Prospera en un clima tropical célido himedo, con temperaturas de 20 a 30 °C e
incluso 32 °C, requiere una precipitacion media anual entre 2,000 a 3,000 mm con
dos o tres meses de condiciones relativamente secos para favorecer la floraciéon
de la planta, la cual ocurre entre los meses de abril y junio (Herndndez-Hernandez
2011).

Las condiciones de altitud oscilan entre 0 y 600 msnm, no obstante, se han
encontrado ejemplares hasta los 1100 a 1500 msnm. Suele cultivarse bajo
sistemas forestales, en los cuales las especies lefiosas proveen el sostén y
sombra necesarios para su crecimiento y desarrollo como organismo hemiepifito
asi como para obtener protecciébn a la exposicion solar. De acuerdo con lo
reportado por Maceda (2015), la vainilla cultivada en la Huasteca hidalguense
tiene una edad entre 10 y 70 afios y se cultivan principalmente en cafetales y

acahuales predominando la polinizacién natural de las flores.
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2.2.3 Obtencion de vainas y beneficiado

Tras seleccionar los sitios de colecta de acuerdo con Maceda (2015), se procedié
a la polinizacién de entre 20 y 30 flores durante el mes de abril de 2013, 32
semanas (ocho meses) posteriores a la polinizacién se realizé la colecta de las
vainas, las cuales se trasladaron al ejido Primero de Mayo, Papantla, Veracruz,
México para realizar el beneficiado tradicional por el maestro beneficiador
Veremundo Rodriguez. El proceso consistio en un marchitamiento o matado de las

vainas verdes mediante escaldado en agua caliente a 90 °C durante un minuto.

Las vainas se almacenaron durante 24 h en cajones de madera hasta lograr su
enfriamiento, se realizaron 21 ciclos de asoleado-sudado exponiendo las vainas al
sol durante 3 6 4 horas diarias para posteriormente almacenarlas en cajones de
madera que permitieran mantener la temperatura. Luego de 5 6 6 sudados las
vainas se orearon en camillas de madera para evitar la proliferaciéon de hongos o
levaduras, finalmente se almacenaron a -80 °C hasta el momento de su uso, la
descripcion a detalle del proceso de beneficiado se cita en Xochipa-Morante et al.
(2016).

2.2.4 Ubicacion de sitios de colectay zonas agroecoldgicas

Se identificaron 14 sitios de colecta en la Huasteca hidalguense distribuidos en los
municipios de Atlapexco, Huejutla y Jaltocan (Cuadro 1, Figura 1), dado que las
investigaciones acerca de la vainilla en Hidalgo son escasas y Unicamente se ha
reportado un estudio realizado por Lubinsky et al. (2008), en el cual hacen
referencia al uso de tres accesiones de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, el
presente estudio aporta informacion relevante acerca de las caracteristicas
aromaticas y fisicoquimicas de las vainillas beneficiadas de V. planifolia Jacks. ex
Andrews en la Huasteca hidalguense. Si se considera que no existen registros
documentados acerca de los sitios en la Huasteca donde se produce la vainilla, los
sitios de colecta se ubicaron por observacion directa junto con los pobladores de la
region de acuerdo al trabajo realizado por Maceda (2015) a través de un GPS
(Garmin Montana 650%®) (Cuadro 1), posteriormente se realiz6 la ubicacion
geografica de los sitios (Figura 1).
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Cuadro 1.

Ubicacién de poblaciones de plantas de Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews en la Huasteca hidalguense, México.

Municipio Localidad Sitio Longitud Latitud Altitud Clima
Atlapexco Itzocal S1 -98.40 21.02 382 Am(f)
Atlapexco Huizotlaco  S2 -98.38 21.05 285 Calido
Atlapexco Huizotlaco  S3 -98.38 21.05 273 hamedo
Atlapexco Sanlsidro S5 -98.43 21.02 350
Huejutla Contepec S7 -98.49 21.14 406
Huejutla Contepec S8 -98.49 21.14 352
Huejutla Tezéhual  S13 -98.50 21.12 414 (A)C.:(r,n.)(f)
Huejuta ~ Poxtla  S12  -98.48  21.09 367 Semicalido-
Huejutla Poxta ~ S11  -98.48  21.09 331 templado himedo
Huejutla  Ichcatepec  S6 -98.52 21.10 545
Jaltocan Tlanepantla S14 -98.56 21.11 482
A(f) Célido
Huejutla Coacuilco S4 -98.60 21.11 400 hamedo mes mas
frio menor a 18 °C
Huejutla Coacuilco S9 -98.59 21.08 473 (A)C(fm)
Huejutla Coacuilco  S10 -98.57 21.10 423 Semicélido
hamedo del grupo
C
Fuente: CONABIO 2012.
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Ubicacion de los 14 sitios de colecta (S1-S14) de Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews en la Huasteca hidalguense, México.
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2.2.5 Variables fisicoquimicas

Las variables fisicoquimicas evaluadas para caracterizar las vainas beneficiadas

de la Huasteca hidalguense se describen en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Variables utilizadas para evaluar las caracteristicas fisicoquimicas en
vainas beneficiadas de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews en la
Huasteca hidalguense, México.

Caodigo Variable fisicoquimica Unidades*
L Luminosidad Adimensional
Croma Croma Adimensional
Hue Hue Grados
Anc Ancho mm
Long Longitud cm
Gros Grosor mm
Aw Actividad de agua Adimensional
%H Humedad %
pH pH Adimensional
FIG Firmeza/Grosor g mm-1
FIA Firmeza/Ancho g mm?
F/L Firmeza/Longitud gcm?
Glu Glucosa %
Fru Fructosa %
Sacarosa Sacarosa %
AT Azucares solubles totales %

(Glucosa+tFructosa+Sacarosa)
* mmg= milimetros gramos fuerza*, mm=milimetros, cm= centimetros, %=

porcentaje

Las variables se evaluaron como se describe a continuacion:

Color: Las variables de color se evaluaron con un colorimetro ColorFlex Hunter
Lab®. Se analizaron colocando cuatro vainas completas y cubriéndolas con una
tapa cilindrica de foamy, se realizaron dos repeticiones por cada par de vainas
beneficiadas. Con base en los resultados obtenidos de los espectros L*, a* y b*
(L*= Luminosidad del color, a*= posicion entre rojo y verde, b*= posicion entre
amarillo y azul) se determinaron los valores de Hue y Croma. Hue expresa el
angulo de tono o el color con valor entre 0 a 360° y Croma la intensidad,
saturacién o pureza del color; las cuales contribuirdn a proporcionar una mejor
descripcion de las caracteristicas del color de la vaina a través de las siguientes
ecuaciones:
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Croma = (a **+ b x2)1/2
Hue = arctan(b */a *)
Longitud (cm), grosor (mm) y ancho (mm): estas variables fueron medidas con

un vernier digital Marca Mitotuyo®.

Firmeza/Longitud, Firmeza/Grosor, Firmeza/Ancho: la firmeza de las vainas se
determiné con un Texturémetro TA.XT. Plus Texture Analyser® (Ver Anexo A), se
empled la punta SMS P/0.5 de 4 cm de largo por 1.2 cm de diametro, colocando la
vaina sobre una base cilindrica hueca de 3.5 cm de alto por 2.1 cm de diametro
interno, a partir del punto maximo de flexion obtenido en cada muestra se
obtuvieron indices que expresan la relacion de firmeza entre cada una de las
dimensiones de las vainas. El equipo se calibr6 a una velocidad de 5 mm s,
distancia de 8 mm, distancia de retorno de 2 mm, velocidad de retorno de 10 mm
sty una fuerza de contacto de 0.1 g. Ademas de una velocidad de adquisicién de

25 puntos por segundo y un tiempo de prueba tipico de 150 segundos.

Actividad de agua (Aw): se evalud al colocar un trozo de vaina beneficiada de
aproximadamente un centimetro en el equipo AQUALAB PRO vy realizando cuatro
repeticiones por cada colecta.

Porcentaje de humedad (%H): se determind colocando aproximadamente 500
mg de vaina beneficiada molida en una termobalanza Ohaus MB35 vy realizando

cuatro repeticiones por cada sitio de colecta.

pH: la lectura se realiz6 de manera directa sobre un segmento de la vaina con un

potenciometro Hanna Instruments pH211.

Glucosa, fructosa y sacarosa: Se obtuvieron de acuerdo al método enziméatico
descrito por Scholes et al. (1994), realizando lecturas en un espectrofotometro de

microplacas UV/VIS (Varioskan Flash Thermo Scientific®), (Ver Anexo B).
2.2.6 Compuestos aromaticos

Para evaluar las caracteristicas de calidad aromaticas de las vainas beneficiadas

de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews de la Huasteca de Hidalgo se tomaron
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como base los cuatro compuestos mayoritarios que conforman el aroma (acido p-
hidroxibenzoico, p-hidroxibenzaldehido, acido vanillico y vainillina), de los cuales
se obtuvieron sumatorias e indices para mostrar la proporcibn en que se
encuentran los compuestos minoritarios (&cido  p-hidroxibenzoico  p-
hidroxibenzaldehido y &cido vanillico) con respecto a la vainillina, compuesto de
mayor concentracion; dando un total de 10 variables evaluadas, las cuales se

describen en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Variables utilizadas para evaluar las caracteristicas aromaticas en
vainas beneficiadas de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews en la
Huasteca hidalguense, México.

Cédigo Variable aromatica Unidades”
C1l Acido p-hidroxibenzoico ppm
C2 Acido vanillico ppm
C3 p-hidroxibenzaldehido ppm
C4 Vainillina ppm
SCM Acido p-hidroxibenzoico + Acido opm
vanillico + p-hidroxibenzaldehido
(Acido p-hidroxibenzoico + Acido
>CM/C4 vanillico + p-hidroxibenzaldehido)/ %
vainillina
Cl/C4 Acido p-hidroxibenzoico/vainillina Adimensional
C2/C4 Acido vanillico/vainillina Adimensional
C3/C4 p-hidroxibenzaldehido/vainillina Adimensional

(Acido p-hidroxibenzoico + Acido
vanillico)/vainillina
*ppm = partes por millén (mg Kgt), % = Porcentaje

(C1+C2)/C4 Adimensional

La cuantificacion de las cuatro principales variables aroméaticas de las vainas
beneficiadas se llevo a cabo mediante el analisis de extractos etandlico-acuosos
por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC por sus siglas en inglés) obtenidos mediante el proceso
de extraccion e inyeccion modificado de Cicchetti y Chaintreau (2009), como

sigue:

Las vainas beneficiadas, previamente congeladas, fueron trituradas en un molino
de carga (Krups GX4100) hasta lograr una molienda uniforme. Se pesaron 50 mg

de vaina beneficiada molida en viales de vidrio. A los viales con la muestra se
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agregaron 18 mL de una solucion compuesta por agua y etanol grado HPLC en
proporcion 1:1. Se agitaron manualmente durante algunos segundos,
posteriormente se coloc6 un magneto en cada vial y se sometieron a agitacion
durante 30 minutos en una parrilla magnética a velocidad 6, transcurridos este
lapso los viales se llevaron a refrigeracién durante 24 horas. Posteriormente los
extractos se agitaron durante cinco minutos y se tomé un mililitro de muestra con
una jeringa para filtrarla con ayuda de un acrodisco (PALL Life Science,
membrana GHP, 13 mm, 0.45 um) y se colocé en viales de dos mililitros con tapa

de rosca con septa pre-perforada (Ver Anexo C).

Una vez obtenidas las muestras se procedio a la inyeccion de la muestra en un
cromatdgrafo bajo las siguientes condiciones: columna (Perkin Elmer C18 5, 250
X 4.6 mm) 1.5 mL min, fase movil isocratica (25% metanol-75% HzPO4 102 M),
solucion metanol grado HPLC-agua (50-50), tiempo de corrida (20 min) y detector
UV/VIS a 254 nm (Series 200, Perkin EImerTM). Para identificar y cuantificar los

compuestos fendlicos se emplearon sustancias puras.

La solucion estandar se preparo en una solucién etanol: agua (1:1) con 500 pg mL-
1 de vainillina (3 metoxi-4-hidroxibenzaldehido); y 100 pg mL*? de &acido 4-
hidroxibenzéico, 4-hidroxibenaldehido y acido vanillico (acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzoico) (Sigma-Aldrich, USA). A partir de esta mezcla se realizaron las
diluciones necesarias para la obtencion de las curvas de calibracion (Ver Anexos
DyE).

2.2.7 Anélisis estadistico de variables

Para el andlisis de las variables se utilizaron dos disefios estadisticos, en el primer
caso se considero el efecto de 15 variables fisicoquimicas en la dispersion y
agrupacion de 14 colectas con cuatro repeticiones en cada caso dando un total de
56 muestras. En el segundo disefio se evaluaron 10 variables aroméaticas en 14

colectas con cuatro réplicas en cada colecta con un total de 56 muestras.

Ambos casos se analizaron a través del procedimiento PROC GLM y PROC
ANOVA, con los cuales se obtuvieron las medias y coeficientes de variacion, Se
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llevé a cabo una prueba de medias mediante la prueba de Tukey. Se realiz6 un
andlisis de componentes principales (ACP) mediante el paquete estadistico SAS
version 9.0 (SAS 2002) y un analisis de Cluster a través de distancia media entre
conglomerados basado en el promedio de las variables estudiadas. Se realizo
también la prueba de correlacion de Pearson para determinar el grado de

asociacion entre variables fisicoquimicas y entre arométicas.

En la prueba de asociacion de variables se establecié una hipétesis nula (Ho) que
establece que el valor de la correlacion es igual a cero y una hipoétesis alterna (Ha)

gue indica una correlacion diferente de cero.
Ho:r=0
Ha:r#0

Dado que la hipétesis nula implica que las dos variables sometidas a prueba no se
asocian, en esta prueba se evalué la posibilidad de rechazar dicha hipoétesis; su
rechazo o no aceptacion ocurre cuando el valor del coeficiente de correlacion de
Pearson calculado con los datos supera el valor critico del coeficiente de
correlacion establecido previamente en tablas estadisticas, de esta manera, si Ho
se rechaza se concluye que probablemente existe una asociacion real entre el par

de variables estudiadas.
Con base a la formula,
G.L.:n—2
Donde:
G.L.: Grados de libertad
n= numero de colectas evaluadas

G.L.:14—-2=12
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y los valores criticos del coeficiente de Correlacion de Pearson establecidos en
tablas con una significancia de 0.05 el valor obtenido es 0.532. Este valor seré

utilizado posteriormente en la prueba de hipotesis de los datos obtenidos.

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Andlisis estadistico de variables fisicoquimicas

El andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas en vainas beneficias de V.
planifolia Jacks. ex Andrews mostro coeficientes de variacion (CV) entre 1-20%,
siendo la relacion firmeza/ancho y la concentracion de fructosa las variables que
tuvieron los coeficientes mas altos (18.84 y 19.29%, respectivamente); mientras
que los coeficientes de variacion mas bajos los mostraron Hue (1.35%), Aw
(1.15%), pH (3.72%) y longitud de la vaina (4.93%). Ademas se detectaron
diferencias altamente significativas en las variables fisicoquimicas evaluadas en

las diferentes colectas analizadas (P<0.001) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Medias y coeficientes de variacion de las 15 variables fisicoquimicas
evaluadas en Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews en 14 sitios de
colecta de la Huasteca hidalguense, México.

Coeficiente Cuadrados medios
Variable Media de variacion

(CV) Colecta Error
Luminosidad  16.5393 6.0337 4.8427**  0.9959
Croma 4.1102 10.9765 1.3064**  0.2035
Hue 229.8219 1.3515 54.0929***  9.6479
FIG 36.3071 16.7828 344.9977**  37.1286
F/L 7.9369 15.0395 11.2936***  1.4249
FIA 18.3474 18.8394 87.1092***  11.9476
Aw 0.8660 1.1506 0.0065***  0.0001
%H 28.2565 8.9620 142.0798**  6.4128
pH 5.0522 3.7239 0.2248**  0.0354
Ancho 7.2063 10.9088 1.9016** 0.6180
Longitud 16.2082 4.9321 7.9885**  0.6391
Grosor 3.4707 12.6072 0.6954** 0.1915
Glucosa 6.3091 14.4078 48.6013***  0.8263
Fructosa 4.0701 19.2880 30.5909***  0.6163
Sacarosa 3.8871 15.6540 15.3008***  0.3703
AT 14.2663 12.1534 230.7510***  3.0060

"P<0.0001, **P<0.001
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Las variables agrupadas a través de la prueba de Tukey (a=0.05) mostraron gran
variacion entre las colectas de vainas beneficiadas. En el caso de la Luminosidad
(L) se hizo evidente la formacion de cinco grupos siendo Coacuilco (S4) la colecta
que presentd vainas mas brillantes y Huizotlaco (S2) las de menor brillo con
valores de 18.62 y 13.87, respectivamente. La evaluaciéon de la variable Croma,
que corresponde al grado de saturacion o pureza del color, mostré la formacion de
siete grupos, lo cual demuestra la amplia variedad de intensidad de color que
presentaron las vainas. De esta manera, Tlaneplantla (S14) fue la colecta con
vainas con colores mas saturados, mientras que Poxtla (S11) y Contepec (S8)
mostraron los valores méas bajos, es decir, tienen tonos mas grises y por tanto

menos brillantes (Cuadro 5).

Considerando que Hue define la pureza del color, fue posible determinar la
formacion de cinco grupos, siendo Tezéhual (S13) y Huizotlaco (S2) los sitios con
valores mas altos en esta variable y por tanto sus vainas mostraron colores mas
obscuros mientras que las colectas de Contepec (S7 y S8) mostraron los valores

mas bajos, por lo que su color es mas claro.

El indice de firmeza respecto al grosor de las vainas (F/G) formaron seis grupos, el
primer grupo definido por la colecta de Coacuilco (S4) fue el que mostré el valor
mas alto, cabe destacar que esta colecta mostro vainas con mas de 3.8 mm y un
porcentaje de humedad superior a 30% lo cual contribuye a proporcionarles mayor
firmeza y flexibilidad. La relacion Firmeza/Longitud (F/L) formé siete grupos, el
primero de ellos conformado por las colectas de Coacuilco (S4 y S9) mostro los
valores mas altos en este indice; por otra parte, la relaciébn Firmeza/Ancho (F/A)
formd seis grupos en los cuales las colectas de Coacuilco (S4 y S9) corresponden
al grupo con el valor mas alto. Puede observarse que estas colectas mostraron
vainas con mayor tamafo, anchura y porcentaje de humedad lo cual aporta

firmeza y flexibilidad, caracteristicas deseadas en vainas beneficiadas.

La evaluacién del ancho de las vainas (Anc) formd tres grupos, el primero
concentrd en su mayoria colectas provenientes de Huejutla de Reyes (Coacuilco,

Ichcatepec y Contepec) y Atlapexco (Huizotlaco y San Isidro) asi como las vainas
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de Jaltocan (Tlanepantla) con rangos de ancho de 7.22 a 8.03 mm. El segundo
grupo incluyo las colectas de Poxtla (S11 y S12), Tez6hual (S13) e Itzocal (S1)
mostrando vainas con grosor de 6.53 a 7.01 mm y el tercer grupo fueron las

vainas colectadas en Huizotlaco (S2).

En relacion a la longitud (Long) de las vainas, se observo la formacion de seis
grupos. El primero incluye la colecta de Coacuilco (S4) con vainas de 18.08 cm de
longitud (Cuadro 5), el segundo formado por Coacuilco (S10), Poxtla (S12) y
Tlanepantla (S14) con vainas de 15.70 a 15.76 cm de largo; un tercer grupo
estuvo formado por Ichcatepec (S6) con vainas de 17.85 cm. El grupo mas
extenso incluyé las colectas de Huizotlaco (S3), Itzocal (S1), Coacuilco (S9), San
Isidro (S5) y Huizotlaco (S2) con longitudes de 16.60 a 17.63 cm, el quinto grupo
conformado por Poxtla (S11) y Contepec (S7) mostré vainas de 15.96 a 16.08 cm
y por ultimo las colectas de Contepec (S8) y Tezohual (S13) integraron el grupo
con vainas de menor tamafo (13.40 a 13.60 cm).Por su parte, la NOM-182-SCFlI-
2011, describe que la longitud para vainas debe ser >15 cm, de acuerdo con lo
anterior todas las colectas, con excepcion de S8 y S13, cumplieron con las

caracteristicas establecidas.

El grosor de las vainas (Gros) formdé cinco grupos, siendo el mas extenso el
integrado por Coacuilco (S4 y S10), Tlanepantla (S14), Ichcatepec (S6),
Huizotlaco (S3), Itzocal (S1) y San Isidro (S5) mostrando vainas de 3.36 a 3.83
mm de grosor. El segundo grupo mas amplio tuvo un grosor 3.07 a 3.16 mm
siendo conformado por Contepec (S7), Tez6hual (S13) y Contepec (S8); Poxtla
(S11) y Huizotlaco (S2) formaron el tercer grupo con vainas entre 2.87 a 2.95 mm.
Poxtla (S12) y Coacuilco (S9) representan el cuarto y quinto grupo,
respectivamente, con grosor de 4.03 mm y 4.26 mm (Cuadro 5). De manera
general se considera que las vainas colectadas en Coacuilco (S4) fueron las que
fisicamente mostraron las mejores caracteristicas tanto en tamafio como en

flexibilidad y firmeza lo cual proporciona una importante caracteristica de calidad.

Variables quimicas de las vainas como la actividad de agua (Aw) permitid la

formacion de cinco grupos siendo las colectas de Coacuilco (S4, S9 y S10),
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Tlanepantla (S14), Huizotlaco (S3) y San Isidro (S5) las colectas correspondientes
al primer grupo con valores entre 0.89 y 0.90, con lo cual podria considerarse que
se incrementa en riesgo de proliferacion de hongos. Asimismo, Itzocal (S1), Poxtla
(S11), Contepec (S7 y S8) y Tezohual (S13) corresponden al segundo grupo con
Aw entre 0.84 y 0.86, Poxtla (S12) e Ichcatepec (S6) formaron el tercer y cuarto
grupo con valores de 0.88 y 0.86, respectivamente; mientras que Huizotlaco (S2)
fue la colecta de vainas con menor actividad de agua (0.75) haciéndola menos
propensa al desarrollo de microorganismos que alteren su calidad. Sin embargo,
dado que la Aw se relaciona directamente con el porcentaje de humedad,
consecuentemente esta colecta mostré el menor contenido de humedad lo cual

genera vainas quebradizas y de menor calidad.

