COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO
POSTGRADO EN RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD-FISIOLOGIA VEGETAL

INCIDENCIA DE ENFERMEDADES CALIDAD POSTCOSECHA'Y
CONTENIDO DE GLUCOSINOLATOS EN BROCOLI

Francisco Marcelo Lara Viveros

T E S I S
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO




La presente tesis titulada: Incidencia de enfermedades calidad
postcosecha y contenido de glucosinolatos en brécoli, realizada por el
alumno Francisco Marcelo Lara Viveros, bajo la direccion del Consejo
Particular indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como
requisito parcial para la obtencion del grado de:

DOCTOR EN CIENCIAS
RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD-FISIOLOGIA VEGETAL

CONSEJO PARTICULAR
CONSEJERO: DR. DANIEL NIETO ANGEL

(et

ASESOR\:JT)R. GABRIEL|

EZ ALONSO

ASESOR: DR. OSCAR JAVIER AYALA GARAY
/W/LZ;

ASESOR: DRA. TER/E’SA MARTINEZ DAMIAN

Montecillo, Texcoco, Estado de México, Diciembre del 2010.



Para Nadia. Mi amada esposa, por que compartir el tiempo contigo es
lo mejor que me ha pasado en la vida. Por ensafiarme en la luz de fus
ojos el verdadero significado de la palabra amor. Por tu apoyo en todo
momento, por tus palabras y presencia que llenan mi alma.

Con amor y admiracion para fi.



Dedicatorias:

A mi Padre. (QEPD). Por tener la fortaleza para afrontar los problemas con una
sonrisa. Por ensefiarme con tu ejemplo que la vida es algo a lo que vale la pena
aferrarse y que la paciencia no es una virtud, sino una condicion de aquel que no

espera nada porque todo lo tiene.

A mi Madre. Porque con amor y esfuerzo nos supo mostrar el camino correcto. Por
la increible fortaleza para afrontar los momentos dificiles y cuidar de mi y mis

hermanos. Para ti, con amor, agradecimiento y admiracion.

A mi Hermana. Por ensefiarme con tu ejemplo, que en esta vida ningun obstaculo es
suficientemente grande como para no superarlo, por tu apoyo incondicional en
momentos criticos. Si hay alguien que puede ejemplificar la fortaleza y servir de

inspiracion para un trabajo como este, sin duda eres tu.

A mi Hermano. Por tu apoyo en todo momento, por mantener la fuerza en la familia,
por tener pese a todo, tu vista en las metas mas altas, lo cual para mi siempre ha
sido un ejemplo a segquir.

A Victor y Nancy. Para ustedes el cielo es el limite.

Por todos ustedes insisto: Si he llegado a ver mas lejos, es porque estoy en hombros

de gigantes.



Al Doctor Daniel Nieto: Por su apoyo, sin el cual la realizacién de un proyecto como
este no hubiera sido posible. Por sus ensefanzas y sobre todo. Porque una de las

cosas que me llevo del Colegio de Postgraduados es su amistad, la cual agradezco.

Miembros de mi comité particular. Porque cada uno de ustedes aportaron sus
conocimientos y experiencias en sus respectivas areas, sin lo cual hubiera sido

imposible la realizacion de este trabajo.

A los comparieros y amigos del Colegio de Postgraduados. Porque de alguna u
otra manera contribuyeron al aprendizaje dentro de la institucion y por las
innumerables anécdotas que sin duda seran recordadas por todos nosotros mucho

tiempo después.


http://buscon.rae.es/draeI/SrvltGUIBusUsual?LEMA=an%C3%A9cdota&origen=RAE

) g 7
“ . - . - . g ) Ve

c% clee 720 %Z//K//é Mecte 772¢70 7//(/ 70 7206720 %/é(//l(/ Jct £77 %/éyﬂ
C (

g 2
y gree Jde (/zz////{fé ///2///2/?///2% 7z %4 2ECES 107207 /7/(/‘//?// 772¢77 //)//
&
g AN (//2[)‘%/ 772073 /é//(/ g % TIrlerreY 772007200070 (/‘/

17277207290 CHCT I // % zzx/?a///% /Z/?ﬂ/z% //(ﬂ///zrf//// rI2le 7727,

(, B / 4 -
gj(///// c/*/’//:’/,/,{//é/’//?/ 0427727



indice

1. Capitulo I. ReVISION de LItEratura .........ccccooviiiiriiiiie e 1
1.1, ANtECEUBNTES NISTOTICOS ... .eviviitieiieiieie ettt ettt ettt bbb 1
1.2. Sintesis de Metabolitos SECUNTAIIOS ..........ccoiiiiiiiiieiee e 2
IR T €] [N 001 [ g o] F=1 (oSSR ST 3
I 1 (- 1SRRI 4
1.5. Funcion fisioldgica de los glucosinolatos en las plantas...........ccccccveevieeieiiene e 4
1.6. EfeCto en el SEr NUMAN0........ciiiiiieiiie bbb 5
1.8. Degradacion de los glucosinolatos durante el procesamiento del brocoli............c.cccveneee. 7