La evaluaciéon del contenido de humedad en las vainas (%H) fue muy variable,
puesto que formd 12 grupos con porcentajes de 16.34-36.68 %, la NOM-182-
SCFI-2011 indica un porcentaje de humedad entre 25-38 %. De esta manera,
todas las colectas con excepcion de S2, S6, S11 y S13 se encuentran dentro de
este rango(Cuadro 5); Coacuilco (S9) fue la colecta con mayor porcentaje de
humedad (36.68%), lo cual coincide con su alto valor de actividad de agua (0.90)
incrementando el riesgo de proliferacibn de microorganismos; por el contrario,
Huizotlaco (S2) mostré el contenido de humedad mas bajo (16.34%) , lo que
corresponde a una consecuente baja actividad de agua (0.75). Lo anterior lleva a
concluir que las vainas menos gruesas y anchas poseen poca materia seca, lo

cual afecta su calidad final.

Al evaluar la acidez de las diferentes colectas (pH) se observo la formacion de
siete grupos, de forma que la colecta de San Isidro (S5) mostré el valor de pH mas
alto y por tanto menor acidez, mientras que las vainas de Tezéhual (S13) y
Contepec (S8) presentaron los valores de pH més bajo indicando mayor acidez lo
cual reduce la proliferacion de microorganismos que afecten la calidad de las

vainas.

Con respecto a la concentracion de azlcares en las vainas se encontré alta

variabilidad entre las muestras. Se identificaron valores del 22.91 y 22.06 % en las
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vainas de Poxtla (S11) y Contepec (S8) respectivamente, hasta 7.29 % en las
vainas de Ichcatepec (S6). En general la proporcion de los azucares coincide con
lo reportado por Xochipa et al. (2016) y Zamora-Flores et al. (2016) en donde el
azucar predominante es la glucosa, seguida de la fructosa y finalmente la
sacarosa. Esta proporcion de azlcares solubles pudo ser consecuencia del tipo de

beneficiado que experimentan las vainas.

Por otra parte, la concentracion de azUcares solubles totales (AT) en las vainas
beneficiadas evaluadas mostré6 cinco grupos de manera que Poxtla (S11) y
Contepec (S8) fueron las colectas con mayor concentracion de azlcares solubles
totales (entre 22.06 y 22.91%) lo cual indica que son las vainas mas dulces
(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Prueba de medias para las variables fisicoquimicas evaluadas en Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews en 14
sitios de colecta de la Huasteca hidalguense, México.
Siti Variables
o L Croma Hue FIG F/L FIA Aw Anc Long Gros %H pH Glu Fru Sac AT
S4 18.622 4628 230.98%° 53157 10512  23.02% 0.892 8.03% 18.08®  3.833c 3279%c 543  744bc 5156 407  16.65°
S10  17.24%  4.41%c  229.653c 34,04  7.41bc  16.29°¢ (0.898  7.412  15.76° 3.363c  32.14%cd 4 ggd 6.58  3.15¢ 2994 1273
S12  17.21% 3734 22696  34.88°°  8.85%c 20.10° 0.88% 6.94%  1575° 4.03%  27.17%0f  504bed 7640 408% 410  15.82P
S14  17.08® 40912 230.228c  36.62°  8.54%c 1903 (0.89%  7.228  15.70° 3.79%c  3251%cd 490 3.640 313" 2700  9.46%
S6 16.89%  4,09%cd  227.80Pc  40.59%c  7.65%c  19.92°c Q.86  7.482  17.85% 3593  2290°%  4.98°d 2920 1519 2879  7.29°
S3 16.81%  4.83%  232.18% 3413  g.16%c 17.12°¢ (0892  7.63%  17.08%c  3.54ac 34343 5.343bc  413%%9 2550 2749  94pd
s1 16.80%  3.42c 227.86%  27.79%¢  6.19%  13.42¢4 0.85¢  7.01% 16.83%c  3,63%c  2653%0 491 7.39%¢ 570 448>  17.57°
S9 16.51%  4.23%cd  237793c 4883 10542 28.69% 090  7.502  17.63%c  426°  36.68° 5.12abcd  448%" 2580 2591  9p4d
S11  16.31%c  3.26¢ 230.19%c  35.22bc  7pbed 1438 (084°  679% 16.08  2.87°  20.31% 4.94 9.822 7312  579° 22912
s7 16.23%c  3.gabed  224.41c  37.74bc  7.973c  17.86bd 0.86°  7.432 1596k  3.14bc  30.06bd  521abed  717bc  415d  g192  17.52P
S5 16.17°¢  4.20%cd  2p9.773bc 47,08  9E5®  21.87%c (0892  7.822  17.13%c  355ac  pgoghd 5502 5.26%  3.35¢  269¢  11.30¢
S13 1563  4.66%  236.76%  35.33c  8.04%c 2183 (084°  6.53%  13.60¢ 3.16bc 21879 4.77d 3550  1.699  4.05c  9.30%
S8 15.47  3.19¢ 223.81°  28.75%  6.60¢ 1059 0.85¢  7.58%  13.40¢ 3.07c  28.10%%  4.80¢ 10.00®8  6.04%c 6,012  22.062
s2 13.87° 3.873cd 235912  16.42¢ 4320 1473 0759 527>  16.60%°  2.95¢  16.34" 5.10%cd 827>  §.70% 3250  18.22°

Nota: Letras diferentes por columna indican diferencia estadistica, Tukey (a=0.05). S4, S9 y S10: Coacuilco, S11 y S12: Poxtla, S14: Tlanepantla,
S6: Ichcatepec, S3: Huizotlaco, S1: ltzocal, S7 y S8: Contepec, S5: San Isidro, S13: Tezéhual, S2: Huizotlaco. L: Luminosidad, F/G:
Firmeza/Grosor, F/L: Firmeza Longitud, F/A: Firmeza/Ancho, Aw: Actividad de agua, Anc: Ancho, Long: Longitud, Gros: Grosor, %H: Porcentaje de
humedad, Glu: Glucosa, Fru: Fructosa, Sac: Sacarosa, AT: AzUcares totales.
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2.3.2 Distribucidén de la variacion de variables fisicoquimicas

El analisis de componentes principales determiné que la distribucion de la variacion de

los 15 caracteres fisicoquimicos de las 14 colectas evaluadas a través de los primeros

tres componentes explico 81% de la variacion total (Cuadro 6). EI CP1 aporté 50% de

la variacion total y fue definido por la relacion de firmeza asociadas con las

dimensiones de las vainas (F/G, F/A, F/L), actividad de agua (Aw) y azUcares solubles

totales (AT).El segundo componente (CP2) aportd 20% de la variacion total y estuvo

asociado con las variables Hue, ancho de las vainas (Anc) y la concentracion de

sacarosa (Sac), por ultimo, el CP3 determiné aproximadamente 11% de la variacion,

representado por variables como la longitud de las vainas (Long) y el pH (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores propios, proporciéon de las variacidn totales y variacion acumulada
de las variables fisicoquimicas en las tres dimensiones de la
caracterizacion de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews de la Huasteca
hidalguense, México.

VARIABLE COMPONENTES PRINCIPALES (CP)

CP1 CP2 CP3

Croma 0.269674 -0.258754 -0.040117
Hue 0.039601 -0.459932 0.248486
FIG 0.293418 0.226395 0.104380
F/IA 0.302063 -0.066666 0.157991
F/L 0.312063 0.203656 0.041058
Aw 0.292495 0.256256 -0.230408
Anc 0.234076 0.37511 -0.152154
Long 0.178285 0.031359 0.561342
Gros 0.284798 0.086382 0.050913
%H 0.267511 0.252743 -0.123227
pH 0.170204 0.135671 0.549427
Gluc -0.275038 0.304135 0.183088
Fruc -0.281305 0.205098 0.330099
Sac -0.240872 0.322943 -0.127483
AT -0.290549 0.297277 0.17139
Valor propio 7.5363 3.0693 1.6330
Proporcion variacion total 0.5024 0.2046 0.1089
Variacién acumulada 0.5024 0.7070 0.8159

Los valores marcados en negritas indican las variables que representan mayor influencia en cada

componente principal
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Con base en la distribucion espacial de los tres primeros componentes principales se
observo la formacion de cuatro grupos (Figura 2), de acuerdo con el CP1 se determiné
que los sitios con vainas mas firmes respecto a sus dimensiones (F/G, F/A y FIL),
actividad de agua (Aw) y azucares solubles totales (AT) se distribuyen en los grupos
Gll y Glll ubicados en la parte superior del eje, mientras que los sitios con menor valor

en estas variables se localizaron en la parte inferior (Gl y GIV).

El CP2 incluyo la variable de color Hue, ancho de vaina (Anc) y concentracion de
sacarosa (Sac), de esta manera los sitios con valores mas altos en estas variables se
localizan en el grupo Gl ubicado en la region positiva del eje. Respecto al CP3, se
consideré que la longitud de las vainas (Long) y el pH fueron las variables mas
representativas en este componente, por lo cual los grupos Gll y GIV localizados en la

region positiva del eje presentaron los valores més altos en dichas variables (Figura 2).
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Figura 2. Dispersion de 14 sitios de colecta de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews
de la Huasteca hidalguense, México con base en los tres primeros
componentes principales del analisis de 15 variables fisicoquimicas
agrupadas por medias poblacionales.
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2.3.3 Agrupacion de la variacion de variables fisicoquimicas

El andlisis de conglomerados mantuvo la misma agrupacion que el analisis de
componentes principales, realizando el corte a una distancia de 0.85 se observo la

formacion de cuatro grupos (Figura 3).

Grupo GIl: Formado por los sitios Itzocal (S1), Contepec (S7 y S8), Poxtla (S11y S12),
se caracterizd por tener concentraciones de glucosa entre 7.17 y 10%, fructosa entre
4.08 y 7.31%, sacarosa entre 4.10 y 6.19% asi como azucares solubles totales entre

15.82 'y 22.91% asi como los valores mas bajos en Cromay Hue.

Grupo GlI: El grupo mas numeroso, integrado por los sitios Coacuilco (S4, S9 y S10),
Tlanepantla (S14), Huizotlaco (S3), Ichcatepec (S6) y San Isidro (S5). Mostraron las
vainas con mayor firmeza (F/G, F/A 'y F/L), longitud (Long), grosor (Gros) y ancho (Anc)
asi como concentracion de glucosa entre 2.92 y 7.44%, fructosa entre 2.55 y 5.15%,
sacarosa entre 2.59 y 4.07% y azUcares solubles totales entre 7.29 y 16.65%. Por otro
lado, presentaron valores medios de actividad de agua (Aw) y porcentaje de humedad

(%H) ademas de las vainas con valores mas altos de pH.

Grupo GllII: Representado por Tez6hual (S13), contiene las vainas con el valor mas alto
de Hue, valores medios en Croma, las vainas de menor longitud y pH asi como la

menor concentracion de fructosa y concentracion media de sacarosa.

Grupo GIV: Conformado por Huizotlaco (S2) se caracteriz6 por tener las vainas con los
indices mas bajos de firmeza respecto a las dimensiones de las vainas, de menor
tamafio, grosor, ancho, actividad de agua (Aw) y porcentaje de humedad (%H) asi

como valores medios de glucosa (Glu), fructosa (Fru) y azlcares solubles totales (AT).

49



SITIO

Itzocal (S1)
Poxtla (S12)

- Contepec (S7)
Poxtla (S11)

Contepec (S8)

|

!

|

}

| :

Coacuilco (S10) :
Huizotlaco (S3) . . I |
|

|

|

:I I_ |

|

|

I

|

[ -} Ichcatepec (s6) [ B | 1] | I

Coacuilco (S4)
San Isidro (S5)
Coacuilco (S9)

GIV

11 i |

I T
< N s o < < N
o o o o - -

Distancia media entre

conglomerados

0.2
4

1.4+

1.6-

Croma
Hue
F/G
F/L
F/A
Gros
Aw
Anc
%H
Long
pH
Glu
AT
Fru
Sac

Figura3. Dendrograma de 14 sitios de colecta de Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews en la Huasteca hidalguense, México basado en el promedio de
15 variables fisicoquimicas y agrupado por similitud de distancias. La
intensidad en el color indica valores mas altos en cada variable.

2.3.4 Andlisis estadistico de variables del aroma

El analisis estadistico realizado mostré diferencias significativas (P<0.0001) en las diez
variables aromaticas evaluadas en las vainas beneficiadas, presentaron coeficientes de
variacion entre 7 y 23%. La relacion acido p-hidroxibenzoico/vainillina (C1/C4) fue la
variable que mostro el coeficiente de variacion mas alto (23.3%), mientras que el indice
compuestos menores/vainillina (ZCM/C4) tuvo el coeficiente de variacibn méas bajo
(7.5%) (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Medias y coeficientes de variacion de las 10 variables aromaticas
evaluadas en Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews en 14 sitios de colecta
de la Huasteca hidalguense, México.

Cuadrados medios

Coeficiente
Variable Media de Sitio Error
variacion

Acido p-hidroxibenzoico (C1 -
(ppm) P v 245 137225 4207 1130
Acido vanillico (C2) (ppm) 790 11.3994 131054*** 8119
p-hidroxibenzaldehido (C3)(ppm) 575 13.1030 143696*** 5685
Vainillina (C4) (ppm) 18008 10.5715 36428987** 3624028
2CM (C1+C2+C3) (ppm) 1611 7.5926 560730*** 14957
2CM/C4 0.09 13.2238 0.0017*** 0.00014
C1l/C4 0.02 23.3126 0.0002*** 0.00001
C2/C4 0.05 18.5382 0.0005*** 0.00007
C3/C4 0.03 12.9977 0.0002*** 0.00002
(C1+C2)/c4 0.06 17.6201 0.0011*** 0.00011

***P<0.0001

Con base en los resultados de la prueba de medias (Tukey, a=0.05) gran variacién
entre las variables aromaticas evaluadas. La concentracion de acido p-hidroxibenzoico
form6 siete grupos, destacando el primero grupo formado por San Isidro (S5) y
Tezo6hual (S13) por tener la concentracibn mas alta en este compuesto, 506.14 y
462.30 ppm, respectivamente.

El &cido vanillico presenté amplia diversidad en su contenido puesto que se observo la
formacion de nueve grupos con concentraciones entre 471.19 y 1097.78 ppm (Cuadro
8). Por su parte, el contenido de p-hidroxibenzaldehido formé cinco grupos, de manera
gue el primer grupo conformado por San Isidro (S5), Coacuilco (S4, S9 y S10),
Tlanepantla (S14), Ichcatepec (S6) Huizotlaco (S2 y S3) y Poxtla (S12) mostr6 la
concentracion mas baja entre 410.28 y 535.96 ppm. Respecto al contenido de vainillina
se observd un amplio rango de variacién al formar 12 grupos con concentraciones que

oscilaron entre 14740 y 22390 ppm.

Se observa que las vainas de las colectas de Huizotlaco (S3) y Coacuilco (S4 y S9)

tuvieron contenido de humedad superior a 30%, no obstante, mostraron la menor
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concentracion de vainillina. Por otra parte, las colectas de Ichcatepec (S6) y Poxtla
(S11) con un porcentaje de humedad de aproximadamente 20% mostraron

concentraciones de vainillina ligeramente superiores a 2%.

De igual manera puede observarse que la colecta de Huizotlaco (S2) tiene el contenido
de humedad mas bajo (16.34%) asi como una baja concentraciéon de vainillina
(aproximadamente 1.7%) que indican que las vainas en principio fueron de bajo calibre
y al ser sometidas al beneficio y consecuente deshidratacion se obtienen vainas de
menor calidad fisica y aromatica. Estas diferencias pueden indicar que aspectos como
el manejo del cultivo asi como la madurez a la cosecha pueden influenciar la calidad de

las vainas.

Por otra parte, de acuerdo con lo reportado por Salazar-Rojas et al. (2011) la
proporcién en que se encuentran los compuestos menores del aroma (C1+C2+C3) en
relacion al contenido de vainillina (compuesto mayoritario, C4), con valor mayor o igual
a 12% hace referencia a una caracteristica propia de las poblaciones silvestres, por lo
cual podria considerarse que las colectas de San Isidro (S5) y Tezéhual (S13) poseen

caracteristicas aromaticas de un ejemplar silvestre.

De igual manera las colectas con proporciones de compuestos menores entre 9y 11%
hacen referencia a una importante participacion de compuestos menores. En
comparacion a la NOM-182-SCF-2011 las concentraciones de acido p-hidroxibenzoico
y acido vanillico mostraron valores muy superiores a lo establecido, el p-

hidroxibenzaldehido presenté valores mas cercanos a lo indicado en la norma.

Asimismo el contenido de vainillina la norma establece un contenido minimo de 20000
ppm (2%), no obstante, sélo las colectas de Tezohual (S13), Contepec (S7 y S8),

Ichcatepec (S6), Poxtla (S11) e Itzocal (S1) cumplieron esta especificacion.

De acuerdo con Odoux (2011), un alto contenido de acido p-hidroxibenzoico y acido
vanillico proporcionan a las vainas beneficiadas caracteristicas sensoriales de aroma y
sabor ahumado y notas fendlicas resultando en caracteristicas indeseables; mientras
gue el alto contenido de p-hidroxibenzaldehido y vainillina aportan aroma y sabor

avainillado, lo cual representa caracteristica deseables en vainas beneficiadas de
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calidad. De acuerdo con esto, las colectas de San Isidro (S5) y Tezohual (S13)
mostraron la mayor concentracion de &cido p-hidroxibenzoico y acido vanillico y por
tanto son las colectas con aroma y sabor mas ahumado, asimismo, las vainas
colectadas en Ichcatepec (S6) y Contepec (S7) tuvieron la concentracion mas alta de p-
hidroxibenzaldehido y vainillina con lo cual se considera que son las colectas de mejor

calidad aromatica (Cuadro 8).

Cuadro 8. Prueba de medias para las variables aromaticas evaluadas en Vanilla
planifolia Jacks. ex Andrews en 14 sitios de colecta de la Huasteca
hidalguense, México.

VARIABLES
Sitio Cl(ppm) C2(ppm) C3(ppm) C4 (ppm) ZC(I;:)/)C4
S5 506.142 60.4(Qbcde 495.83¢ 136009 142
S13 462.308  1097.782 877.562°  203493bcd  1pab
S8 352.14>  966.912%° 747.08°  20019abcde  17bc
S10 260.30¢  908.482bcd 451.629  16057defa  1Qbcd
S4 252.72°4  664.85° 496.679  15369¢f Qgbede
S14 214.43%% 696.83% 477.429  16242cd gede
S6 193.23%%  1067.332 535.469 216862 gede
S2 192.70¢%  648.33¢f 429.109  17011bcdelg  gde
S7 189.11°%% 649.91°¢f 936.122  208413°c gcde
S11 182.12¢d  760.2]1¢de 858.98%° 223902 gede
S1 175.75%  766.96¢d 567.75°0  208483¢ 7de
S3 148.30° 471.19 410.289 15148 7¢
S9 144.57¢  646.60° 440.78¢ 147409 Qgcde
S12 139.67¢  742.11¢% 455.059  19758abcdef  7e
13600-
Rango 140-506 471-1098 410-936 52390 7-14
NOM-182- 20000
SCFI-2011 58-100 219-498 411-861 (minimo)

Letras diferentes por columna indican diferencias estadisticas, Tukey (a=0.05). S5: San Isidro,
S13: Tez6hual, S7 y S8: Contepec, S4, S9 y S10: Coacuilco, S14: Tlanepantla, S6: Ichcatepec,
S2 y S3: Huizotlaco, S11 y S12: Poxtla, S1: Itzocal. C1: acido p-hidroxibenzoico, C2: &cido
vanillico, C3: p-hidroxibenzaldehido, C4: vainillina; C1+ C2/C4: acido p-hidroxibenzoéico + &cido
vanillico /vainillina. YCM: Sumatoria de compuestos menores. Letras diferentes por columna

indican diferencia estadistica, Tukey (a=0.05).

2.3.5 Distribucién de la variacion de variables aromaticas
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Con base en el analisis de componentes principales se determind que con los tres
primeros componentes principales se explica aproximadamente 98% de la variacion
total en las variables evaluadas. El primer componente principal (CP1) aport6 58%
tomando como principales variables la concentracién de &cido p-hidroxibenzoico (C1),
la proporcion de los &cidos p-hidroxibenzoico y vanillico respecto a la vainillina
((C1+C2)IC4) y la proporcion &cido p-hidroxibenzoico/vainillina (C1/C4).

El segundo componente principal (CP2) explico 27% de la variacion total siendo
definido principalmente por la concentracion de p-hidroxibenzaldehido (C3) y vainillina
(C4), el tercer componente principal (CP3) contribuyd con 12% de la explicaciéon
tomando como variables la concentracion de &cido vanillico (C2) y proporcion p-
hidroxibenzaldehido/vainillina (C3/C4) (Cuadro 9).

Cuadro 9. Valores propios, proporcion de la variacion total y variacion acumulada de
las variables aromaticas en las tres dimensiones de la caracterizacion de

Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews de la Huasteca hidalguense, México.

COMPONENTES PRINCIPALES

VARIABLE (CP)
CP1 CP2 CP3

Acido p-hidroxibenzoico (C1) 0.399503 -0.057372 -0.121787
Acido vanillico (C2) 0.308650 0.147256 0.555042
p-hidroxibenzaldehido (C3) 0.147630 0.547208 -0.198341
Vainillina (C4) -0.19830 0.537575 0.372925
2CM (C1+C2+C3+C4) 0.344121 0.324212 0.127125
2CM/C4 0.400065 -0.077518 -0.189898
Cl/C4 0.362810 -0.224153 -0.182913
C2/C4 0.342462 -0.234126 0.333350
C3/C4 0.225445 0.340918 -0.546484
(C1+C2)/C4 0.380443 -0.232793 0.056901
Valor propio 5.814808 2.741666 1.237163
Proporcién variaciéon total  0.5815 0.2742 0.1237

Variacion acumulada 0.5815 0.8556 0.9794

Los valores marcados en negritas indican las variables que presentan mayor

influencia en cada componente principal
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La distribucion espacial de las colectas evaluadas definida por los tres primeros
componentes principales determinaron que los sitios con mayor proporcion de
compuestos menores respecto a la vainillina (XCM/C4), concentracion de acido p-
hidroxibenzoico (C1) y de los acidos p-hidroxibenzoico y vanillico respecto a la vainillina
((C1+C2)/C4) asi como la proporcién acido p-hidroxibenzoico/vainillina (C1/C4) se

localizan en los grupos Glll y GIV ubicandose en la parte superior del grafico (Figura 4).

El CP2 distribuyd los sitios con mayor contenido de p-hidroxibenzaldehido (C3) y
vainillina (C4) en la region positiva del eje (Gll y GllI), mientras que el CP3 ubico los
sitios con mayor contenido de acido vanillico (C2) y proporcién p-
hidroxibenzaldehido/vainillina (C3/C4) en la parte positiva del eje (Glll) (Figura 4).
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Figura4. Dispersion de 14 sitios de colecta de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews
de la Huasteca hidalguense, México basada en los tres primeros
componentes principales del andlisis de 10 variables arométicas
agrupadas por medias poblacionales.
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2.3.6 Agrupacion de la variacion de variables aromaticas

Mediante el analisis de conglomerados se determiné que el dendrograma obtenido
mantuvo la misma agrupaciéon que en el analisis de componentes principales. Al
realizar el corte a una distancia de 0.85 se observo la formacion de cuatro grupos
(Figura 5).

Grupo | (GI): El conjunto mas numeroso estuvo formado por Itzocal (S1), Poxtla (S12),
Tlanepantla (S14), Coacuilco (S4, S9 y S10), Huizotlaco (S2 y S3) e Ichcatepec (S6) y
se caracterizé principalmente por mostrar la menor concentracion de &cido p-
hidroxibenzoico (C1), acido vanillico (C2) y proporciones de compuestos menores
respecto a la vainillina (XCM/C4, C1/C4, (C1+C2)/C4 y C3/C4).

Grupo Il (Gll): Integrado por Poxtla (S11) y Contepec (S7), presentd la mayor
proporcién de acido p-hidroxibenzoico, acido vanillico y p-hidroxibenzaldehido respecto

a la vainillina.

Grupo Il (Gll): Lo conforman las colectas de Tezohual (S13) y Contepec (S8), se
caracterizé principalmente por tener la proporcibn mas alta en la proporcion de
compuestos menores y la suma de acido p-hidroxibenzoico y acido vanillico respecto a
la vainillina (ZCM/C4, (C1+C2)/C4), asi como concentraciones medias de compuestos

menores y vainillina.

Grupo IV (GIV): Conformado por San Isidro (S5), se caracterizé por tener las vainas
con la mayor concentracion de compuestos menores (C1, CM/C4, C1/C4, C2/C4,

(C1+C2)/C4) asi como la menor concentracion de vainillina.
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Figura 5. Dendrograma de 14 sitios de colecta de Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews en la Huasteca hidalguense, México basado en el promedio de
10 variables aroméaticas y agrupado por similitud de distancias. La
intensidad en el color indica valores mas altos en cada variable.

2.3.7 Distribucién de la variacion en variables fisicoquimicas y aromaticas

En el analisis de componentes principales de las variables fisicoquimicas y arométicas
en conjunto, los tres primeros componentes principales proporcionaron
aproximadamente 73% de la variacion total (Cuadro 10). De esta manera el primer
componente principal (CP1) explicé 37% de la variacion total tomando como principales
variables la concentracion de vainillina, Croma, la relacion firmeza/ancho vy

firmeza/longitud, asi como la concentracion de sacarosa y azucares solubles totales.

El segundo componente principal (CP2) explicd cerca del 23% considerando como
variables la concentracion de acido p-hidroxibenzoico y la proporcidon de compuestos
menores respecto a la vainillina (XCM/C4, C1/C4 y (C1+C2)/C4); el tercer componente
principal (CP3) explicd cerca del 14% y consideré Hue y el ancho de las vainas como

variables para distribuir las colectas evaluadas (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Valores propios, proporcion de la variacién de la variacion total y variacion
acumulada de las variables fisicoquimicas y aromaticas en las tres
dimensiones de la caracterizacion de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews
de la Huasteca hidalguense, México.

COMPONENTES PRINCIPALES (CP)

Variable
CP1 CP2 CP3

C1 0.067188 0.395216 -0.026713
Cc2 -0.036480 0.324169 -0.054587
C3 -0.184453 0.206172 0.227662
C4 -0.254912 0.039260 0.098827
>CM -0.249177 0.081618 0.101893
>CM/C4 0.103055 0.389607 0.025236
cl/c4 0.138216 0.334410 -0.030389
C2/c4 0.143918 0.327858 -0.106204
C3/C4 -0.065605 0.268386 0.255734
(C1+C2)/C4 0.148403 0.348047 -0.075521
Croma 0.253636 -0.007612  -0.161349
Hue 0.071004 0.030070 -0.401086
FIG 0.242410 0.032699 0.291207
FIA 0.258481 -0.018942 0.030604
F/L 0.260406 -0.002126 0.271056
Aw 0.240993 -0.022914 0.290867
Anc 0.189059 0.022671 0.387672
Long 0.151292 -0.241838  -0.003575
Gros 0.235877 -0.182941 0.088082
%H 0.230869 -0.099068 0.262022
pH 0.170559 -0.095077 0.107184
Gluc -0.234134 -0.016234 0.170022
Fruc -0.235089 -0.062371 0.072114
Sac -0.250020 0.072091 0.320203
AT -0.257306 -0.011613 0.186615
Valor propio 9.2227 5.6431 3.4241
Proporcién variacién

total 0.3689 0.2257 0.1370
Variacion acumulada 0.3689 0.5946 0.7316

Los valores marcados en negritas indican las variables que presentan mayor

influencia en cada componente principal
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Con base en la distribucion de los tres primeros componentes principales se observo la
formacion de cinco grupos (Figura 6), de acuerdo con el CP1 se determind que los
sitios con mayor concentracion de vainillina, valor de Croma, firmeza respecto al ancho
y longitud de las vainas asi como mayor contenido de sacarosa y azucares solubles
totales se distribuyen en la parte superior del eje (Gl y Glll). EI CP2 mostré los sitios
con mayor concentracion de &cido p-hidroxibenzoico y proporcién de compuestos
menores se localizan en la region positiva del eje (Glll y GIV). Por otra parte, en la
parte positiva del CP3 se localizaron los sitios con los valores mas altos en Hue y

vainas mas anchas (Gl y Glll).
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Figura 6. Dispersion de 14 sitios de colecta de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews
de la Huasteca hidalguense, Meéxico basada en los tres primeros
componentes principales de andlisis de 14 variables fisicoquimicas y 10
variables aromaticas agrupadas por medias poblacionales.
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2.3.8 Agrupacion de la variacion en variables fisicoquimicas y aromaticas

A través del analisis de conglomerados realizando un corte a una distancia de 0.85 se
observo la formacién de cinco grupos (Figura 7), los cuales muestran la misma

tendencia de agrupacion que el andlisis de componentes principales.

Grupo | (Gl): Conformado por las colectas de Itzocal (S1), Poxtla (S11y 12) y Contepec
(S8), se caracterizd por tener las concentraciones mas altas de vainillina, glucosa,
fructosa, sacarosa, azucares solubles totales, vainillina, compuestos menores y la
proporcion de p-hidroxibenzaldehido, no obstante, mostré los valores mas bajos en la
concentracion de &cido p-hidroxibenzoico y la proporcién de compuestos menores.

Grupo Il (GIl): Lo integran las colectas de Coacuico (S10), Tlanepantla (S14),
Huizotlaco (S3), Coacuilco (S4 y S9) e Ichcatepec (S6). Se caracterizé por tener los
valores mas altos en la variable Croma, las colectas con vainas mas largas, gruesas y
anchas, asi como vainas con mayor actividad de agua (Aw), porcentaje de humedad y

firmeza.

Grupo 1l (Gll): Integrado por Huizotlaco (S2), mostré los valores mas altos en la
variable Hue asi como las colectas con vainas menos gruesas y anchas, con menor
actividad de agua (Aw) y porcentaje de humedad asi como las relaciones de firmeza

mas bajas.

Grupo IV (GIV): Formado por Tez6hual (S13) present6 los valores mas altos en la
variable Hue y la concentracion de &cido vanillico, de igual manera se observaron
valores medios en la proporcion de compuestos menores y las vainas con menor valor

de Hue, menor longitud y pH.

Grupo V (GV): Lo integra la colecta de San Isidro (S5) mostrando los valores mas altos
en las proporciones de compuestos menores y pH, también se observaron las

concentraciones mas bajas de sacarosa, vainillina y compuestos menores.
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SITIO

Itzocal (S1)
Poxtla (S12)
Poxtla (S11)

Contepec (57)
Contepec (S8)

Coacuilco (510)
Tlanepantla (S14)
Huizotlaco (S3)
Coacuilco (S4)
Coacuilco (S9)
Ichcatepec (S6)

5CM/C4
c1/ca
c2/ca
(C1+C2)/ca
c2

c1

Figura 7.

Croma
Hue
F/G
F/L
F/A
Gros
Aw
Anc
%H
Long
pH

c3
c3/ca
Sac
c4

5 CM
Gluc
AT
Fruc

en cada variable.

2.3.9 Andlisis de correlacion de Pearson en variables fisicoquimicas y aromaticas

Se realizé un analisis de correlacion de Pearson entre el grupo de variables
fisicoquimicas y aroméaticas para determinar la correlacién que existe entre ellas a fin
de demostrar qué tan importante es juntar y analizar los dos grupos de variables, por lo

gue sélo se mostraran aquellas correlaciones con los valores mas altos y de mayor

significancia.

De acuerdo con los resultados obtenidos las variables con mayor significancia se
dividieron en dos grupos, el primero incluyo las correlaciones entre las variables
aromaticas y quimicas (Aw, Humedad, pH y sacarosa) y el segundo grupo considera

las correlaciones entre variables aromaticas y fisicas (firmeza, longitud y grosor) (Ver

Anexo F).
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La correlacion entre variables quimicas como la actividad de agua, porcentaje de
humedad y pH con las variables aromaticas mostraron valores negativos, sélo se
presentaron correlaciones positivas entre la concentracibn de sacarosa y p-
hidroxibenzaldehido (r=0.6685, p<.0001), vainillina (r=0.4545, p=0.0003), suma de
compuestos menores (r=0.4728, p=0.0001) y la relaciéon p-
hidroxibenzaldehido/vainillina (r=0.5631, p<.0001), es decir, que al incrementar la
concentracion de sacarosa también aumenta la concentracién de los compuestos ya

mencionados (Ver Anexo F).

Por otra parte se determiné que la asociacion entre variables fisicas y aromaticas
mostré valores negativos, lo cual indica una correlacidén inversa. La asociacion de
longitud de las vainas con las variables arométicas que mostraron mayor significancia
fueron principalmente C1 (r= -0.3867, p= 0.0023), C2 (r= -0.4169, p= 0.009), C3 (r= -
0.4816, p= <.0001), C3/C4 (r= -0.4224, p= 0.0008) indicando que al incrementar la
longitud de las vainas se reduce la concentracién de estos compuestos. Asimismo, la
asociacion entre Croma y la concentracion de vainillina (r= -0.4550, p= 0.0002) y la
suma de compuestos menores (r= -0.4507, p= 0.0003) también mostraron valores
negativos expresando que las vainas menos brillantes contienen menor concentracién
de vainillina (r= -0.4550, p= 0.0002) y compuestos menores (r= -0.4507, p= 0.0003)
(Ver Anexo F).

Respecto al indice firmeza/ancho y firmeza/longitud se determiné mayor asociacion con
la concentracion de vainillina y compuestos menores al mostrar indices de correlacion
(r) entre -0.3326 y -0.3447 y significancia (p) con valores entre 0.0070 y 0.0094. Sin
embargo, puesto que la correlacion presenta valores negativos, indica que al
incrementar los indices de firmeza respecto al ancho y la longitud disminuye la
concentracion de vainillina y la suma de compuestos menores. Asimismo, la variable de
grosor mostro asociacion inversa principalmente con C3 (r= -0.4439, p= 0.0004) y la
relacion C3/C4 (r=-0.3659, p= 0.0040) (Ver Anexo F).

Con base en el valor critico obtenido en tablas y los coeficientes de correlacion
obtenidos entre las variables quimicas y aromaticas (Ver Anexo F) se determina que

las correlaciones obtenidas por Aw, humedad y pH con vainillina y suma de
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compuestos menores no superaron el valor critico, por lo cual no se rechaza Ho, es
decir, se acepta la suposicion de que no existe una asociacion estadisticamente

significativa entre las variables evaluadas.

En el caso de la sacarosa y compuestos arométicos se determina que las correlaciones
establecidas entre sacarosa y p-hidroxibenzaldehido (r= 0.6685) y el indice p-
hidroxibenzaldehido/vainillina (r= 0.5631) superan el valor estimado en tablas (0.532),
por lo cual puede concluirse que existe una asociacion estadisticamente significativa
entre las variables (Ver Anexo F), mientras que con la vainillina y la suma de
compuestos menores no existe asociacion. Por otra parte, las correlaciones
establecidas entre las variables fisicas (croma, firmeza/ancho, firmeza/longitud, longitud
y grosor) y aromaticas (C1, C2, C3, C4, C3/C4 y ZCM) fueron negativas y menores al
valor critico de tablas por lo cual se considera que no existe asociacion entre estas

variables.

2.4 Conclusiones

El perfil aromatico de los frutos beneficiados de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews,
mostré variaciéon con cuatro grupos quimicos del aroma de acuerdo con los anlisis
realizados, lo que sugiere que puede existir polimorfismo genético en la regién de la
Huasteca hidalguense. Las caracteristicas fisicoquimicas evaluadas en los frutos
beneficiados de vainilla determiné la existencia de cuatro grupos con caracteristicas
especificas, el grupo | contiene las vainas mas dulces, el grupo Il las mas firmes, el

grupo Il las mas obscuras y el grupo IV las de menor tamafio y firmeza.

Respecto a las caracteristicas ambientales, los sitios ubicados a una latitud superior a
21.1 y longitud entre 98.48 y 98.52, asi como las cultivadas en clima semicalido-
templado humedo en Huejutla de Reyes mostraron colectas con una concentracion de
vainillina superior a 20000 ppm (S13, S8, S6, S7, S11 y S1). Por otro lado, la mayoria
de colectas con menor proporcion de compuestos menores en su perfil aromatico (S1y
S3) se cultivaron en Atlapexco bajo un clima calido-humedo. Las colectas que
proporcionaron las vainas mas largas y anchas fueron cultivadas en un clima calido

hamedo (Coacuilco, S4), lo cual indica que el ambiente es un factor que genera
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variacion, aunque es importante considerar en futuros trabajos, factores como el
manejo del cultivo, irrigacion, edad de la planta, entre otros aspectos que

complementen la investigacion.

Con base en las caracteristicas de las vainas beneficiadas establecidas por la NOM-
182-SCFI-2011 las colectas evaluadas presentaron vainas con longitud mayor a los 15
cm, con excepcion de Tezoéhual (S13) y Contepec (S8). Referente al porcentaje de
humedad, soélo las colectas de Ichcatepec (S6), Poxtla (S11), Tezohual (S13) y
Huizotlaco (S2) mostraron valores inferiores a 25% de humedad. Para el contenido de
vainillina indicado en la norma, las colectas de Tezéhual (13), Contepec (S7 y S8),
Ichcatepec (6), Poxtla (11) e Itzocal (1) presentaron concentraciones superiores a
20000 ppm.
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CAPITULO lIl. EVALUACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS EN
ESTRUCTURAS VEGETALES DE Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews DE LA
HUASTECA HIDALGUENSE, MEXICO

Resumen

Los fitoquimicos o metabolitos secundarios son compuestos bioactivos de bajo peso
molecular que pueden estar distribuidos de manera especifica en etapas de desarrollo,
tejidos, 6rganos o especies de plantas; estos fitoquimicos pueden tener funciones de
proteccidon contra plagas, bacterias, estrés ambiental o radiacion UV, entre otros. En
Vanilla planifolia, se ha identificado que algunas estructuras de la planta de vainillina
como hojas, tallos y vainas presenta un amplio espectro de inhibicion microbiana, no
obstante aln es poco conocida la composicién fitoquimica de esta especie. Por ello, se
realiz6 un tamiz fitoquimico en hojas, tallos, flores y vainas beneficiadas de Vanilla
planifolia Jacks. ex Andrews (Huizotlaco, Coacuilco y Contepec) mediante pruebas por
agentes cromégenos y cromatografia en capa fina (CCF) en extractos de diferente
polaridad, asi mismo, se cuantificaron los principales grupos de fitoquimicos
(compuestos fendlicos totales, taninos totales, taninos condensados y flavonoides). Los
resultados indicaron que Coacuilco fue la colecta con mayor contenido de fitoquimicos
especialmente en hojas, tallos y vainas beneficiadas. En las pruebas de CCF Coacuilco
mostré mayor contenido de terpenos, saponinas y flavonoides, en la cuantificacion se
observé que los compuestos fendlicos totales mostraron un rango de concentracion de
2-2.61 mg g1, taninos totales 0.38-0.51 mg g, taninos condensados 1.67-2.30 mg gty
flavonoides 0.71-0.97 mg g. También se determind que Coacuilco fue la colecta con
mayor concentracion de metabolitos secundarios, mientras que hoja, tallo y flor
mostraron concentraciones semejantes de fenoles totales y taninos totales, destacando

la vaina beneficiada al tener la mayor concentracion de estos fitoquimicos.

Palabras clave: Vanilla planifolia, metabolitos secundarios, tejidos vegetales, tamiz
fitoquimico.
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3.1 Introduccion

El conjunto de reacciones quimicas en un organismo para sintetizar (anabolismo) o
degradar (catabolismo) compuestos se denomina metabolismo. En organismos como
las plantas la mayor parte del carbono, nitrdgeno y energia son utilizados para
sintetizar las moléculas necesarias para su funcionamiento, este primer grupo que
incluye aminoacidos, nucledtidos, azucares y lipidos se les denomina metabolitos

primarios (Avalos-Garcia y Pérez-Urria 2009).

No obstante, existe un segundo grupo de compuestos no-nutritivos y bioactivos de bajo
peso molecular denominados metabolitos secundarios o fitoquimicos (por ser
metabolitos exclusivos de las plantas) que pueden estar presentes en etapas
especificas del desarrollo de la planta asi como en 6rganos o tejidos especificos

(Shanmugavalli et al. 2009).

Los fitoquimicos parecen no tener una funcién directa en procesos primarios o basicos
del metabolismo como la fotosintesis, respiracion o asimilacion de nutrientes y tampoco
forman parte de él, pero se biosintetizan a partir de moléculas intermediarias y pueden
desempeiiar importantes funciones ecoldgicas como defensa contra herbivoros, virus,
hongos, bacterias, sustancias alelopaticas, fitoalexinas, adaptacion de la planta al
ambiente, cambios en la nutricion, temperatura o pH y simbiosis, entre otros (Fox y
Howlett 2008; Avalos-Garcia y Pérez-Urria 2009; Wink y Schimmer 2010; Mazid et al.
2011; Pagare et al. 2015).

Otras de las funciones de los fitoquimicos son proteger a la planta de posibles riesgos
en el ambiente como el estrés bidtico y abibtico, competencia por el suelo, nutrientes y
luz solar con otras especies (Bourgaud et al. 2001; Mazid et al. 2011; Saxena et al.
2013; Kabera et al. 2014b), asimismo son un factor de comunicacion entre plantas y
otros organismos ademas de atraer polinizadores y dispersores de semillas (Schéfer y
Wink 2009; Pagare et al. 2015).

De igual manera aportan caracteristicas sensoriales como el sabor, color, olor y
consistencia en plantas comestibles y ornamentales, lo cual en conjunto les permite

tener un amplio uso en la elaboracion de farmacos, agroquimicos, nharcoticos,
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antibidticos, saborizantes etc. por lo cual se les atribuye importancia econémica (De la
Cruz-Chacon y Gonzélez-Esquinca 2009; Pérez-Alonso y Jiménez 2011; Saxera et al.
2013; Pagare et al. 2015).

Los precursores de la sintesis de los metabolitos secundarios se derivan de las rutas
metabolicas primarias como la glucdlisis, el ciclo de Krebs o la via del Shikimato
(Shanmugavalli et al. 2009), no obstante, también pueden sintetizarse en los 6rganos y
tejidos de la planta y posteriormente transportarse mediante el xilema o el floema a
diferentes tejidos para ser almacenados en estructuras reproductivas como flores,
frutos y semillas; asi como en raices, hojas y tallos (Sepulveda-Jiménez et al. 2003;
Wink 2010; Wink y Schimmer 2010).

Su sintesis esta estrechamente ligada a la etapa de desarrollo de la planta y
condiciones de crecimiento, es decir, los tejidos mas jovenes con bajo nivel de
lignificacion presentan una mayor concentracion de fitoquimicos que los protegen de
plagas, estrés y enfermedades (Sepulveda-Jiménez et al. 2003; Palama et al. 2010;
Saxena et al. 2013).