2. Capitulo Il.  Cromatografia en capa fina acoplada densitometria para la cuantificacion y

aislamiento de glucorafano en extracto crudo de brdcoli (Brassica oleracea L.) ................... 9
2.1 RESUMEIN ...ttt ekttt bt st e bt e e s e e h e e e R b e e b e e e mn e e eb e e e mb e et e e ann e e nneeanreenneeas 9
7 111 €0 (1 Tox o] o SRS 10
2.3. MaterialeS Y MELOUOS. .....cveueiieieeeeiesie ettt 11
2.3.1. Cuantificacion de glucorafano...........ccccceiiiiiiicii e 11
2.3.1.2. REACLIVOS Y MALEIIAIES ......vecueiiiieie ettt e e e ae e nre s 11
2.3.1.3. Preparacion de 1aS MUESIAS. ........cceiiiriieiee et 11
2.3.1.4. Método de cromatografia en capa fina ..........cccooeeiiiiinieii e 12
2.3.1.5. Analisis por denSItOMELITa.........cccveiiiiiieii e 12
2.4. Aislamiento de glucorafan0.............cccveiiiiii e 13
2.4.1. REaCtiVOS Y MALEITAIES. .......oviiiiiie e 13
2.4.2. PreparaCion de 18S MUESLIAS. ........cceririiiieieieie ettt 14
2.5. RESUITAA0S Y TISCUSION .....evieivieeieitieiteete sttt ettt teebe st e sbeeneenaesbaeaesnnesreas 15

2.5.1. Desarrollo de las placas de cromatografia para la determinacion de la concentracion de
[0 [0 ot0] > -1 Lo ISP UR TR 15

3. Capitulo I11. Efecto de tratamientos de precoccion sobre color, textura y contenido de

glucorafan0 €N DIOCOI. ........cviiiiice e 21
3L RESUMEIN ...ttt ekttt ekt e et e b e e bt e s he e e m b e e b et e nb e e ehe e e nbeenbeeenne e e 21
TN I = =1 11T (0L PP P PRRT 24
3.1.3. ANAlISIS ESTAUISTICOS. .. .cuviiieeieeieciee ettt e st ete e e sneenreeneeenes 26

3.0.3. Variables ANAlIZATAS ......ooeveeeeeeeeee ettt ———————— 25



B2 INETOAUCCION ..ottt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeees 22

3.3. MAterialeS Y IMELOUOS ........oveueiiiieiieiiie ettt bttt 24
3.3.1. Material VEQETAl .......c.voieieee e s 24
3.4. ReSUIAd0S Y AISCUSION .....eeviiieeiieiiie ittt te ettt te e et e be et e saaesneenneenes 27
K20t O o] (o] OSSPSR 27
K - (1| - FO OO U PR OPRRPP 29
3.4.3. Contenido de GIUCOIafAN0 .........ooviiiiiiiiiiiiee e 31
3.5, CONCIUSIONES. ...ttt bbbttt b e bbbt e s s e 34

4. Capitulo 1V. Efecto del glucorafano aislado de floretes de brdcoli (Brassica oleracea) sobre

la germinacion de esporas de Colletotrichum gloeosporioides. ..........ccoccoevvrererneneninennen, 35
4.1, RESUIMEIN ...ttt ettt h etttk e e bt e ekt e e s b e e b e e e ae e e she e e a R e e b et e nn e e nme e e nr e e neeenne e e 35
o 41 (o To 0ot [o o TSSOSO PRPRPRPIR 36
4.3. MaterialeS Y MELOUOS. .....couevereitiiieieiee ettt 37
4.3.1. Aislamiento y pruebas de patogeniCidad. ...........cccoveriiiniiiniicee e 37
4.3.2. Aislamiento de GIUCOTAfaN0. .........ccooiiiiiiiiiee e 38
4.3.2.1. Material VEgELal ..........ccveiiiie et 38
4.3.2.2. Procesamiento del material Vegetal ............cooiiiiiiiiiiiiiee e 38
4.3.2.3. Separacion y aislamiento del glucorafano ..o, 38
4.3.2.4. Método para determinar la concentracion del glucorafano aislado. ...............ccccocu.... 39