La mayoria de los fitoquimicos se distinguen por tener una distribucion especifica y
restringida, es decir, no se encuentran los mismos metabolitos en los grupos vegetales,
sino que pueden limitarse a un género, familia o especie en particular, y variar en
concentracion entre si (Avalos-Garcia y Pérez-Urria 2009; Schafer y Wink 2009; Mazid
et al. 2011; Pagare et al. 2015). Por ejemplo, en las orquideas los principales
fitoquimicos identificados son alcaloides, flavonoides, carotenoides, antocianinas y
esteroles, siendo los alcaloides y flavonoides los dos grupos de fitoquimicos de mayor

importancia bioldgica (Musharof 2011).

Especificamente Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews presenta un amplio espectro de
accion antimicrobiana, con base en algunos estudios realizados se ha demostrado que
hojas, tallos y vainas poseen una actividad inhibitoria contra ciertos patogenos
(Shanmugavalli et al. 2009). A lo largo de las diferentes estructuras que conforman la

planta de vainilla se han identificado diversos compuestos como el p-etoximetilfenol, p-
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butoximetilfenol,  vainillina,  p-hidroxi-2-metoxicinamaldehido 'y  acido  3,4-
dihidroxifenilacético (Sun et al. 2001; Palama et al. 2011).

También se considera que los compuestos mayoritarios en hojas, tallos y vainas de
Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews son el bis [4-(B-d-glucopiranosiloxi)-benzil]-2-
isopropiltartrato, también denominado glucésido A y bis [4-(b-d-glocopiranosiloxi)-
benzil)-2-(2-butil)-tartrato] o glucosido B, considerados como los precursores de la
glucovainillina (Palama et al. 2010), con lo cual Kanisawa et al. (1994) establecieron la
teoria de que los glucésidos A y B se producen inicialmente en las hojas y

posteriormente se transportan a las vainas a través de los tallos.

Algunos autores mencionan que un contenido alto de metabolitos secundarios se
relaciona con una mayor proteccion a la planta y por lo tanto la hace mas resistente,
pero su produccién tiene un alto gasto energético que reduce de forma considerable el
crecimiento y reproduccion de la planta, por lo cual se sintetizan en bajas

concentraciones (Mazid et al. 2011; Pagare et al. 2015).

Los metabolitos secundarios de las plantas incluyen un grupo muy variable de
fitoquimicos en cuanto a su nimero, heterogeneidad estructural y distribucién. Algunos
autores los clasifican en tres grandes grupos de acuerdo con su ruta biosintética:
terpenos y esteroides, compuestos fendlicos y alcaloides (Crozier et al. 2006; Mazid et
al. 2011; Pagare et al. 2015), no obstante, se considera que los principales fitoquimicos

de interés para las plantas son:

Flavonoides: incluye compuestos como flavanonas, flavonas, dihidroflavonoles,
flavonoles, antocianinas, isoflavonas y proantocianidas (Campos-Vega y Oomah 2013);
se encargan de pigmentar las flores con tonos amarillos, rojos o azules para atraer
polinizadores, en plantas superiores protegen contra radiacion ultravioleta (UV),
contribuyen en la fijacion simbiotica de nitrdgeno y pigmentacion de inflorescencias
(Crozier et al. 2006; Mazid et al. 2011; Kabera et al. 2014a).

Acidos fendlicos: es una de las principales clases de compuestos fendlicos que se
presentan principalmente en forma de ésteres, glucésidos o amidas, no obstante, rara

vez se localizan de forma aislada. Pueden presentarse basicamente en forma de acido
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hidroxicindmico o hidroxibenzoico (Khoddami et al. 2013). Aunque los acidos fendlicos
estan presentes principalmente en las raices, pueden incorporarse a la pared celular de
las plantas en respuesta del estrés bidtico o estar en forma conjugada con un azucar

unidos mediante uno o mas grupos fendlicos hidroxilo (Mandal et al. 2010).

Taninos: son compuestos con actividad toxica que actian como repelente de alimentos
para diversos animales. Estos compuestos fendlicos de alto peso molecular se
distribuyen principalmente en la raiz, corteza, tallo y capas externas del tejido de las
plantas y pueden ser de dos tipos, hidrolizables (producen acido gélico y el&gico,
pudiendo ser galotaninos o egalitaninos dependiendo del tipo de acido producido) y
condensados (Hamuel-Doughari 2012; Saxena et al. 2013). Algunas de sus
aplicaciones son como astringentes, diuréticos, antisépticos, antioxidantes y para tratar
la diarrea, en la industria alimentaria son utilizados para clarificar vinos, cerveza y jugos
de fruta (Saxena et al. 2013)

Terpenos: se clasifican como mono-, di-, tri- y sesquiterpenos dependiendo del nimero
de atomos de carbono (Hamuel-Doughari 2012), no obstante, la mayoria de terpenos
difieren unos de otros por la estructura basica de su esqueleto carbonado y el grupo
funcional (Saxena et al. 2013). Los integrantes del grupo de los terpenos son
influenciados en gran medida por la luz y temperatura de forma que puedan actuar
como proteccion ante condiciones de alta luminosidad y calor (Campos-Vega y Oomah
2013); en las plantas se producen como terpenos volatiles que repelen a ciertos

animales y fitohormonas para regular el crecimiento (Saxena et al. 2013).

Saponinas: son compuestos de alto peso molecular en el cual una molécula de azlcar
se combina con un triterpeno o aglicon esteroideo, se distinguen dos grupos de
saponinas: saponinas esteroideas y saponinas triterpeno (Hamuel-Doughari 2012).

Alcaloides: es el grupo de compuestos mas amplio de metabolitos secundarios que
contienen nitrégeno en su estructura quimica dado que son sintetizados a partir de
aminoacidos, nunca se encuentran aislados uno del otro, sino que se identifican como
una mezcla de alcaloides de biosintesis particulares que se diferencian principalmente

por sus grupos funcionales (Campos-Vega y Oomah 2013).
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Su principal funcion es proteger a la planta contra el ataque de herbivoros y patdégenos
se encuentran en mayor concentracion en semillas y raices. Presentan una amplia
aplicacion en la industria farmacéutica como estimulantes y narcoticos, entre otros.
Actualmente se conocen aproximadamente 12, 000 alcaloides en cerca del 20% de las
especies de plantas, y de ellos s6lo aproximadamente 20% se utilizan con fines

medicinales (Hamuel-Doughari 2012).

La presencia de los metabolitos secundarios en especies, tejidos u 6rganos suele ser
especifica; en el caso de las orquideas como Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews si
bien destaca principalmente por su importancia comercial, también ha sido utilizada en
el tratamiento de histeria, reumatismo y algunas variantes de fiebre, dado que se han
identificado en su composicion la presencia de alcaloides, flavonoides, glucésidos,

carbohidratos y otros fitoquimicos (Shanmugavalli et al. 2009).

Uno de los fitoquimicos que se encuentran presenten en mayor proporcion es la
vainillina, un compuesto fendlico de bajo peso molecular que presenta principalmente
propiedades antioxidantes y antimicrobianas al mostrar actividad contra el crecimiento
de bacterias Gram (+) y (-) al igual que con hongos y levaduras, por lo cual se le
atribuye un importante potencial como conservador en alimentos (Walton et al. 2003),
no obstante, es importante identificar el tipo de metabolitos presentes en las diferentes
estructuras de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, con el propoésito de establecer los

principales grupos de fitoquimicos que prevalecen en la planta de vainilla.

Existen diversas técnicas para determinar la composicién quimica de una especie y
determinar la presencia de los diferentes fitoquimicos, para ello es necesario realizar un
andlisis fitoquimicos preliminar en el cual se identifica la presencia o ausencia de
dichos metabolitos (Carvajal-Rojas et al. 2009), dentro de estas técnicas de
identificacion y cuantificacion se mencionan las pruebas de cromatografia en capa fina,
pruebas de tubo a través de agentes cromdgenos, métodos espectrofotométricos,
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) y cromatografia de gases (Gas
Chromathography).
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Por otra parte, a pesar de las investigaciones referente a la composicion quimica y
aromatica del fruto de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews es preciso generar
conocimiento acerca de su composicion fitoquimica. Por lo que el presente trabajo tuvo
como objetivo realizar un tamiz fitoquimico y cuantificacion de los principales
metabolitos secundarios de hojas, tallos, flores y frutos beneficiados de plantas de
Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews de tres sitios de colecta provenientes de la

Huasteca hidalguense, México.

3.2 Materiales y métodos

Para aportar conocimiento sobre la composicion quimica de Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews y determinar el tipo de metabolitos secundarios presentes en los diferentes
tejidos vegetales, se realiz6 un tamizaje fitoquimico en hoja, tallo, flor y vaina
beneficiada, en el que se determind la presencia de &cidos fendlicos, flavonoides,
alcaloides, taninos, terpenos y saponinas mediante agentes cromdgenos (sustancias
gue reaccionan formando precipitados, espuma o cambios de color, etc.) y
cromatografia en capa fina (CCF) con solventes de diferente polaridad, la cual permite
visualizar la presencia de moléculas pequefias; asi como la cuantificacion de
flavonoides, taninos totales y condensados y compuestos fendlicos totales mediante

meétodos espectrofotométricos.
3.2.1 Obtencién de material vegetal

El material vegetal utilizado se obtuvo en diferentes fechas dada su disponibilidad, en el
caso de hojas, tallos y flores se colectaron en el mes de Mayo de 2014 debido a que
era temporada de floracion. Por su parte, las vainas se colectaron a las 32 semanas
posteriores a la polinizacién, en diciembre de 2013, y se trasladaron al ejido Primero de
Mayo para someterlas a un beneficiado tradicional realizado por el maestro

beneficiador Veremundo Rodriguez.

Se seleccionaron tres de los 14 sitios de colecta de frutos (vainas) (Figura 8), debido a
gue mostraron concentraciones contrastantes en el contenido de vainillina en las vainas
beneficiadas, esto se realizé con la finalidad de asociar las variaciones en el contenido

o presencia de fitoquimicos con el de vainillina.
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Figura 8. Ubicacion geografica de los sitios de colecta de material vegetal en la
Huasteca hidalguense, México. S2: Huizotlaco, S4: Coacuilco, S8:
Contepec.
3.2.2 Preparacion de extractos
La extraccion de fitoquimicos se realizd a partir del material vegetal fresco (hoja, tallo y
flor) y vainas beneficiadas triturados y sometidos a un tratamiento de sonicacion a una
frecuencia de 5.5 durante 30 minutos en solventes de diferente polaridad (metanol,
cloroformo y hexano, en el caso de la vaina beneficiada solo se utiliz6 metanol dada la
baja disponibilidad de muestra) en una proporcion de 1:5, para ello se pesaron 5 g de
material vegetal suspendidos en 12 mL de solvente. Transcurrido el tiempo de
sonicacién las muestras permanecieron en maceracion durante 24 horas para lograr la
mayor extraccion posible de los fitoquimicos de interés, posteriormente se filtraron y
almacenaron en viales de vidrio en condiciones de congelacion (-30 °C) hasta la

realizacion de las pruebas para evitar evaporacion del solvente.

3.2.3 Pruebas por agentes cromogenos

La identificacion de los principales grupos de fitoquimicos se realizé a través de

pruebas por agentes cromégenos en las que puede darse una reaccion quimica que
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produce la alteracion de las estructuras moleculares, cambios en grupos funcionales o
formaciones de precipitados, cambios de color, desprendimiento de gases etc. lo cual
indicara la presencia de un determinado metabolito y asi poder clasificarlo dentro de los

grupos correspondientes.

Se evalud la presencia de saponinas, taninos, terpenos, flavonoides, alcaloides vy
acidos fendlicos a través de las metodologias descritas en el Cuadro 11 (Ver Anexo G)
tomando como referencia el sistema cualitativo de cruces para especificar la presencia
0 ausencia asi como la medida en que se hace evidente la presencia de dichos
fitoquimicos a través de los siguientes criterios: alto contenido (+++), presencia notable

(++), presencia leve (+), ausencia (-) y trazas (T).

Cuadro 11. Pruebas de identificacion de fitoquimicos en Vanilla planifolia Jacks. ex

Andrews.

Fitoquimico Prueba

Fehling
) Rosenthaler

Saponinas . .
Indice afrosimétrico o prueba de
espuma
Dragendorff

Alcaloides Hager
Wagner *
Liberman-Burchard

Terpenos

Salkowski
Acidos fendlicos FeCls
HCI + Mg*2
Flavonoides NH4OH/UV
HCI 4N + NaOH 10%
FeCls

Acetato de plomo al 2%

Taninos
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3.2.4 Cromatografia en capa fina (CCF)

La identificacion de fitoquimicos, mediante las pruebas de cromatografia en capa fina
(CCF), de los tres extractos (metanol, cloroformo y hexano) asi como de los
estandares, se llevo a cabo utilizando placas cromatogréficas con soporte de aluminio
(silica gel 60, F2s4; de 5x10 cm, Sigma-Aldrich), en el caso de alcaloides, taninos y
acidos fenolicos las pruebas se realizaron en placas de 5 cm x 5 cm dada la baja
presencia de dichos metabolitos. Esta técnica se basa en concentrar la muestra en un
punto de aplicacion en la fase estacionaria, en este caso placas cromatogréficas, y
someterle a la influencia de una fase movil (sistema cromatogréfico). De esta forma el
eluyente asciende a través de la placa arrastrando los compuestos de interés
produciendo bandas. Los sistemas cromatograficos y reveladores utilizados se

muestran en el Cuadro 12.

Después del desarrollo de los cromatogramas, las placas se removieron de la camara
cromatografica y se secaron a temperatura ambiente. Finalmente se hizo la deteccion y
el conteo del numero de bandas de los compuestos por cada prueba, la cual se realizo
bajo la luz visible y con luz ultravioleta a dos longitudes de onda (UVzsanm y UV3ss hm),
con el empleo de una lampara ultravioleta UVP (UVLMS-38 El series 3UV™ Lamp),

posteriormente se asperjaron con los reactivos cromogénicos.
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Cuadro 12. Sistemas cromatograficos, reveladores y testigos (Test) para CCF en
Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews.

Fitoquimico Extracto Sistema Revelador

Acetato de etilo:Ac. formico:Ac.

Acético:Agua (7:0.8:0.8:1.75) NP 1% / PEG 5%

Test: Quercetina 0.5 mg

Metanol

Flavonoides
Cloroformo -1
Cloroformo:Acetona (9:1) mL
Hexano
Metanol Butanol:Ac. Acético glacial:Agua Vainillina 1% / H,SO4
_ (4:1:4) 10% en CH3CH,OH,
Cloroformo:Acetona (9:1) Test: Saponina reactivo
Hexano
Metanol Acetato de etilo:Ac. férmico:Ac. FeClz al 0.1%
Taninos Acético:Agua (10:8:8:1) Test: Acido tanico 0.5
-1
Cl|£|)roformo Acetato de etilo:Hexano (3:7) mg mL
exano
Metanol Hexano:Acetato de etilo (2:1) Vainillina 1% / H2SO4
10% en Etanol
Terpenos Cloroformo Hexano:Acetato de etilo (7:3) Test: Clavo
Hexano
Metanol Acetato de etilo:Metanol (9:1) I:KI
Alcaloides Cloroformo  Acetato de etilo:Hexano:Amoniaco Test:Lupinus
Hexano (7:3:0.2) )
Metanol Acetato de etilo:Ac. Férmico:Ac. Folin-Ciocalteu al 50% y
. . Acético:Agua (10:8:8:1) asperjar NH4
Acidos fenolicos  cioroformo Metanol:Agua:lsopropanol:Acetona Acido Cgﬂggrgrgt:g MLt
Hexano (30:65:2:3) g > My

3.2.5 Cuantificacién de fitoquimicos

Para complementar el analisis fitoquimico preliminar (pruebas por agentes cromégenos
y cromatografia en capa fina) se realiz6 una cuantificacion de los principales grupos de
metabolitos secundarios a través de métodos espectrofotométricos. Se evalud la
presencia de compuestos fendlicos totales, flavonoides y taninos totales vy

condensados.

Para ello, se realizaron extractos en metanol del material vegetal fresco (hojas, tallos y
flores) y vainas beneficiadas, en el caso de hojas y tallos se realizaron tres extractos de
diferentes partes del esqueje (extremo superior e inferior y region media) para asi

obtener un perfil fitoquimico mas completo.
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La obtencion de extractos se realizO en una proporcion 1:5 sonicando durante 30
minutos a una frecuencia de 5.5 y macerando durante 24 horas, transcurrido este
tiempo se procedid a la filtracion de los extractos para llevarlos a condiciones de
congelacion hasta el momento de su andlisis para una mejor conservacion. Se
determind el peso seco de cada tejido vegetal, los cuales fueron utilizados para los
célculos posteriores de la cuantificacion, los protocolos utilizados y curvas de

calibracion se describen de forma detallada en el Anexo K.
3.2.6 Variables fitogquimicas

Para realizar la caracterizacion fitoquimica de los diferentes tejidos de Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews se evaluaron cuatro grupos de fitoquimicos, los cuales se retomaron

como variables y se describen en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Variables fitoquimicas evaluadas en diferentes tejidos de Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews.

Cédigo Variable fitoquimica Unidades*
Compuestos fendlicos
CFT mg g*MS
totales
TT Taninos totales mg g MS
TC Taninos condensados mg g*MS
Flav Flavonoides mg g*MS

*mg g*MS= miligramos de fitoquimico por gramo de muestra seca

3.2.7 Analisis estadistico de variables fitoquimicas

La cuantificacion de compuestos fendlicos totales, taninos totales y condensados y
flavonoides se realiz6 en cuatro diferentes tejidos vegetales de Vanilla planifolia Jacks.
ex Andrews (hoja, tallo, flor y vaina beneficiada) provenientes de tres sitios de colecta
de la Huasteca hidalguense. Se hicieron nueve repeticiones para hoja y tallo y cuatro
repeticiones para flor y vaina beneficiada para cada sitio de colecta y cada fitoquimico

evaluado.
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El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realizO mediante un analisis de
varianza y prueba de medias (Tukey a=0.05) para determinar las medias y coeficientes
de variacion entre colectas, tejidos vegetales, la interaccion colecta-tejido vegetal y
fitoquimicos en cada colecta.

De igual manera se realizO un andlisis de componentes principales (ACP) para
determinar las variables con mayor influencia en la distribucion de los tejidos de
acuerdo con su similitud y un analisis de cluster por colecta mediante el paquete
estadistico SAS version 9.0 (2002).

3.3 Resultados y discusién

3.3.1 Identificacion de fitoquimicos por agentes cromogenos

El andlisis fitoquimico preliminar llevado a cabo en extractos de metanol, cloroformo y
hexano revelo6 la presencia de fitoquimicos como saponinas, terpenos y flavonoides y
en muy baja presencia acidos fendlicos, taninos y alcaloides (Cuadro 14). Para cada

grupo de metabolitos se obtuvieron los siguientes resultados:
e Flavonoides

La prueba de HCl y Mg*? para la colecta de Huizotlaco (S2) mostré trazas para el
extracto en metanol de los tejidos frescos asi como en hoja y flor en cloroformo,
también en el de hoja en hexano y ausencia en el resto de extractos evaluados. Con la
prueba de NH4OH y luz UV se observoé presencia leve en el extracto de flor en metanol,
trazas en los extractos de cloroformo y ausencia en extractos de hexano de los tejidos
vegetales frescos. Por otra parte, la prueba de HCI 4N y NaOH indico presencia leve en
extracto de metanol de los tejidos frescos asi como trazas en extractos de hoja, tallo y

flor en cloroformo asi como en el de hexano para hoja.

La colecta de Coacuilco (S4) mostré presencia leve en extracto de metanol de hoja y
trazas en el resto de extractos para tejidos vegetales frescos para la prueba de HCl y
Mg*2. Se observé también presencia leve de flavonoides en extracto de metanol para
hoja y tallo y NH4OH y luz UV y notable en flor. El extracto en cloroformo presento

trazas en hoja y tallo y ausencia en los demas extractos de tejidos frescos, asimismo,
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en la prueba de HCI 4N y NaOH se observé la misma tendencia que la prueba anterior

para los tejidos evaluados.

Los extractos obtenidos de la colecta de Contepec (S8) mostraron presencia leve en
extracto de metanol para flor y trazas en hoja y tallo, de igual manera se observaron
trazas en hoja, tallo y flor en cloroformo asi como flor en hexano en la prueba de HCl y
Mg*2. Con NH4OH y luz UV se observ6 presencia leve en flor en metanol, el extracto de
cloroformo para los tres tejidos frescos indicaron trazas al igual que el hoja y tallo en
hexano. Finalmente, la prueba de HCI 4N y NaOH indico presencia leve de flavonoides
para hoja en metanol y trazas en tallo y flor; el extracto en cloroformo evidencio trazas
en hoja y tallo y ausencia en flor, mientras que sélo la hoja en metanol indicé la

presencia de trazas.

Por otra parte las pruebas realizadas en vaina beneficiada indicaron que las colectadas
en Huizotlaco (S2) mostraron presencia leve con HCl y Mg*? y trazas en las dos
pruebas restantes. La colecta de Coacuilco (S4) indicé presencia notable en HCl y Mg*?
y leve en NH4OH con luz UV y HCI 4N con NaOH; en contraparte, Contepec (S8) indico
presencia notable con HCl y Mg*?, leve en NH40OH con luz UV y trazas en HCI 4N con
NaOH (Cuadro 14, Anexos H.1.).

e Saponinas

La prueba de Fehling para la colecta de Huizotlaco (S2) indicé presencia notable de
saponinas principalmente en los extractos de metanol de flor asi como presencia leve a
notable en extractos de cloroformo de los tejidos vegetales frescos. Mediante la prueba
de Rosenthaler se observd presencia leve en extractos de hexano para hoja y flor al
igual que trazas en tallo, de igual manera se observaron trazas en los extractos de
metanol y cloroformo de los tejidos vegetales frescos; por su parte, el indice
afrosimétrico o prueba de espuma indic6 presencia leve so6lo en hoja y tallo. Respecto a
la vaina beneficiada se observo presencia notable en la prueba de Fehling y trazas en

Rosenthaler.

La colecta de Coacuilco (S4) presento presencia notable en extractos de metanol para

tallo, flor y vaina beneficiada, el extracto en cloroformo mostré presencia de leve a
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notable en los diferentes tejidos vegetales frescos y trazas en extractos de hexano para
tallo y flor. Mediante la prueba de Rosenthaler se identificé presencia de leve a notable
en extracto de hexano para los tejidos vegetales y en su mayoria trazas para los
diferentes extractos, por otro lado, la prueba de espuma evidencio la presencia leve de
saponinas en hojas y tallos. La vaina beneficiada mostré presencia notable en la

prueba de Fehling y trazas en Rosenthaler.

La identificacion de saponinas para la colecta de Contepec (S8) mediante la prueba de
Fehling mostré presencia leve en extracto de metanol de los tejidos vegetales frescos;
el extracto en cloroformo de hoja y flor, al igual que el de hexano de tallo indico
presencia leve. A través de la prueba de Rosenthaler se identificoé principalmente
presencia leve en extracto de metanol de tallo y flor, en extracto de cloroformo para
hoja y tallo se observé presencia notable; asimismo, la prueba de espuma evidencié
presencia leve en hoja y tallo. Por su parte, la vaina beneficiada mostré la misma
tendencia que las dos colectas (S2 y S4) mencionadas anteriormente (Cuadro 14,
Anexo H.2.).

e Taninos

La identificacién de taninos en los diferentes tejidos vegetales frescos de las colectas
de Huizotlaco (S2) y Coacuilco (S4) mediante la prueba de FeCl; 5% indicé que los
extractos de hoja, tallo y flor en metanol tuvieron presencia leve y trazas para los
tejidos frescos en cloroformo y hexano. En la colecta de Huizotlaco (S2) la prueba con
acetato de plomo mostré presencia leve, trazas y ausencia para los tejidos frescos en
cloroformo y hexano, respectivamente; mientras que para Coacuilco (S4) hoja en
metanol indicé presencia leve y tallo y flor presencia notable ademas de ausencia de

taninos en extractos de cloroformo y hexano.

A su vez la prueba de FeCls 5% en la colecta de Contepec (S8) mostro trazas para
hoja, tallo y flor en metanol, hoja en cloroformo asi como hoja y tallo en hexano. El
ensayo con acetato de plomo mostro presencia leve en hoja y tallo en metanol y trazas
en flor, mientras que se observo ausencia de este metabolito en los extractos restantes.

Referente a la identificacibn de taninos en vaina beneficiada se observaron trazas en
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FeCls 5% y presencia leve con acetato de plomo para las tres colectas evaluadas
(Cuadro 14, Anexo H.3.).

e Terpenos

La prueba de Liberman-Burchard para la colecta de Huizotlaco (S2) indicd presencia
notable para el extracto en metanol de hoja y tallo y trazas para flor, en cloroformo sélo
se observaron trazas al igual que en el extracto en hexano de hoja. En la prueba de
Salkowski se observaron trazas para todos los extractos evaluadas, mientras que la
vaina beneficiada indicé trazas y presencia notable para las pruebas de Liberman-
Burchard y Salkowski, respectivamente.

Para la colecta de Coacuilco (S4) se indicO presencia leve en extracto en metanol de
flor y trazas para los demas extractos, la prueba de Salkowski mostré trazas para todos
los extractos evaluados, salvo en el de hexano de hoja, donde se observé ausencia de
terpenos. Por ultimo, la colecta de Contepec (S8) hizo evidente la presencia leve de

terpenos en extracto de metanol para hoja y tallo y trazas para flor.

Los extractos en cloroformo y hexano de hoja y tallo indicaron la presencia de trazas,
mientras que en los extractos de flor se observé ausencia de este metabolito. Por otra
parte, la vaina beneficiada mostré trazas en Liberman-Burchard y presencia notable en

Salkowski para las tres colectas (Cuadro 14, Anexo H.4.).
e Alcaloides

A través de las pruebas realizadas se determind que las estructuras vegetales de
Huizotlaco (S2) no mostraron presencia de alcaloides en la prueba de Dragendorff, en
la prueba de Wagner se observaron trazas en extracto de hexano para los tejidos
vegetales frescos. Mediante la prueba de Hager se evidenciaron trazas para todos los

extractos realizados.

En la colecta de Coacuilco (S4) s6lo se observaron trazas para el extracto en hexano
de los tejidos vegetales frescos para la prueba de Dragendorff, a través de la prueba de
Wagner se evidenciaron trazas en los extractos de cloroformo y hexano de los tejidos

frescos; por otra parte, la prueba de Hager presenté la misma tendencia en los
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extractos evaluados que la prueba de Wagner. Contepec (S8) presentd trazas en el
extracto de cloroformo de tallo y flor, en las pruebas de Hager y Wagner se observaron

trazas para los extractos en cloroformo y hexano de los tejidos frescos.

En vaina beneficiada la colecta de Huizotlaco (S2) indicé presencia leve con la prueba
de Dragendorff, ausencia en Wagner y trazas en Hager; las vainas de Coacuilco (S4)
mostraron presencia leve en la prueba de Dragendorff asi como trazas para Wagner y
Hager, por altimo, la colecta de Contepec (S8) presento trazas para las tres pruebas

realizadas (Cuadro 14, Anexo H.5.).
e Acidos fenodlicos

En las colectas de Huizotlaco (S2) y Coacuilco (S4), la presencia de &cidos fendlicos se
hizo evidente en forma leve so6lo en el extracto de metanol de los tejidos vegetales
frescos, mostrando trazas en los extractos de metanol de la colecta de Contepec (S8).
Para los extractos de cloroformo y hexano de Huizotlaco (S2) y Coacuilco (S4) se
observaron trazas, no obstante, Contepec (S8) presentd caracteristicas distintas a las
dos anteriores colectas al mostrar ausencia de acidos fendlicos para el extracto hexano
de hoja y tallo y trazas en el resto de las muestras. Los &cidos fendlicos en vainas
beneficiadas de las tres colectas mostraron un alto contenido debido a que estos son
los principales compuestos generados como resultado del beneficiado (Cuadro 14,
Anexo H.6.).
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Cuadro 14. Tamizaje fitoquimico en extractos de hoja (H), tallo (T), flor (F) y vaina
beneficiada (VB) de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews de tres
localidades de la Huasteca hidalguense, México.
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3.3.2 Identificacion de fitoquimicos por cromatografia en capa fina

Se realizaron pruebas de identificacion de fitoquimicos a través de Cromatografia en
Capa Fina (CCF) con la finalidad de complementar y confirmar la presencia o ausencia

de dichos compuestos mediante las pruebas por agentes cromégenos.
e Flavonoides

Los extractos en metanol de los diferentes tejidos vegetales colectados en Huizotlaco
(S2) mostraron de manera mas evidente la presencia de flavonoides en hoja y flor al
observar la formacion de seis bandas en cada extracto, mientras que en la vaina
beneficiada sélo se observd una banda. A su vez, la evaluacion extractos de hoja, tallo

y flor en cloroformo y hexano mostraron la formacion de dos bandas en cada caso.

Para la colecta de Coacuilco (S4), se observé mayor abundancia de flavonoides en el
extracto de flor en metanol al observarse siete bandas, no obstante, hoja y tallo
evidenciaron una presencia notable de este metabolito al indicar seis bandas en cada
caso, Yy, al igual que la colecta S2, vaina beneficiada mostré la formacion de una banda.
Por otra parte, cado uno de los tejidos vegetales frescos (hoja, tallo y flor) en hexano
presentaron dos bandas, mientras que los extractos en cloroformo hicieron mas

evidente la presencia de flavonoides en flor al mostrar dos bandas.

De igual manera, la colecta de Contepec (S8) mostr6 mayor presencia de flavonoides
en el extracto de flor en metanol al observar cinco bandas, a su vez, para hoja y tallo en
metanol se observaron cuatro bandas en cada extracto asi como una banda en el
extracto de vaina beneficiada. Los extractos de cloroformo evidenciaron mayor
presencia de flavonoides en tallo al formar dos bandas en la placa cromatogréfica,
también se observé una banda para la prueba realizada en extracto de hexano para

hoja y tallo (Cuadro 15, Anexo I.1.y J.1.).
e Saponinas

En la colecta de Huizotlaco (S2) se identifico que los extractos de hoja y vaina
beneficiada en metanol mostraron mayor abundancia de saponinas al formar tres

bandas cada extracto, asimismo, tallo y flor mostraron sélo una banda. En los extractos
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de cloroformo la flor presenté seis bandas, seguido de hoja y tallo al formar cinco
bandas; por otra parte, los extractos de hexano indicaron mayor contenido de

saponinas en hoja y tallo al observarse cuatro bandas para cada tejido.

La evaluacién de los tejidos colectados en Coacuilco (S4) mostré que los extractos de
metanol de los tejidos vegetales evaluados formaron tres bandas en cada muestra; por
su parte, los extractos de cloroformo indicaron que el tallo fue el tejido con mayor
abundancia de este metabolito al formar cinco bandas, mientras que hoja y flor
formaron cuatro bandas. En extractos de hexano, hoja y flor indicaron mayor
abundancia de saponinas.

Por dltimo, la colecta con mayor presencia de saponinas fue la de Contepec (S8) al
observarse siete bandas en extractos de hoja y tallo en metanol, esta misma tendencia
se observd en los extractos de cloroformo, mientras que en hexano, el tejido mas

abundante en saponinas fue la hoja (Cuadro 15, Anexo 1.2.y J.2.).
e Taninos

Los extractos de metanol para los diferentes tejidos evaluados provenientes de
Huizotlaco (S2) fueron los que mostraron mayor presencia de taninos al observarse
una banda en cada uno de los extractos; a su vez, en los extractos de cloroformo no se
observaron bandas, a diferencia de la muestra de hoja en hexano, donde se indic6 una
banda. Los tejidos vegetales provenientes de Coacuilco (S4) presentaron una banda en
extracto de metanol de tallo, flor y vaina beneficiada, en contraste, la colecta de
Contepec (S8) s6lo mostré una banda en el extracto de vaina beneficiada (Cuadro 15,
Anexo 1.3.y J.3.).

e Terpenos

Se determind que en la colecta de Huizotlaco (S2) el extracto de vaina beneficiada en
metanol presentdé mayor contenido de terpenos mostrando siete bandas, seguido del
extracto de flor con cuatro bandas y hoja y tallo con tres bandas. No obstante, en

extracto de cloroformo, la hoja mostré mayor contenido de este fitoquimico indicando
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cinco bandas a pesar de ser un solvente con menor polaridad; ademas, los extractos

de hexano con presencia mas notable de terpenos fueron de hoja y tallo.

A diferencia de la colecta anterior, lo colecta de Coacuilco (S4) mostraron que los
extractos de metanol con mayor evidencia de terpenos fueron los de hoja, tallo y vaina
beneficiada al mostrar cuatro bandas. No obstante, el extracto de hoja en cloroformo
mostré de manera mas notable este fitoquimico en hoja al observar seis bandas; con
respecto a la colecta de Contepec (S8), la vaina beneficiada mostr6 mayor contenido
en este fitoquimico al presentar seis bandas; por su parte, en los extractos de
cloroformo se identificé que la hoja fue el tejido que evidencié mayor presencia de
terpenos con siente bandas, esta tendencia se observé en los extractos de cloroformo

mostrando cinco bandas en hoja (Cuadro 15, Anexo 1.4y J.4.).
e Alcaloides

La presencia de alcaloides en la colecta de Huizotlaco (S2) fue evidente solo en
extractos de metanol indicando dos bandas para hoja, tallo, flor y vaina beneficiada
aunque estas presentaron tonalidades tenues; esta misma tendencia pudo observarse
en la colecta de Coacuilco (S4), no obstante, el valor Rf de las bandas formadas en la
colecta S2 fueron superiores a los de S4, indicando que los alcaloides identificados en

esta ultima colecta pueden ser de mayor peso molecular.

Por otra parte, la colecta de Contepec (S8) mostré dos bandas en los extractos de
metanol de los diferentes tejidos vegetales evaluados, sin embargo, también se
observo la presencia de una banda en extracto de hoja y tallo en hexano (Cuadro 15,
Anexo 1.5y J.5.).

e Acidos fenélicos

Puesto que los compuestos fendlicos son uno de los principales grupos de fitoquimicos
presentes en vainas beneficiadas, la colecta de Huizotlaco (S2) fue el tejido que mostro
mayor presencia de acidos fendlicos al formar dos bandas, mientras que los extractos
de hoja, tallo y flor tanto en metanol como en cloroformo y hexano s6lo mostraron una

banda. Por otra parte, la colecta de Coacuilco (S4) mostro mayor abundancia de acidos
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fendlicos puesto que los extractos de metanol para vaina beneficiada indicaron tres
bandas y en tallo y flor dos; asimismo, los extractos de cloroformo y hexano
presentaron una banda para cada tejido evaluado. Por ultimo, en los extractos de
metanol de hoja, tallo, flor y vaina beneficiada se indicaron dos bandas, mientras que
en los extractos de cloroformo se observé una banda para cada tejido; de igual manera,
en extracto de hexano este grupo de metabolitos solo se identificaron en hoja y tallo
(Cuadro 15, Anexo 1.6. y J.6.).

Cuadro 15. Determinacién de metabolitos secundarios y valor R por cromatografia en
capa fina en hojas (H), tallos (T), flores (F) y vaina beneficiada (VB) de
Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews.

- Huizotlaco(S2) Coacuilco(S4) Contepec(S8)
n > ES b a
= " NB Rf NB Rf NB Rf
M 5 0.09,061,070,077, .  0.63,0.70,0.78,0.81, , 0.63, 0.70, 0.79,
H 0.80, 0.96 0.92,0.97 0.97
cn 2 0.05, 0.86 1 0.86 1 0.84
Hess 2 0.64,0.95 2 0.62, 0.94 1 0.98
@ 0.63,0.70, 0.78, 0.81 0.62, 0.70, 0.80
() ) ) ) ) ’ ’ ’
S . M 4 0.09,0.62,0.81,0.98 6 0.92. 0.97 4 0.97
S C 2 0.05, 0.86 1 0.86 2 0.07, 0.84
= He 2 0.64, 0.95 2 0.62, 0.94 1 0.98
[ M 5 0.09,0.62,0.69,0.76, ,  0.09,0.63,070,081, 0.62, 0.73, 0.81,
F 0.80, 0.98 0.92, 0.97 0.89, 0.97
C 2 0.05, 0.86 2 0.55, 0.86 0
He 2 0.64, 0.95 2 0.62, 0.94 0
VB M 1 0.98 1 0.98 1 0.98
0.31, 0.40, 0.59,
M 3 0.69, 0.90, 0.95 3 0.69, 0.86, 0.93 7 0.68, 0.77, 0.86,
0.94
0.22, 0.38, 0.56,
Ho ¢ 5  060,058080,095 4, 460066 077,094 7 065072077
0.97
0.95
0.51, 0.59, 0.71,
" He 4 0.56, 0.63,0.77,0.89 4 0.59, 0.65, 0.87, 0.94 5 0.79. 0.84
£ 0.31, 0.40, 0.59,
= M 1 0.33 3 0.36, 0.86, 0.93 7 0.68. 0.76. 0.84
o
@ 0.19, 0.56, 0.65,
S T c 5 0.60,0.68,0.80,0.95 .  0.58,066,077,088 . 071 0.76. 0.88
0.97 0.94 0.94
He 4 0.55,0.63,0.76,0.93 3 0.57, 0.65, 0.93 1 0.84
M 1 0.94 3 0.36, 0.67, 0.93 2 0.52, 0.98
0.60, 0.68, 0.80, 0.95,
F C 6 0.97. 0.99 4 0.58, 0.66, 0.76, 0.90 2 0.73,0.98
He 3 0.60, 0.72 0.89 4 0.58, 0.65, 0.85, 0.91 3 0.52, 0.73,0.98
VB M 3 0.52, 0.61, 0.86 3 0.46, 0.61, 0.87 2 0.52, 0.98

tMetabolito secundario o fitoquimico; {Tejido vegetal; 8Extracto; PNUmero de bandas; Espacio
en blanco: No detectado =Factor de retencién; fiMetanol; {fCloroformo; §8Hexano....

(Continda)
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(Cuadro 15.Continuacion)

Huizotlaco (S2) Coacuilco (S4) Contepec (S8)
T/) ; ES
= F NBP Rf® NB Rf NB Rf
Vil 1 0.96 0 0
H cm 0 0 0
Hess 1 0.86 0 0
0 M 1 0.96 1 0.93 0
2 T C 0 0 0
g He 0 0 0
= M 1 0.96 1 0.93 0
F C 0 0 0
He 0 0 0
VB M 1 0.96 1 0.91 1 0.91
M 3 0.47,0.59, 0.67 4 049,059 066,084 2 0.60, 0.66
c 5 0.47,0.50,0.55,087, 0.39,0.49,058 082, 0.15, 0.38, 0.49,
H 0.89 0.88, 0.90 0.56, 0.64, 0.80, 0.87
0.42,0.49, 0.62,
He 4 0.56,0.79,0.87,0.92 2 0.51,0.88 5 0.82. 088
" M 3 0.47,0.59, 0.66 4 0.48, 0.59,67, 0.84 4 0.19,0.50, 0.60, 0.66
e 0.40,0.59, 0.82, 0.88, 0.38, 0.49, 0.56,
g C 3 0.47,0.87,0.89 5 0.9 5 0.64. 0.87
E - He 4 0.42,0.56,0.87,0.92 2 0.51,0.88 4 0.49,0.73,0.82,0.88
M 4 0.47,0.59,0.61,0.84 3 0.48, 0.60, 0.84 3 0.63,0.75, 0.84
C 3 0.47,0.87,0.89 3 0.83, 0.88, 0.90 3 0.55, 0.73, 0.97
He 5 05 0'63’902'79’ 087, 5 0.50, 0.86 3 0.70, 0.73, 0.84
0.15, 0.46, 0.49, 0.58, 0.37,0.53, 0.61,
VB M ! 0.80, 0.83, 0.88 4 051,061,08308 6 0.67,0.86, 0.91
M 2 0.75, 0.96 2 0.68, 0.89 2 0.68, 0.89
H C 0 0 0
He 0 0 1 0.91
3 M 2 0.73,0.96 2 0.66, 0.89 2 0.68, 0.89
2T C 0 0 0
ks He 0 0 1 0.93
< M 2 0.75, 0.98 2 0.68, 0.89 2 0.71,0.91
F C 0 0 0
He 0 0 0
VB M 2 0.08, 0.96 2 0.64, 0.93 2 0.66, 0.96
M 1 0.82 1 0.88 2 0.66, 0.82
, H C 1 0.80 1 0.84 1 0.66
S He 1 0.77 1 0.89 1 0.86
= M 1 0.82 2 0.71,0.86 2 0.66, 0.82
S T C 1 0.89 1 0.86 1 0.86
‘o He 1 0.96 1 0.89 1 0.89
S M 1 0.82 2 0.19, 0.86 2 0.77,0.89
& F C 1 0.66 1 0.84 1 0.89
He 1 0.86 1 0.89 0
VB M 2 0.66, 0.84 3 0.34, 0.66, 0.86 2 0.66, 0.82

tMetabolito secundario o fitoquimico; Tejido vegetal; 8Extracto; PNUmero de bandas; Espacio
en blanco: No detectado; ©Factor de retencion; ftMetanol; {fCloroformo; §8Hexano....
(Continda)
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3.3.3 Determinacion cuantitativa de metabolitos secundarios
Andlisis estadistico de variables fitoquimicas

El andlisis de las caracteristicas fitoquimicas en tejidos vegetales de V. planifolia Jacks.
ex Andrews mostré coeficientes de variacion entre 6 y 16%, de manera que
compuestos fendlicos totales (CFT) presenté el coeficiente de variacion mas bajo
(6.72%), asimismo, taninos totales (TT) tuvo el coeficiente de variacibn mas alto
(15.50%). De igual manera, se identificaron diferencias altamente significativas en las
variables evaluadas (P<0.001) (Cuadro 16).

Cuadro 16. Medias y coeficientes de variaciébn de las cuatro variables fitoquimicas
evaluadas en Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews en tres sitios de colecta
de la Huasteca hidalguense, México.

Coeficiente Cuadrados

Variable Media de medios
variacion Colecta  Error
Compuestos fendlicos  2.4000 6.7209 2.7678** 0.0260

totales

Taninos condensados  0.4412 10.1029 0.1152*** (0.0020

Taninos totales 1.9875 15.4971 2.1734*** 0.0949

Flavonoides 0.7534 11.5422 0.8929*** (0.0076
‘P<0.0001

Se realiz6 una prueba de medias (Prueba de Tukey, a = 0.05) a las variables
evaluadas, de acuerdo con esto se pudo observar que los compuestos fendlicos totales
(CFT) y flavonoides (Flav) mostraron mayor variacion en las colectas evaluadas, donde
la colecta de Contepec (S8) tuvo la mayor concentracion de CFT (2.61 mg g* MS),
mientras que la colecta de Huizotlaco (S2) mostré la concentracion mas baja (2.00 mg
gl MS).

Con respecto a flavonoides, la colecta de Coacuilco (S4) presentd la concentracion
mas alta en este grupo de fitoquimicos (0.97 mg g' MS), seguida de la colecta
Huizotlaco (S2) con 0.71 mg g* MS y finalmente por Contepec (S8), la cual mostré una
concentracion de 0.59 mg g MS (Cuadro 17). Taninos condensados (TT) y taninos

totales (TC) fueron las variables con menor variaciéon al mostrar concentraciones de
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0.38-0.51 mg g' MS y 1.67-2.30 mg g*! MS, respectivamente, de esta manera

Coacuilco (S4) fue la colecta con mayor concentracion en TT, TC y Flav (Cuadro 17).

Cuadro 17. Prueba de medias para las variables fitoquimicas evaluadas en Vanilla
planifolia Jacks. ex Andrews en tres sitios de colecta de la Huasteca
hidalguense, México.

Fitoquimico
Colecta Cgr_npuestos Taninos Taninos totales Flavonoides
fenélicos totales condensados 1 )
(mg g-l MS) (mg g-l MS) (mg g MS) (mg g MS)
Huizotlaco 2.00P 0.382 2.032 0.71ba
Coacuilco 2.58ba 0.512 2.302 0.972
Contepec 2.612 0.422 1.672 0.59P

Letras distintas por columna indican diferencia estadistica de acuerdo a la prueba de
Tukey (a=0.05)

En relacién con la interaccion de fitoquimicos con respecto a los tejidos vegetales
evaluados se determin6 que los compuestos fendlicos totales (CFT) mostraron mayor
variacién con un rango de concentracion de 1.35-6.03 mg g*! MS siendo la vaina
beneficiada quien presentd una concentracibn mayor, mientras que en hoja se detectd
la concentracion menor. Por otra parte, taninos condensados (TC) se detectaron en un
rango de concentracion de 0.33-0.82 mg g! MS, predominando su concentracién en
vainas beneficiadas (0.82 mg g* MS), seguido de hoja (0.41 mg g* MS), tallo (0.36 mg
gl MS)y flor (0.33 mg g* MS).

Por Gltimo, la presencia de taninos totales (TT) fue mas evidente en hoja (3.55 mg g*
MS) y tallos (0.36 mg g** MS) al tener las concentraciones mas altas, en contraste con
la concentracién en flor (0.66 mg g* MS) y vainas beneficiadas (0.49 mg g* MS), las
cuales mostraron los valores mas bajos. Se determiné también que la mayor
concentracion de flavonoides se presenté en hoja (1.03 mg g* MS) seguido de vainas
beneficiadas (0.90 mg g MS); asi mismo, tallo y flor mostraron una concentracién

similar con 0.50 mg g* MS y 0.56 mg g MS, respectivamente (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Prueba de medias de fitoquimicos para hoja, tallo, flor y vaina beneficiada
de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrew de la Huasteca hidalguense,

México.
Fitoquimico
Compuestos
Tejido vegetal fendlicos Taninos Taninos totales Flavonoides
totales (mg g* condensados (mgg*MS) (mgg?!MS)
MS) (mg g MS)
Hoja 1.354 0.41° 3.552 1.032
Tallo 1.62¢ 0.36¢ 2.18P 0.50¢
Flor 2.36° 0.33¢ 0.66¢ 0.56¢
Vaina beneficiada 6.032 0.822 0.49¢ 0.90P

Letras distintas por columna indican diferencia estadistica de acuerdo a la

prueba de Tukey (a=0.05).
Al analizar el contenido de fitoquimicos en cada colecta se detecté que en la colecta de
Huizotlaco (S2) la mayor concentracion de CFT se identificd en vaina beneficiada (5.80
mg g MS) al mostrar un contenido de aproximadamente cuatro veces el contenido en
hoja, tallo y flor, de igual manera, la concentracion de taninos condensados (TC) se
hizo mas evidente en vaina beneficiada (0.70 mg g* MS) al mostrar una concentracion
de casi 2.5 la de tallo (0.28 mg g* MS) y flor (0.30 mg g* MS).

A su vez, el tejido que mostré la mayor concentracién de TC fue la hoja (4.34 mg g
MS), mientras que la vaina beneficiada indicé la concentracion mas baja (0.28 mg g
MS); también se observé que la hoja presentd mayor concentracion de flavonoides con
1.01 mg g* MS, seguido de vaina beneficiada con 0.92 mg g* MS.

En la colecta de Coacuilco (S4) se observd que la vaina beneficiada tuvo la
concentracion mas alta de CFT (5.98 mg g* MS), no obstante, las concentraciones en
tallo y flor mostraron valores de casi dos veces lo indicado en la colecta S2. Respecto a
la concentracion de TC la vaina beneficiada present6 la mayor concentracion con 0.79
mg g* MS, mientras en TT el tallo tuvo la mayor concentracién con 4.21 mg gt MS y de

manera contrastante la vaina beneficiada mostré la concentracion mas baja.

Al igual que en la colecta S2, la hoja tuvo la mayor concentracién de flavonoides al
mostrar 1.16 mg g* MS, seguido de tallo (0.96 mg g* MS), vaina beneficiad (0.88 mg g
1 MS) y flor (0.66 mg g* MS).
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Asimismo, se determiné que la vaina beneficiada (6.31 mg g* MS) y la flor (2.92 mg g
MS) colectada en Contepec (S8) tuvo la concentracion mas alta de CFT de las tres
colectas evaluadas, esta misma condicion se aplicé para la concentracion de TC en
vaina beneficiada al presentar 0.97 mg g** MS. Por su parte, el tejido que mostré mayor
concentracion de TT fue la hoja con 3.49 mg g MS, por ultimo, vaina beneficiada (0.90
mg g* MS) y hoja (0.88 mg g* MS) mostraron concentraciones similares en cuanto a la

concentracion de flavonoides (Cuadro 19).

Cuadro 19. Cuantificacion de metabolitos secundarios en hoja, tallo, flor y vaina
beneficiada de tres colectas (S2, S4 y S8) de Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews de la Huasteca hidalguense, México.

Fitoquimico
Tejido Compuestos Taninos Taninos Flavonoides
vegetal fendlicos totales condensados totales (mgg* 1
(MggiMS)  (mgg’MsS) ws)  (MIGTMS)
Huizotlaco (S2)
Hoja 1.04¢ 0.39P 4.342 1.012
Tallo 1.19¢ 0.28°¢ 1.63° 0.36¢
Flor 1.44° 0.30¢ 0.36° 0.59P
VB 5.802 0.702 0.28° 0.922
Coacuilco (S4)
Hoja 1.57¢ 0.45b¢ 2.72° 1.162
Tallo 2.00° 0.53° 4.212 0.962
Flor 2.73° 0.35¢ 0.58¢ 0.66°¢
VB 5.982 0.792 0.53¢ 0.88°
Contepec (S8)
Hoja 1.32¢ 0.39° 3.492 0.882
Tallo 1.68° 0.26° 1.19° 0.32°¢
Flor 2.92° 0.33¢ 1.03° 0.44°
VB 6.312 0.972 0.67¢ 0.902

Letras distintas dentro de cada colecta por columna indican diferencia
estadistica de acuerdo a la prueba de Tukey (a=0.05).

Estudios realizados por Lopez-Gutiérrez et al. (2014) en hojas de Camelia sinensis
mencionan la presencia de flavonoides (catequinas) en concentraciones de 43 mg g
de MS y de &acidos fendlicos (acido clorogénico) 0.003 mg g* de MS, lo cual, en
comparacion al contenido de estos fitoquimicos en V. planifolia Jacks. ex Andrews
muestra que los tejidos evaluados, principalmente la vaina beneficiada poseen una

importante funcion antioxidante para el organismo. Ya que aunque la concentracion de
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flavonoides no es tan alta como en Camelia sinensis, la concentracion de compuestos

fendlicos si es notablemente mayor.

Asimismo, de acuerdo con lo reportado por Ene-Obong et al. (2016) en frutos de Cola
pachycarpa colectados en zonas geograficas distintas, se observaron diferencias en la
concentracion de compuestos fendlicos (0.03 y 0.02 mg g), flavonoides (4.71 y 6.62
mg g?) y taninos (0.19 y 0.23 mg g*?), lo cual indica que el ambiente fue un factor
importante en estas diferencias. De acuerdo con esto, V. planifolia Jacks. ex Andrews
tiene gran potencial como nutracéutico debido a su alto contenido de fenoles y taninos
en comparacion a C. pachycarpa, aunado a esto, se determin6é que en las colectas de

la Huasteca hidalguense, el ambiente fue uno de los principales factores de variacion.

Especificamente la colecta mas alejada geograficamente, en la zona de estudio, fue la
gue mostré mayor concentracion de fitoquimicos. Con lo cual puede considerarse que
se trata de plantas con caracteristicas mas silvestres, o bien, que esta sometida a
condiciones de estrés que favorece la sintesis de estos compuestos para proteger las

diferentes estructuras que conforman la planta.
3.3.4 Distribucion de la variacién de variables fitoquimicas

Con base en el andlisis de componentes principales se determin6 que con los primeros
dos componentes principales se explica aproximadamente 97% de la variacion total; de
esta manera el primer componente principal (CP1) explicé aproximadamente 62% de la
variacion total e incluy6é a las variables de concentracion de compuestos fendlicos
totales (CFT) y taninos totales (TT), mientras que el segundo componente (CP2)
explico 35% de la variacién y considera la concentracion de taninos condensados y

flavonoides como principales variables (Cuadro 20).
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Cuadro 20. Valores propios, proporcion de la variacion total y variacion acumulada de
las variables aromaticas en las dos dimensiones de la caracterizacién de
Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews de la Huasteca hidalguense, México.

COMPONENTES PRINCIPALES

Variable (CP)
CP1 CP2

Compuestos fendlicos 0.632892 -0.055796
totales
Taninos totales 0.605328 0.204982
Taninos condensados -0.431607 0.594241
Flavonoides 0.216198 0.775724
Valor propio 2.481529 1.400125
Proporcion variacion 0.6204 0.3500
total
Variacion acumulada 0.6204 0.9704

Los valores marcados en negritas indican las variables que presentan mayor
influencia en cada componente principal

La distribucion espacial de los tejidos vegetales evaluados definida por los dos
primeros componentes principales determind que los tejidos con mayor concentracion
de compuestos fendlicos totales y taninos totales se localizan en el grupo GlI localizado
en la parte superior del grafico de acuerdo con el CP1; asimismo, en la regién positiva
del CP2 se localizé el grupo Glll, el cual se caracteriz6 por mostrar la mayor
concentracion de flavonoides y taninos condensados, mientras que el grupo Gl

present6 la menor concentracién de estos fitoquimicos (Figura 9).

96



3.001
2.001
1.00
Compuestos §
s i
fenolicostotales o © 007 -
. o —
Taninos totales [} @Flor —
(@Hoia
-1.007 llog/ _
-2.007
-3.007
T T T T T T T
-3.00 -2.00 -1.00 .00 1.00 2.00 3.00
CP2
(36.51%)
Flavonoides

Taninos condensados

Figura 9. Dispersion de cuatro tejidos vegetales sitios de Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews de la Huasteca hidalguense, México basada en los dos primeros
componentes principales de andlisis de cuatro variables fitoquimicas
agrupadas por medias poblacionales.

A través del analisis de conglomerados se determiné la formaciéon de dos grupos, de

esta manera, el primer grupo conformado por las colectas S2 y S8 mostrd la mayor y

menor concentracion de compuestos fendlicos totales, respectivamente, asi como los

valores mas bajos en taninos totales y condensados y flavonoides. Por otra parte, la
colecta S4 conformé el segundo grupo, el cual se caracterizO por mostrar la
concentracion mas alta de taninos totales y condensados asi como de flavonoides

(Figura 10).
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Figura 10. Dendrograma de tres sitios de colecta de Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews en la Huasteca hidalguense, México basado en el promedio de
cuatro variables fitoquimicas y agrupado por similitud de distancias. La
intensidad en el color indica valores mas altos en cada variable.

3.4 Conclusiones

Por medio de los analisis realizados fue posible obtener un tamiz fitoquimico a través
del cual se determiné la composicion de V. planifolia Jacks. ex Andrews. La prueba por
agentes cromdgenos detecto la presencia de fitoquimicos en extractos de metanol, de
forma notable en la colecta de Coacuilco (S4). La presencia de saponinas en tejidos
vegetales frescos soOlo se hizo evidente en hoja y tallo, mientras que alcaloides y

taninos solo se observé en forma de trazas en todas las colectas.

Las pruebas de cromatografia en capa fina fueron de utilidad para complementar y
confirmar la presencia de los diferentes grupos de metabolitos, de igual manera,
flavonoides, saponinas y terpenos se presentaron de forma mas evidente; mientras que
en las pruebas para alcaloides, taninos y acidos fendlicos se observaron sélo algunas

bandas de coloraciones tenues debido a su baja presencia en los tejidos evaluados.

En relacion a los tejidos vegetales, tallo y flor mostraron semejanza en la concentracion
de los fitoquimicos evaluados. La vaina beneficiada se caracterizd por tener la mayor
concentracion de compuestos fendlicos y taninos totales, por su parte, la hoja tuvo

mayor concentracion de flavonoides y taninos condensados.
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Las colectas S2 y S8 mostraron semejanza en el contenido de fitoquimicos, no
obstante, S8 destaco por la alta concentracion de compuestos fendlicos totales, taninos
totales y condensados en vaina beneficiada. Mientras que, la colecta S4 mostro la
mayor concentracion de taninos totales, taninos condensados y flavonoides de las

colectas evaluadas y en menor proporcion compuestos fenolicos totales.
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CAPITULO IV. CONOCIMIENTO EN EL USO DE Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews EN LA HUASTECA HIDALGUENSE, MEXICO

Resumen

Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews es una especie de gran importancia cultural y
econdmica en México, especialmente en la region Totonacapan, no obstante, aun es
escasa la informacion referente al conocimiento tradicional de esta especie; por tal
motivo, el objetivo de este capitulo fue realizar una investigacion exploratoria para
conocer el origen de la vainilla cultivada en la Huasteca hidalguense asi como el
conocimiento tradicional en el uso y aprovechamiento de la planta de vainilla. Para ello
se aplicd una entrevista a 14 productores de vainilla de los municipios de Atlapexco,
Huejutla de Reyes y Jaltocan en la cual se abordaron aspectos del cuidado y origen de
la planta que actualmente cultivan asi como el uso y aprovechamiento de la especie.
Los resultados indicaron un conocimiento de la planta de vainilla de aproximadamente
tres generaciones, es decir, aproximadamente 100 afios, la importancia de la vainilla
para los productores de la Huasteca hidalguense recae en el aspecto econémico
(81%), de conservacion de la especie (13%) y utilidad del fruto (6%). Algunos aspectos
del manejo son el encausamiento de guia, el chapeo de maleza, la polinizacién tanto
manual como natural y la combinacion de ambas; los principales tutores utilizados son
naranjo (Citrus x sinensis), cojon de gato (Tabernaemontana alba Miller), guacima
(Guazuma ulmifolia), chalahuite (Inga jinicuil Schlechtenda), jonote (Heliocarpus
appendiculatus), chakd (Bursera simaruba) y zapote (Manilkara zapota). El uso y
aprovechamiento de la planta esta enfocado al comercio de las vainas ya sea verdes o
secadas al sol, en la elaboracién de bebidas y postres. Con base en lo mencionado en
las entrevistas, el origen de la vainilla en Hidalgo en su mayoria no es conocido, sin
embargo, algunos productores afirmaron haber realizado la compra de esquejes en
Xiquila, Hidalgo y Poza Rica, Veracruz. Lo anterior indica que el conocimiento respecto
al manejo, uso y aprovechamiento de la vainilla en Hidalgo se encuentra en etapa

incipiente.

Palabras clave: conocimiento tradicional, Hidalgo, uso, Vanilla planifolia.
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4.1. Introduccién

La vainilla (Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews), ademas de ser uno de los
saborizantes de mayor importancia a nivel mundial y ser utilizada en diversas industrias
(Correll 1953; ASERCA 2000), esta considerado uno de los cultivos mas rentables de

los trépicos calidos (Soto-Arenas y Dressler 2010).

Originaria de México y Centroamérica, el cultivo de la vainilla se ha extendido a paises
como Madagascar, Indonesia y La Reunion, entre otros; sin embargo, su historia
comienza en la época precolombina y esta innegablemente ligada a los indios
totonacos que habitaron cerca de la region de Papantla (Veracruz), teniendo como
primeros reportes de la presencia de vainilla en México los escritos de Bernardino de
Sahagun en 1529. No obstante, se considera que la vainilla data del periodo en que los
aztecas conquistaron al imperio totonaco a finales del siglo XV, siendo ofrecida como
uno de los mas raros tributos otorgados al emperador azteca Moctezuma (Bruman
1948; Correll 1953).

Puesto que el uso de la vainilla se remonta a la época precolombina se considera que
los mayas, los totonacos y, posteriormente los aztecas, fueron los primeros en dar
utilidad a la vainilla (Gamboa-Gaitan 2014). Segun Karner (2007), en sus inicios, los
totonacos obtenian los frutos de la orquidea sélo mediante la recolecta de ejemplares
silvestres, una vez que éste desarrollaba su aroma de manera natural solia ser utilizado
como aromatizante en el hogar, no necesariamente por su sabor y por tanto no tenia

uso comestible.

2

En nahuatl llamada “tlil-xochitl” (flor negra), en totonaco “xanat” (flor) y en maya “zizbic’
los totonacos comenzaron a utilizar la vainilla como aromatizante de bebidas, més
tarde los aztecas la utilizaron para aromatizar una bebida que denominaban “xocolatl”,
la cual era exclusiva de la nobleza y los guerreros (Bruman 1948; Musalem 2002;
Caso-Barrera y Aliphat-Fernandez 2006) y podia incluir ademas otros ingredientes

como maiz, miel y chile (Karner 2007).

Otras formas de uso ademas de aromatizante, eran curativos, de apreciacion estética y

en la realizacion de rituales (Bruman 1948), de tal forma que una de las principales
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interpretaciones dadas a la vainilla al ser ofrecida como ofrenda a los dioses era la de
mantenerse a salvo de cualquier peligro puesto que los dioses les brindarian proteccion
(Karner 2007). Posteriormente, algunos otros usos eran mediante la decoccion de las
vainas usandola como diurético, para tratar la dismenorrea, histeria, dispepsia y evitar
la caries dental, entre otros beneficios nutracéuticos en México (Bruman 1948; Gurnani
et al. 2014).

El comienzo de la comercializacion de la vainilla se dio unicamente con la recoleccion,
por lo cual no existia un ciclo agricola, ni se conoce con claridad el area geogréfica que
abarcaba su recoleccion en sus inicios. Solo se tienen breves referencias coloniales de
recoleccion, ademas de Veracruz, en Tabasco, Oaxaca, Campeche, la Region del
Soconusco y Guatemala. De manera que durante el siglo XVI la demanda de vainilla
solia ser baja y principalmente interna por lo cual no era significativa desde la

perspectiva comercial (Kouri 2013).

Por otra parte, modificaciones en el cultivo de vainilla como el inicio de la polinizacion
manual, trajo como consecuencia importantes cambios tanto en la economia como en
las tradiciones y la cultura alrededor de la vainilla, puesto que comenzd una
segmentacion de labores para el cuidado de la planta al considerarse la polinizacién
como una actividad exclusiva de las mujeres, en especial de aquellas jovenes y castas
(ASERCA 2000).

De igual manera, la disminucién en el uso de vainilla por parte de los grupos indigenas
durante cerca de medio siglo derivo en la pérdida de su nombre nativo, ya que en los
primeros afos posteriores a la conquista el nombre “tlilxochitl”, que era comun para
hacer referencia a dicha especie, cambié su nombre a finales del siglo hasta conocerla

con su actual nombre, “vainilla” (Bruman 1948).

Todas estas caracteristicas en conjunto permitieron que la vainilla llegara a convertirse
lentamente en un simbolo que definia su vida cultural, de tal modo que la cosmovision
de los pueblos totonacos y su explicacion del universo en si giraba en torno a la
relacion entre el hombre y la naturaleza como convivencia, de manera que los
elementos presentes en la naturaleza encarnaban en deidades. Por ello, los indigenas

totonacos realizaban rituales de agradecimiento o permiso para poder recolectar las
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vainas, razon por la cual, se le consideraba una actividad mistico-religiosa a tal grado
gue surgieron leyendas en torno a su origen que logré convertir a la vainilla en un
producto emblematico a nivel no sélo regional, sino nacional e internacional (ASERCA
2000; Gonzalez-Martinez 2011).

No obstante, entre los totonacos la vainilla no mostré una importancia real hasta que se
convirtio6 en un producto comercial a inicios del siglo XVIII teniendo los principales
informes que documentan la importancia comercial de la vainilla en 1743, cuando los
indios totonacos recolectaban las vainas maduras de las plantas silvestres para ser
vendidas a un grupo de compradores, quienes posteriormente las beneficiaban,

empero, las ventas solian ser pequefas y con una baja remuneracion (Bruman 1948).

A lo largo del siglo XVIII y parte de los siglos XIX y XX, la historia de Papantla se
consideraba una parte inseparable de la historia propia de la vainilla, puesto que la
produccién y comercializacion de vainilla llegb a ser para esta region y sus alrededores
uno de los principales lazos sociales, ya que como consecuencia de estas actividades
se inicié una etapa de transformacion e impulso econémico que iba de la mano del
desarrollo comercial de la vainilla, es decir, al evolucionar la economia vainillera
también evolucionaban las relaciones sociales entre las poblaciones involucradas
(Kouri 2013).

Bajo este contexto, durante 1826 el cultivo de vainilla pas6 de ser una actividad
primaria a ser el producto de mayor valor econémico para la poblacién papanteca, ya
gue resultaba mas rentable que la explotacion de otros productos como el tabaco
(Nicotiana tabacum), la grana cochinilla (Dactylopius coccus) y el aiiil (Indigofera sp.),
motivo por el cual en ese momento se le consideraba el “diamante de la economia

agricola mexicana” (Kouri 2000).

Cabe destacar que a pesar del aislamiento de algunas zonas productoras de vainilla
como Papantla (para México) ciertamente se encontraba conectada con otras partes
del mundo a través del comercio internacional, cuyo vinculo era la vainilla, de esta
manera la orquidea se convirtié en el principal producto negociable de la region (Kouri
2013).
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Debido a sus caracteristicas sensoriales, de produccion y oferta, la vainilla tiene
actualmente una alta cotizacion internacional con precios en el mercado internacional
de entre 150-200 mil délares por tonelada de vainilla beneficiada. Sin embargo, gran
parte de su importancia también radica en generar fuente de trabajo, en especial en la
temporada de floracidbn ya que la polinizacion es manual y genera de 300 a 600
jornales anuales por hectarea (Comité Estatal del Sistema Producto Vainilla de Oaxaca
A.C. 2013-14).

Aunado a esto, gran parte de su relevancia econémica se basa en la versatilidad de
usos ya que la vainilla es uno de los productos de especial interés puesto que puede
ser utilizada tanto para saborizar o aromatizar una gran diversidad de productos o
alimentos y ademas ser utilizada para la elaboracion de artesanias (Delgado-Calderén
y Garcia-Diaz 2011).

Estas formas de aprovechamiento y usos potenciales de la vainilla, asi como de otras
especies, surgen a partir del conocimiento tradicional de los grupos indigenas, a su
vez, este conocimiento tiene un origen local basado en las caracteristicas linguisticas,
boténicas, zoologicas y agricolas en las que la informacién es obtenida principalmente
de la naturaleza y la relacion de esta con el ser humano y su entorno, asi como de la

experiencia (Diaz-Bautista et al. 2008).

De esta manera el conocimiento tradicional contribuye a la conservacion de una
especie, ya que es mas un proceso social que biolégico, por lo que los grupos
indigenas son importantes aliados para la conservacion de la naturaleza, ya que
ademas de su interés de conservacion y preservacion constituyen la base de sus
creencias y cultura (Toledo et al. 2002). Por tanto, la supervivencia de las culturas y el
conocimiento derivado de ellas son algunos de los factores de mayor relevancia para
asegurar la conservacion de una especie determinada y de la diversidad bioldgica
(Casas 2005; Diaz-Bautista et al. 2008).

Parte importante de la conservacion de una especie se ve reflejada en la presencia de
ejemplares silvestres, sin embargo, en el caso de la vainilla su distribucion original o
natural no es del todo clara, por lo cual resulta una tarea compleja estimar los

especimenes silvestres y los escapados. En México se ha puntualizado la localizacion
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de ejemplares silvestres en Oaxaca, Veracruz, Chiapas, San Luis Potosi, el Sur de
Quintana Roo (cerca de la frontera con Belice) y posiblemente algunos especimenes
aislados en Tabasco (Soto-Arenas 1999), desconociendo hasta ahora la posibilidad de
encontrar en otros sitios aptos para su cultivo ejemplares silvestres de vainilla, como es

el caso de Hidalgo.

Por tal motivo, dado que el estado de Hidalgo ha comenzado a destacar en la
produccion de vainilla, especificamente en la region Huasteca y no ha sido objeto de
estudio respecto al conocimiento tradicional, usos potenciales y origen de la vainilla
cultivada en esta region, el objetivo de este trabajo se centr6 en realizar una
investigacion exploratoria en la Huasteca hidalguense mediante entrevistas a
productores de vainilla, a través de las cuales se traté de conocer la procedencia de la
vainilla cultivada por ellos, asi como la importancia y usos potenciales que dicha
especie presenta a fin de generar posibles estrategias encaminadas a la difusion del

conocimiento que tiene los habitantes de la Huasteca hidalguense.

4.2. Materiales y métodos

4.2.1 Area de estudio

El estado de Hidalgo se ubica geograficamente 21° 24’ al norte, 19° 36’ al sur de latitud
norte, 97°58’ al este y 99° 53’ de longitud oeste, representando aproximadamente 1.1%
de la superficie total de México. Colinda al norte con Querétaro, San Luis Potosi y
Veracruz; al este con Veracruz y Puebla; al sur con Puebla, Tlaxcala y el Estado de

México; y al oeste con México y Querétaro (INEGI 2014).

Por su parte, la region Huasteca localizada al noreste de Hidalgo abarca 10 de los 84
municipios que conforman el estado (San Felipe Orizatlan, Jaltocan, Huejutla de Reyes,
Atlapexco, Huautla, Xochiatipan, Yahualica, Huazalingo, Calnali y Tlanchinol) que
representan aproximadamente 9.5% de la superficie total de Hidalgo (IMTA 2007);
puesto que dicha entidad federativa es un territorio multiétnico y, por tanto,
multicultural, aproximadamente 23.27% de la poblacion es de origen indigena

distribuido en pueblos otomis, nahuas y tepehuas (SAGARPA 2011), de forma que en
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la Huasteca predominan las poblaciones nahuas ya que 9 de cada 10 habitantes
hablan nahuatl (Escobar-Ohmstede 2008).

Su clima calido-templado permite el desarrollo de cultivos tanto comerciales como para
autoconsumo tales como platano, tamarindo, mamey, cacao, café, cafia de azlcar,
maiz, chile, frijol, citricos asi como vainilla (Maduefio-Paulette 2000); mientras que
cultivos como los citricos o el café muestran una gran importancia economica, la

vainilla no ha sido relevante para la poblacion huasteca.

Por tal motivo, se realizé una investigacion descriptiva mediante una entrevista, en la
cual se incluyeron preguntas abiertas y cerradas a través de las cuales se obtuvo
informacion respecto al conocimiento que tienen los productores del cultivo de vainilla,

Su uso y aprovechamiento asi como algunos aspectos del manejo.
4.2.2 Fuentes de informacién

La informacion acerca de los usos potenciales, conocimiento tradicional y origen de la
vainilla cultivada en la Huasteca hidalguense se obtuvo a partir de la técnica de bola de
nieve o cadena debido a que actualmente no existen registros de productores de
vainilla en la region, mediante esta técnica se identificaron los individuos calificados
como potenciales informantes que condujeron a otros productores (Galeano-Marin
2004).

A los productores seleccionados se les aplicd una entrevista semiestructurada, guiada
por un conjunto de preguntas basicas aplicada en forma de conversacion informal en la
gue se dialoga de forma semejante a una conversacion y preguntas insertadas (Valles-
Martinez 2007). La aplicacion se realiz6 de manera individual a 14 productores de

vainilla mayores de 18 afios pertenecientes a tres municipios.

En el Cuadro 21 se presenta la lista de municipios y el nUumero de entrevistas aplicadas
en cada uno, siendo Huejutla de Reyes el municipio con mayor numero de entrevistas
realizadas, dada una mayor cercania geografica con Veracruz y por tanto podria

aportar informacion relevante.
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Cuadro 21. Municipios de Hidalgo y niumero de entrevistas realizadas respecto al uso,
conocimiento tradicional y origen de la vainilla.

Entrevistas

Localidad Municipio .
realizadas
Huizotlaco (S2) Atlapexco 4
Poxtla (S11) Huejutla de 8
Reyes
Tlanepantla (S14) Jaltocan 2

Dado que en la Huasteca hidalguense la lengua indigena predominante es el nahuatl,
21% de las entrevistas (3 entrevistas) fueron realizadas en nahuatl en Huejutla de
Reyes con ayuda de un traductor oriundo de la regién, mientras que las restantes

(79%) se realizaron en espafiol a pesar de que las personas tenian origen nahuatl.

Entrevista: Las entrevistas se realizaron a partir de un cuestionario que incluyé 12

preguntas que abarcan tres aspectos (Ver Anexo L):

1. Conocimiento general de la especie, hombre nativo y tiempo de conocer la
especie.

2. Importancia que tiene la vainilla de acuerdo a su criterio, partes de la planta con
usos potenciales, frecuencia de uso y como aprendio a utilizarla.

3. Origen de la vainilla cultivada en la region y manejo de la especie.

La aplicacion de entrevistas se llevd a cabo en la segunda semana de Mayo de 2015
considerando que era temporada de floraciéon y por tanto una de las de mayor actividad
para los productores de vainilla. En la Figura 11 se muestra el mapa del area de

estudio asi como la ubicacién de los municipios en que se realizaron las entrevistas.
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Figura 11. Ubicacion de los municipios en que se aplicaron las entrevistas en estado

de Hidalgo, México.
4.2.3 Andlisis de lainformacién

La informacion obtenida a través de las entrevistas fue codificada en una base de datos
en Excel, posteriormente se realiz6 un analisis descriptivo de la informacion con base
en los comentarios de los entrevistados y la obtencion de porcentajes, los cuales se
expresaron mediante gréficas de barras a fin de simplificar la comprension de la

informacién.
4.3 Resultados y discusién

Los resultados mostraron que el intervalo de edad de los entrevistados oscil6 entre 33 y
77 afos y que han habitado toda su vida en su lugar de origen. Hay que considerar que
la principal actividad economica de la Huasteca es la agricultura, sus pobladores
cultivan principalmente alimentos de subsistencia como el maiz, el frijol o el café, sin
embargo, a pesar de que la zona tiene las condiciones propicias para el cultivo de

vainilla, no se considera un producto con importancia econémica ya que requiere la
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inversion de recursos tanto econdémicos como de labor, ademéas de ser delicada y

requerir mayor cuidado, con poca rentabilidad.

Bajo este contexto, la mayor parte (57%) de los entrevistados considera que el precio
de venta es bajo en comparacion a otras regiones productoras de vainilla como
Papantla, ya que en afios anteriores el kilogramo de vaina verde sélo alcanzd un precio
de venta de entre $ 1.0-2.0 USD Kg™. Por otra parte, el resto de los entrevistados
(43%) considera que actualmente la vainilla tiene un precio aceptable, puesto que a

pesar de tener pocos compradores, puede tener un costo de entre $ 5y 6.50 USD Kg*.

No obstante, aunque la mayoria de los entrevistados consideraron un precio bajo por la
venta de frutos en verde, la mayor importancia de esta especie es econémica dado que
puede permitir un ingreso adicional considerando que puede obtenerse Unicamente

mediante recoleccién de las vainas.

De acuerdo a la Figura 12 la mayoria (81%) de los productores opinan que la vainilla
tiene importancia econémica (EC), mientras que 13% la considera importante desde la
perspectiva de conservacion de la especie (CE) y por tanto que debe incrementarse su
cultivo, y una minima parte (6%) atribuye su importancia a la utilidad del fruto (UF)

(vainas maduras y secas) como saborizante y aromatizante de alimentos.
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Figura 12. Principales aspectos de importancia para productores de vainilla en la
Huasteca hidalguense, México. EC: importancia econdmica; UF: utilidad
del fruto y CE: conservacion de la especie (n=14).

Otro aspecto que complementa la importancia que la vainilla podria tener es el factor

cultural alrededor de esta especie en la Huasteca, como se ha mencionado

anteriormente el término “vainilla” fue adoptado después de la llegada de los espafioles
trayendo como consecuencia la pérdida de su nombre nativo (“tlilxochitl” en nahuatl) en
muchas regiones. A pesar de que en la Huasteca los grupos indigenas predominantes
son los nahuas, ninguno de los entrevistados (ni siquiera los de mayor edad) afirmé
conocer el nombre nativo de la vainilla, lo cual es un claro ejemplo de la pérdida de

conocimiento de la especie.

Respecto al tiempo que llevan los productores de conocer la vainilla, una parte (29%)
mencion6 que tiene entre 10 y 20 afios de conocer la especie, 14% afirma conocerla
entre 21 y 50 afios, mientras que la mayoria (57%) afirmé conocerla desde su infancia,
es decir, desde que tenian la edad suficiente para soportar el traslado de su hogar a
donde podian encontrar la planta (Figura 13). Lo que sugiere que gran parte de la
informacion respecto al nombre, cuidados basicos y usos de la vainilla fueron

proporcionados por familiares, principalmente sus padres, abuelos o suegros.
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Figura 13. Tiempo de conocimiento de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews en la
Huasteca hidalguense, México (n=14).
Con respecto al origen el origen de la vainilla cultivada en la Huasteca hidalguense,
93% de los entrevistados desconoce por completo de donde proviene su plantio,
aunque suponen que es originaria de la zona, debido a que algunos de los
entrevistados recuerdan haberla visto crecer en el monte de manera natural (sin ser
aprovechada y sin cuidado alguno), o bien, cuando sus padres o abuelos mantenian
algunas plantas de las cuales podian aprovechar las vainas. Lo cual lleva a estimar que
la vainilla ha estado presente en la Huasteca de Hidalgo durante al menos tres

generaciones, posiblemente hace cerca de 100 afos.

De acuerdo con Bertolini et al. (2012), la presencia de vainilla (Vanilla planifolia J.) se
reporta en los municipios de Huautla, Huejutla de Reyes y Orizatlan, no obstante, no
hay registro de ello en ningun herbario a reserva de que la coleccién del herbario del
Centro de Investigaciones Biolégicas de la Universidad Autbnoma del Estado de
Hidalgo (Herbario HGOM), que hace referencia a los riesgos de extincién de las
orquideas en Hidalgo, sin embargo, no menciona Vanilla planifolia (Chavarria-Olmedo y

Ballesteros-Barrera 2013).
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Un caso particular en Huizotlaco, Atlapexco quien menciond que adquirid sus plantas
en Xiquila, Hidalgo; mientras que otro de los productores conserva algunos ejemplares

gue su padre adquiri6 en Poza Rica cuando viajaba de Veracruz a Hidalgo.

Referente al apoyo o capacitacion recibida para el cuidado de la vainilla, tanto la
literatura como los entrevistados hacen referencia que entre los afios 2000 y 2002 se
emprendio una campafa de fomento y preservacion de la vainilla (CONACYT-Gobierno
del estado de Hidalgo 2001-2002), en la cual ingenieros de la SAGARPA (Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion) y PSP’s del ICATHI
(Instituto de Capacitacion para el Trabajo del Estado de Hidalgo) proporcionaron una
breve capacitacion en Huejutla y Pachuca acerca del cuidado que requiere la planta
ademas de ensefiarles el proceso de polinizacion manual de las flores de vainilla y de
realizar la venta de esquejes aproximadamente a $15.00 cada uno para su posterior

siembra.

No obstante, a pesar de la informacion proporcionada a los productores referente a la
polinizaciéon, afios atras, la mayoria de los entrevistados (64%) aun obtiene los frutos
de la vainilla Unicamente a través de la polinizacion natural, mientras que otros
productores (29%) la obtiene combinando polinizacién natural y manual y sélo una
minima parte de los productores (7%) lo hacen mediante polinizacion manual (Figura
14).

Por otra parte, los principales tutores y practicas agricolas que utilizan los productores
de vainilla en la Huasteca hidalguense son el naranjo (Citrus x sinensis), cojon de gato
(Tabernaemontana alba Miller), guacima (Guazuma ulmifolia), chalahuite (Inga jinicuil
Schlechtenda), jonote (Heliocarpus appendiculatus), chaka (Bursera simaruba) y
zapote (Manilkara zapota), asi como el control de maleza mediante el chapeo (limpiar
la tierra de hierbas o maleza con el machete) y en algunos casos el encausamiento de
guia para mantener las guias de la vainilla a dos metros de altura aproximadamente,
para facilitar tanto la polinizacion como la cosecha de las vainas maduras, lo cual
demuestra que el conocimiento respecto a la vainilla se encuentra en una etapa

incipiente.
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Figura 14. Tipos de polinizacion en flores de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews en
la Huasteca hidalguense, México (n=14).

Asimismo, cabe destacar que tras la polinizacién de las flores se cosechan las vainas

maduras para posteriormente venderlas, y debido a que desconocen el proceso de

beneficiado es usual la venta de frutos en verde. Esta venta se realiza principalmente a

los acopiadores de la regibn o personas interesadas en adquirir el producto, sin

embargo, no es clara su area de distribucion.

De acuerdo con la bibliografia, en 2011 se aprob6 un programa de capacitacion del
cultivo de vainilla por parte de la Agencia de Gestidbn de la Innovacion (AGI)
denominada “Servicios para el desarrollo autogestivo de empresas sociales S.C.”
(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural. Gobierno del estado de Hidalgo 2011),
lamentablemente, no se dio el seguimiento necesario a este programa y en algunos de
los casos los esquejes terminaron por secarse, lo cual generé6 desanimo en los

productores para seguir con el cultivo de vainilla.

En la actualidad (2016) y de acuerdo con el Plan de Desarrollo Municipal de Hidalgo
2012-2016 se considera el destinar parte de los ingresos del estado para dar a conocer
el Paquete Tecnoldgico para Cultivos Industriales, en el que esta incluido la produccion
de esquejes o plantulas y asociacion de vainilla con cultivos como el café en Huejutla
de Reyes (H. Ayuntamiento de Huejutla de Reyes, Hidalgo 2012-2016).
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Respecto a los usos potenciales de V. planifolia en la Huasteca hidalguense, Pérez y
Villavicencio (2003) reportan que los principales usos dados a la vainilla son para la
elaboracién de postres como pan, pasteles, gelatinas, o vinos; no obstante, también ha
mostrado un uso ornamental dado la belleza natural de la flor. De acuerdo con la
informacion obtenida de las entrevistas respecto a los principales usos dados a los
frutos de vainilla, una minima parte (15%) la utiliza en la elaboracion de postres como

pan, gelatinas y productos helados como los denominados “bolis”.

Otra parte (30%) la usa en la elaboracion de bebidas en forma de extractos en
aguardiente, jerez, vinos y atole. Sin embargo, el uso de mayor importancia (55%) para
los productores de vainilla en la Huasteca hidalguense fue la venta de vainas ya sea
verde o deshidratada al sol (Figura 15). Es menos comun, realizar la venta cuando la
vaina esta seca ya que pierde mucho de su peso tras la deshidrataciéon lo cual se ve

reflejado en un pérdida de ganancia.
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Comercio
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Figura 15. Principales usos de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews en la Huasteca
hidalguense, México (n=14).

Por otro lado, en la Huasteca hidalguense la vainilla no presenta usos rituales, aunque
en algunos casos llegé a mostrarse una apreciacion estética, por lo cual Unicamente las
vainas han mostrado importancia de uso. A pesar de que Paredes-Lépez et al. (2006)
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menciona que la vainilla en Hidalgo tiene aplicaciones medicinales para el tratamiento
de la fiebre y aliviar el dolor de vientre, los entrevistados no refirieron ningan uso a
partes de la planta de vainilla como hojas, tallos o flores debido a la naturaleza irritante

de su savia.

En la Huasteca hidalguense el conocimiento tradicional aplicado al cultivo de vainilla ha
sido transmitido principalmente por familiares, sin embargo, los estudios son escasos;
por lo que falta ampliar la investigacion al respecto asi como conocer a fondo las
caracteristicas de la vainilla cultivada en esta region, e incluso determinar si puede ser
centro de origen y diversidad de la vainilla la huasteca de Hidalgo. Por otra parte, dado
gue en esta zona la vainilla tiene importancia primordialmente econémica es preciso
ahondar en tematicas como sistemas de manejo, tipos de beneficiado, medios de

comercializacién, conservacion y usos para incrementar la productividad.

4.4 Conclusiones

El conocimiento de la vainilla como especie data de al menos tres generaciones, es
decir, aproximadamente 100 afios, en la Huasteca hidalguense; no obstante, no fue
posible determinar la edad exacta de los vainillales dado que en su mayoria fueron
heredados por padres y abuelos. Los aspectos que determinaron la importancia de
Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews para los productores en esta zona fueron
principalmente el factor econémico (81%), la conservacion de la especie (13%) y en

menor proporcion la utilidad de las vainas (6%).

Los frutos de la planta de vainilla, es la Unica estructura de la planta con utilidad, de
manera que 55% de los productores vende las vainas ya sea en verde o deshidratadas
al sol, 30% elaboran bebidas o extractos y sélo 15% las utilizan en la elaboracién de
postres. Respecto a la vainilla que se cultiva en la Huasteca hidalguense, su
procedencia no fue clara y so6lo dos productores comentaron haberla obtenido del

estado de Veracruz.

El conocimiento tradicional respecto al manejo o aprovechamiento de la especie se
encuentra en una etapa inicial, puesto que es bajo el nivel de aprovechamiento de la

especie, sélo se realizan actividades basicas de cuidado a la planta tales como chapeo
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de maleza, encausamiento de guia y abonado mediante acumulaciéon de materia
organica. Ademas de que la mayoria de los productores (64%) obtienen los frutos de la
vainilla sélo a través de la polinizacion natural, 29% combina polinizacion natural y

manual y sélo 7% utiliza exclusivamente la polinizacion manual.
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CONCLUSIONES GENERALES
Para México, la vainilla (Vanilla planifolia) representa uno de los recursos genéticos que
definen y enmarcan una parte importante de su cultura y diversidad biolégica, no
obstante, enfrenta diversos retos que comprometen su conservacion, ya que de

acuerdo con la NOM-059-ECOL-2001, la vainilla es una especie en riesgo.

Estos factores de riesgo incluyen cambios climaticos, reproducciéon limitada, lento
crecimiento del fruto y el alto costo comparativamente con el de los saborizantes

artificiales que ha afectado la demanda y consumo de vainilla natural.

Dado que México es centro de origen y diversidad de la vainilla, su conservacion se
hace una tarea obligada que involucra diversas disciplinas que en conjunto permitan
atender las necesidades creadas alrededor de su mantenimiento, sobrevivencia y

reproduccion ademas de las relaciones existentes en el contexto social y bioldgico.

De esta manera, la investigacion realizada en la Huasteca hidalguense representa una
importante fuente de informacion a través de la cual es posible ahondar en las
caracteristicas de la planta de vainilla, asi como el conocimiento que los productores
tienen de este cultivo respecto a su aprovechamiento y manejo; estas caracteristicas

en conjunto constituyen la base de futuras investigaciones.

Con base en lo anterior y los analisis realizados se diferenciaron cuatro grupos en la
calidad de vainas beneficiadas con distintas caracteristicas fisicoquimicas, definidos
por la firmeza, dimensiones, concentracion de azucares solubles totales, color y pH.
Las colectas con vainas mas firmes, dulces y de mayor tamafio se localizaron en su
mayoria en la regién noroeste de la Huasteca hidalguense (Ichcatepec, Tlanepantla y

Coacuilco).

Ademas se diferenciaron cuatro grupos de acuerdo con la proporcién de compuestos
aromaticos, se determiné que las vainas colectadas en San Isidro (S5) y Tezbéhual
(S13) presentan un aroma mas ahumado, mientras que las colectadas en Ichcatepec
(S6) y Contepec (S7) tienen un aroma mas avainillado y, por tanto, poseen una mejor

calidad aromaética.
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Por otra parte, se determiné que los principales grupos de fitoquimicos en las diferentes
estructuras de Vanilla planifolia fueron flavonoides expresandose de forma mas
evidente en extractos de vainas beneficiadas en metanol asi como en extractos de
hojas y flores en metanol y cloroformo. La presencia de saponinas fue mas evidente en

extractos de hojas y tallos en cloroformo y menor en vainas beneficiadas.

De igual manera, la presencia de terpenos fue mayor en las vainas beneficiadas en
metanol asi como en hojas y tallos en cloroformo, no obstante, taninos, alcaloides y
acidos fenodlicos se encontraron en proporciones sumamente bajas que impiden

identificarlos a través de estas pruebas.

Se observé que hoja, tallo y flor presentaron concentraciones similares al mostrar un
rango de concentracién de 1.35-2.36 mg g* MS de compuestos fendlicos totales y
0.33-0.41 mg g! MS de taninos totales, también se determiné que la colecta de
Coacuilco (S8) tuvo la mayor concentracion de fitoquimicos, principalmente en hoja y

vaina beneficiada.

Con relacién al conocimiento local, se destaca que aungue la vainilla es conocida en la
regibon desde hace aproximadamente 100 afios, no obstante, en su mayoria
desconocen la procedencia de las plantas; ya que principalmente fueron plantaciones

heredadas por familiares, quienes también les ensefiaron a dar utilidad a las vainas.

Bajo este contexto cabe destacar que los principales aspectos de importancia para la
vainilla en la Huasteca hidalguense son el econdémico, puesto que representa una
fuente de ingresos para los productores; seguido de la conservacién de la especie y la
utilidad del fruto. En este aspecto, los principales usos dados a la vainilla son la

elaboracion de bebidas y postres,

Por otra parte, es preciso mencionar que el manejo dado a la vainilla se encuentra en
etapa incipiente, puesto que en su mayoria las principales actividades encaminadas al
cuidado de la planta son el chapeo de arvenses y encausamiento de guia; no obstante,

el 7% de los productores entrevistados realizan polinizacion manual.
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Bajo este contexto, cabe destacar que aunque la region de la Huasteca hidalguense
tiene las condiciones climaticas adecuadas para el cultivo de la vainilla, es necesario
implementar estrategias para incentivar su produccion, capacitacidon en los usos y
aprovechamientos de esta especie, que por su demanda en el mercado nacional e
internacional, puede ser una opcion que mejore las condiciones de los pequefos y

medianos productores de la region.
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ANEXOS

Anexo A.  Evaluacion de firmeza en vainas beneficiadas de Vanilla planifolia Jacks.
ex Andrews. a) Grafica de punto maximo de flexion en vainas
beneficiadas de V. planifolia Jacks. ex Andrews. b) Texturémetro midiendo
firmeza en vainas beneficiadas de V. planifolia Jacks. ex Andrews.

Force (g)

Anexo B. Mezcla de reaccion en placa para cuantificacion de azucares solubles
totales
200 uyL HEPES 100 mM a pH 7.5
10 pL NAD 40 mM
10 uL ATP 100 mM a pH 7
pL Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
10 pL Extracto o Standard

Anexo C. Obtencion de extracto de vaina beneficiada de V. planifolia Jacks. ex
Andrews.

1. Se pesaron 50 mg de vaina beneficiada molida y se colocaron en un tubo de

ensaye
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Anexo D.

Area

o
o
L

R4

Se agregaron 3 mL de etanol al 80% y se colocaron en bafio de agua
caliente a 80 °C durante 10 minutos manteniendo el alcohol en ebullicion

Se retird el extracto y se colocé en un vaso de precipitado

Se realizaron cuatro lavados a la muestra, agregando en cada lavado tres
mililitros de etanol al 80%.

Los extractos se colocaron en estufa de aire forzado a 60 °C durante 24
horas.

Transcurridas las 24 horas, las muestras se re-suspendieron en 2 mL de

agua.

Curvas de calibracion de los cuatro principales compuestos del aroma en
vainas beneficiadas de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews.

Vainillina Acido p-hidroxibenzoico
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Area (mV)

Anexo E. Cromatograma de los cuatro principales compuestos aromaticos en
vainas beneficiadas de vainilla. (1) Acido p-hidroxibenzoico, (2) p-
hidroxibenzaldehido, (3) Acido vanillico, (4) Vainillina
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Anexo F.  Coeficientes de correlacion y significancia en variables fisicas, quimicas y
aromaticas

Cuadro F.1. Coeficientes de correlacion y significancia de variables quimicas y

aromaticas.
Variables r P
Aw C4 -0.3505 0.0060
>CM -0.3471 0.0066
Humedad C4 -0.4469 0.0003
>CM -0.4608 0.0002
pH C4 -0.3582 0.0050
>CM -0.3756 0.0031
Sacarosa C3 0.6685 <.0001
C4 0.4545 0.0003
>CM 0.4728 0.0001

C3/C4 0.5631 <.0001
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Cuadro F.2. Coeficientes de correlacion y significancia de variables fisicas

aromaticas
Variables r p
Croma C4 -0.4550 0.0002
>CM -0.4507 0.0003
Firmeza/Ancho C4 -0.3447 0.0070
>CM -0.3411 0.0077
Firmeza/Longitud C4 -0.3376 0.0083
>CM -0.3326 0.0094
Longitud C1 -0.3867 0.0023
C2 -0.4169 0.0009
C3 -0.4816 <.0001
C3/C4  -0.4224 0.0008
Grosor C3 -0.4439 0.0004

C3/C4  -0.3659 0.0040

Anexo G. Identificacibn de metabolitos secundarios mediante pruebas por agentes
cromoégenos en tejidos vegetales (hoja, tallo y flor) de Vanilla planifolia

Jacks. ex Andrews.

G.1.ldentificacion de flavonoides
Testigo: Quercetina 2.5 mg mL*
G.1.1. Prueba de HCI+Mg*?
a) Colocar 100 pL de muestra y 200uL de HCI concentrado, adicionar un trozo
de cinta de magnesio.
b) La formacién de espuma rojiza es indicativa de la presencia de flavonoides.
G.1.2. Prueba de NH4OH/UV
a) Agregar 100 pL de muestra y 100 pL de NH4OHen un tubo de ensaye.
b) Observar en lampara UV a 365 nm
c) La prueba positiva presentara fluorescencia
G.1.3. Prueba de HCI 4N + NaOH 10%
Testigo: Quercetina 0.5 mg mL*
a) Agregar 100 pL de muestra 'y 200 pL de NaOH al 10%, se observara un color

amarillo intenso
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b) Adicionar 300 pL de HCI 4N

c) La solucidén incolora indica una prueba positiva

G.2.Identificacion de saponinas

Testigo: Saponina reactivo
G.2.1. Prueba de Fehling

Preparacion de reactivos para 25 mL de reactivo de Fehling

a)
b)

c)
d)

e)

f)
g)

Solucién A: disolver 6.4 g de sulfato de cobre en 50 mL de agua.

Solucion B: disolver 176 g de tartrato sodico potasico y 77g de NaOH en 500
mL de agua.

Para usarse se juntan soluciones Ay solucion B (1:1).

Colocar 150 pL de muestra.

En otro tubo con la mezcla 1:1, tomar 1mL de reactivo de Fehling y 0.5 mL
de Na2COs a 5%

Colocar en bafio de agua (cuando este al punto de ebullicién)/30 minutos.

La presencia de un precipitado rosa indicara una prueba positiva

G.2.2. Prueba de Rosenthaler

a) Colocar 100 pL de muestra, 50 puL de reactivo de Rosenthaler y 50 uyL de

H2S504

b) Prueba positiva presenta coloracién violeta

G.2.3. indice afrosimétrico o Prueba de espuma

a) Colocar un fragmento del tejido de interés en 3 veces su volumen de agua en

un tubo de ensaye.

b) Agitar en vortex de 30 segundos a 1 minuto.

c) Laformacién de espuma en la superficie indica la presencia de saponinas.

G.3.ldentificacion de taninos

Testigo: Acido tanico 1.65 mg mL!
G.3.1. Prueba de FeCls
a) Agregar 100 pL de muestray 40 uL de FeClsal 5%

b) Una coloracién azul obscuro a negro verdoso indica una prueba positiva
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G.3.2. Prueba de acetato de plomo al 2%
a) Colocar 100 pL de muestra y 40 pL de acetato de plomo al 2%

b) Prueba positiva muestra la presencia de un precipitado blanco

G.4.Identificacion de terpenos
Testigo: Clavo
G.4.1. Prueba de Liberman-Burchard
a) Colocar 100 pL de muestra, 100 pL de cloroformo y 100 pL de anhidrido
aceético
b) Reposar en frio
c) Agregar 18 pL de H2SOq4
d) La presencia de coloracion verde azulado indica presencia de triterpenos.
G.4.2. Prueba de Salkowski
a) Adicionar 100 pL de muestra, 100 pL de cloroformo y 100 pL de H2SOa4

b) Una coloracion rojo azulado o cherry indica prueba positiva

G.5.1dentificacion de alcaloides
Testigo: Lupinus
G.5.1. Prueba de Dragendorff
a) Colocar 100 pL de muestra
b) Adicionar 2 mL de HCl al 1% en H20
c) Colocar los tubos en bafio Maria durante 20 minutos
d) Dejar enfriar a temperatura ambiente y agregar 3 gotas del reactivo de
Dragendorff
e) La prueba positiva mostrara una coloracién naranja intenso
G.5.2. Prueba de Hager
a) Agregar 100 pL de muestray 100 pL de HCI 4N
b) Centrifugar a 7000 rpm durante dos minutos
c) Agregar 150 pL de acido picrico
d) Prueba positiva presenta un precipitado amarillo
G.5.3. Prueba de Wagner
a) Adicionar 100 pL de muestray 100 pL de HCI 4 N
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b) Centrifugar a 7000 rpm durante dos minutos
c) Agregar 150 pL del reactivo de Wagner
d) Una coloracion café rojiza indica prueba positiva
G.6.ldentificacion de &cidos fendlicos
Testigo: Acido galico 1.65 mg mL*
G.6.1 Prueba de FeCls
a) Adicionar 100 pL de muestra'y 200 pL de FeClsz al 5%
b) La coloracion negro-azulado indica prueba positiva

Anexo H. Identificacién de fitoquimicos en V. planifolia Jacks. ex Andrews por
agentes cromodgenos

H.1.ldentificacion de flavonoides

Figura H.1.1. HCI, Mg?*

Tejido vegetal
Colecta

Controles Hoja Tallo Flor Vaina beneficiada

S2

S4

S8
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Figura H.1.2. Prueba de UV/NH4+OH

Tejido vegetal
Colecta

Controles Hoja Tallo Flor Vaina beneficiada
(-) M C H M C H M C H M C H s2 s4 S8
i - - - -
) - - -
S8

Figura H.1.3. Prueba de HCI 4N, NaOH

Tejido vegetal

COIeCta Controles Hoja Tallo Flor Vaina beneficiada
(-) M C H M c H ™M c H M c H s2 s4 S8
-’ - - o N
o o e N
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H.2.ldentificacion de saponinas
Figura H.2.1. Prueba de Fehling

Tejido vegetal
Controles Hoja Tallo Flor Vaina beneficiada

Colecta 6 ™

S2

S4

S8

Figura H.2.2. Prueba de Rosenthaler

Tejido vegetal
Controles Tallo Flor Vaina beneficiada

Colecta & ™M c H

S2

S4

S8
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Figura H.2.3. Prueba de espuma

Tejido vegetal
Colecta Control Hoja Tallo Flor

S2

S4

S8

H.3. Identificacion de taninos
Figura H.3.1. Prueba de FeCls 5%

Tejido vegetal
Colecta Controles Hoja Tallo Flor Vaina beneficiada
s4 S8

S2

sS4

S8
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Figura H.3.2. Prueba de acetato de plomo

Tejido vegetal

Colecta Controles Hoja Tallo Flor Vaina beneficiada
(-) M C H M C H M C H M C H S2 s4 S8

i - - - - |

) - - - -

) - - - -

H.4. Identificacion de Terpenos

Figura H.4.1. Prueba de Liberman-Burchard

Tejido vegetal

Colecta Controles Hoja Tallo Flor Vaina beneficiada
(-) M C H M C H M (o} H M C H S2 s4 S8

- - - - -

) - - - -

) - - - -
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Figura H.4.2. Prueba de Salkowski

Tejido vegetal

Controles Hoja Tallo Flor Vaina beneficiada

Colecta

S2

S4

S8

H.5.ldentificacion de alcaloides
Figura H.5.1 Prueba de Dragendorf
Tejido vegetal

Colecta Controles Tallo Flor Vaina beneficiada
() m Cc H s2 sa S8
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Figura H.5.2. Prueba de Hager

Colecta

Controles

S2

S4

S8

Tejido vegetal
Tallo Flor Vaina beneficiada

S2 sS4 s8

Figura H.5.3. Prueba de Wagner

Colecta Controles

S2

S4

S8

Tejido vegetal

Hoja Tallo Flor Vaina beneficiada
M C C H M [
3 D | T ) =
MEET I { i
) g / N |

el A

Wy W

Ss2 s4 s8
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H.6.ldentificacion de acidos fendlicos
Figura H.6.1. Prueba de FeCls 5%

Tejido vegetal

Colecta Controles Hoja Tallo Flor Vaina beneficiada

(-) M C H Ss2 sS4 S8

S2

sS4

S8
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Anexo |I. Identificacion de metabolitos secundarios mediante cromatografia en capa
fina (CCF) en tejidos vegetales (hoja, tallo y flor) de Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews.

Figura I.1. Identificacion de Flavonoides (H: Hoja, T: Tallo, F: Flor, Test: Testigo)
MS | E Huizotlaco (S2) Coacuilco (S4) Contepec (S8)

Y

Metanol

FLAVYONOIDES
Cloroformo

H T F Test

Hexano
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Figura 1.2. Identificacién de Saponinas (H: Hoja, T: Tallo, F: Flor, Test: Testigo)

MS | E Huizotlaco (S2) Coacuilco (S4) Contepec (S8)

SAPONINAS
Cloroformo

Hexano
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Figura 1.3. Identificacién de Taninos (H: Hoja, T: Tallo, F: Flor, Test: Testigo)

MS| E Huizotlaco (S2) Conacuilco (S4) Contepec (S8)
°
£
©
k]
2
H T F Test H T F Test H T Test F Test
7
o
2| E
g S
| 8
S
=)
o
c
©
b
T
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Figura 1.4. Identificacién de Terpenos (H: Hoja, T: Tallo, F: Flor, Test: Testigo)

Ms| E SITIO 2 SITIO 4 SITIO 8
]
c
(]
L}
=
(=]
£
[=]
S|t
g3
w
™=
[=]
c
(o]
3
I
H T F Test
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Figura 1.5. Identificacién de Alcaloides (H: Hoja, T: Tallo, F: Flor, Test: Testigo)

MS | E Huizotlaco (S2) Coacuilco (S4) Contepec (S8)
°
(=
©
]
2
Test
2| E
S
O |%
3|8
G
2
Test F Test
o
c
©
]
o
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Figura 1.6. Identificacion de Acidos fendlicos (H: Hoja, T: Tallo, F: Flor, Test: Testigo)

MS E SITIo 2 SITIO4 SITIo8
°
c
©
k7]
2
H T F  Test T F Test H T Test F Test
g
=5 o
3 |E
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I

H T est lTest
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Anexo J. Identificacion de metabolitos secundarios mediante cromatografia en capa
fina (CCF) en vainas beneficiadas de Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews.
Figura J.1. ldentificacion de Flavonoides (VB: Vaina beneficiada, Test: Testigo)

MS | E Huizotlaco (S2) Coacuilco (S4) Contepec (S8)
365 nm 365 nm 365 nm

VB Test VB Test VB Test
302 nm 302 nm 302 nm

FLAVONOIDES
Metanol

VB Test VB Test VB Test
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Figura J.2. Identificacion de Saponinas (VB: Vaina beneficiada, Test: Testigo)

MS | E Huizotlaco (S2) Coacuilco (S4) Contepec (S8)
n
< | —
Z (@]
Z | g
(]
a
< =
n
VB Test VB Test VB Test

Figura J.3. Identificacion de Taninos

MS

E

Huizotlaco (S2)

Coacuilco (S4)

Contepec (S8)

TANINOS

Metanol

VB Test

VB Test
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Figura J.4. Identificacion de Terpenos (VB: Vaina beneficiada, Test: Testigo)

MS

E Huizotlaco (S2)

Coacuilco (S4)

Contepec (S8)

TERPENOS

Metanol

Figura J.5. Identificacion de Alcaloides (VB: Vaina beneficiada, Test: Testigo)

MS | E Huizotlaco (S2) Coacuilco (S4) Contepec (S8)
n
L
Q|35
S8
9]
3|2
—
<
VB Test VB Test VB Test
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Figura J.6. ldentificacién de Acidos fendlicos (VB: Vaina beneficiada, Test: Testigo)

MS | E Huizotlaco (S2) Coacuilco (S4) Contepec (S8)

|

Metanol

ACIDOS FENOLICOS

VB Test VB Test

Anexo K.Cuantificaciébn de fitoquimicos en Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews por
método espectrofotométrico

K.1. Cuantificacion de Compuestos Fendlicos Totales (Makkar et al. 1993)
Blanco:
500 pL de agua destilada
250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu al 50%, reposar 8 minutos
1.25 mL de Na2COs al 5%, agitar en vortex
Incubar 30 min a temperatura ambiente.
Reactivos:
e Reactivo de Folin-Ciocalteu al 50% (proteger de la luz y mantener en refrigeracion)
e Carbonato de Sodio al 5%
Procedimiento Determinacion Compuestos Fendlicos Totales:
Envolver en aluminio los tubos de ensayo
1. Tomar 50 pL del extracto, o del standard
2. Adicionar 450 L de agua destilada
3. Adicionar 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu al 50%
4. Reposar 8 minutos
5. Agregar 1.25 mL de Naz2COs al 5%
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6. Agitar en vortex

7. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente
8. Leer a 725nm

K.2.Cuantificacion de Taninos Totales (Makkar et al. 1993)
Reactivos

Reactivo de Folin-Ciocalteu 50% (proteger de la luz y mantener en refrigeracion)
Carbonato de Sodio al 5%
PVPP (Poly(vinylpolypyrrolidone)

Acido tanico: Estandar 0.5mgmL-! (Se prepara al momento)

Preparacion del extracto con PVPP

1.

o 0 bk~ w DN

7.

En un tubo de ensayo cubierto con papel aluminio, se colocan:

200 mg de PVPP

2 mL de extracto

2 mL de agua destilada

Se mezcla en vortex

Incubar 15 minutos en oscuridad a 4°C

Mezclar en vortex

Filtrar utilizando doble filtro de poro medio

Se toma del filtrado una alicuota de 150 pL y se coloca en un tubo Eppendorf de
2mL

Aforar a 1mL con agua destilada

Preparacion de la muestra

N o a k~ w nhoE

Tomar 50 pL de muestra y aforar a 500 pL con agua
Agregar 250 L de Folin-Ciocalteu

Agitar y reposar por 8 minutos

Agregar 1.25 mL de Na2COs al 5%

Agitar el vortex

Incubar 30 minutos en obscuridad a temperatura ambiente

Leer a 725 nm
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Figura K.2.Curva de calibracién para cuantificacion de compuestos fendlicos totales y
taninos totales

K.3. Cuantificacién de Taninos Condensados (Porter et al. 1986)
Reactivos:
e Reactivo de Butanol HCI (95:5 v/v)
e Reactivo sulfato de amonio férrico (2N en HCI) se guarda en botella ambar)
Procedimiento:
1. En un tubo agregar los siguiente:
0.5 mL de extracto
3 mL de butanol HCI
0.1 mL de reactivo férrico
. Agitar envortex
. El blanco se prepara sin calentar
. Cubrir el tubo con una canica
Evaporar por 60 minutos

Enfriar a temperatura ambiente

N oo wN

Leer a 550nm

P . A550 nmx78.26xFactor de dilusion
Calculos: Taninos condensados (%) = ( oS )
0.

Donde: A= Absorbancia a 550 nm; 78.26= Factor de correccion; %MS= Porcentaje

de materia seca
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K.4. Cuantificacion de Flavonoides (Barron et al. 2011)
Reactivos
e Cloruro de Aluminio hexahidratado al 10%
e Solucion de Acetato de Potasio 1M
Mezcla de reaccion y procedimiento
1. Cubrir los tubos con papel aluminio
2. Preparar la mezcla de reaccion:
2.8 mL de agua destilada
1.5 mL de etanol al 80%
500 pL del extracto (250 mg mL1), o del Standard
100 pL Solucion de AICIs hexahidratado al 10%
100 pL Solucién de Acetato de Potasio 1M
Blanco:
3.4 mL de agua destilada
1.5 mL de etanol al 80%
100 pL Solucién de Acetato de Potasio 1M
Nota: No se le agrega el cloruro de aluminio porque de lo contrario reacciona, y vira
a cafeé.
a) Mezclar en el vortex
b) Incubar 30 minutos a temperatura ambiente

c) Leera4l5nm
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Figura K.4. Curva de calibracién para cuantificacion de flavonoides
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Anexo L. Entrevista aplicada a productores de vainilla (Vanilla planifolia J. ex

Andrews) de la Huasteca hidalguense, México.

|. Datos Generales

Fecha:
Municipio Localidad:
Grupo étnico:
Nombre: Edad: Género: M ( )F ()
Ocupacion: Tiempo viviendo en la comunidad:

1. ¢Conoce la planta de vainilla?

Si No
2. ¢La conoce con otro nombre?
Si No ,Cual?

3. ¢Desde cuando conoce la vainilla?

4. ¢Es importante para usted la vainilla?
Si No ¢Por qué?

5. ¢Utiliza alguna parte de la planta?
Si No Cual?

6. ¢Como la utiliza?
a) Adorno
b) Alimento
c) Medicina
d) Venta
e) Aromatizante
f) Bebida
g) Otro

7. ¢Desde cuando la utiliza?

8. ¢Para qué la utiliza?

9. ¢Con qué frecuencia la utiliza?

10.¢Cbmo aprendié o quién le ensefid a utilizarla?

11.;Sabe de dénde proviene la vainilla que cultiva?
Si No ¢De donde?

12.¢:Qué cuidados le da a la planta de vainilla?
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