4.3.3. Evaluacion del efecto del glucorafano sobre la germinacion de esporas de

Colletotrichum glOBOSPOITONTES. ......c.eeveiiiiieisieciieee e 40
4.3.3. 1. BIOBNSAYOS.....uveuteietietesieeieeites et sttt b st se et et e b et b e bt bt st e et bbb bbbt 40
4.3.3.2. Variables y analisis estadiStiCOS. .........ceiveiuiiiieiieie e 41
4.4, ReSUIAA0S Y AISCUSION ......oviivieiiciieeite ettt ettt re e te e sbe e be et e saeesre e e ens 41
I 0] o Tod (1] o] 0TSSR 45

5. BiblOGrafia CItaA0A .......c.coeiieiiieiee et bbbt 46



Indice de Cuadros.

Cuadro 1. Tratamientos de temperatura y tiempo de exposicion en floretes de brocoli. .......... 24

Cuadro 2. Valores promedio del parametro a del sistema de colores Hunter Lab, obtenidos de

floretes de brécoli, sometidos a varios Metodos d& COCCION. ......veeeeeeeee e eeeeeeeeee e 27
Cuadro 3. Efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la textura de floretes de Brécoli..30
Cuadro 4. Efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la textura de floretes de Brécoli..31

Cuadro 5. Concentraciones de glucorafano utilizadas para determinar el efecto de esta
molécula sobre la germinacion de esporas de C.gl0e0SPOrioides. ........ccvvereeirereienesienieeeen, 40

Cuadro 6. Germinacion de esporas de Colletotrichum gloeosporioides en diferentes
concentraciones de glucorafano aislado de brocoli. ..., 42



Indice de Figuras

Figura 1. Papel de la respiracion en la sintesis de metabolitos secundarios (Hopkins, 1999). ...2
Figura 2. Estructura quimica de la molécula de glucorafano (Aldrich, 2008). .........ccccccevvvennenne. 7
Figura 3. a) Imagen de las placas de silica gel donde se observa bandas de glucorafano con luz
U.V a 256 nm. Los recuadros muestran concentraciones decrecientes de derecha a izquierda.
b) Imagen de placas de cromatografia con extracto crudo de Brocoli observadas a la misma

Tl g o LU0 To o (2o oo F- OSSR 15
Figura 4. Comportamiento del glucorafano en cromatografia en capa fina- densitometria. .....16
Figura 5. Modelo de regresion ajustado para determinar la concentracion de glucorafano por
medio de cromatografia en capa fina- densSitOMEtrTa.........ccoorereireiiinire e, 17
Figura 6. Grafico de regresion para determinar la concentracion y pureza de glucorafano
aislado a partir de extracto crudo de BroCOli...........ccoovveiiciiiiicec e 19
Figura 7 Efecto de la temperatura de coccion sobre el parametro a. Donde; y = Valor del
pardmetro a del sistema Hunter Lab; x = Temperatura (°C). **Diferente de cero a una
probabilidad de 0.01. FH¥P<0.0T. ...ciiiiieiiieee e 29
Figura 8. Relacion entre textura y contenido de glucorafano............ccccocevievvive i, 33
Figura 9. Efecto de diferentes concentraciones de glucorafano aislado de brdcoli sobre la
germinacién de esporas de Colletotrichum gloeosporioides aislados de frutos de mango. ......43
Figura 10. Curvas de germinacion de esporas de Colletotrichum gloeosporioides a través del
tiempo. ABC=Area bajo la curva de germinacion de eSPOras...........ccccvveveerreeeeseereeseesreesnennns 44
Figura 11. Modelo de regresion lineal para estimar la efectividad del glucorafano en contra de

esporas de Colletotrichum gloeoSPOriOIdES. ..........ciiiiiieieicce e 45



1. Capitulo I. Revision de Literatura

1.1. Antecedentes historicos

Todas las células contienen azucares, fosfatos y aminoacidos, estas moléculas reciben el
nombre de metabolitos primarios, sin embargo muchas plantas sintetizan una amplia variedad
de compuestos que no pueden ser nombrados como metabolitos primarios puesto que no
tienen un papel evidente en el funcionamiento de las célula, estas moléculas son conocidas
como metabolitos secundarios. Este término se refiere a una gran variedad de compuestos que
se encuentran generalmente en muy bajas concentraciones en las plantas y algunos de ellos
pueden estar limitados a unas cuantas familias de plantas (Hopkins, 1999).

El termino de metabolito secundario fue inicialmente usado por Bonner (1950), esta
publicacion fue una de las primeras en las que se sugiere que las moléculas sintetizadas por las
plantas sean clasificadas, sin embargo no se propone una definicién vélida para la gran
variedad de compuestos sintetizados. En los inicios de la fisiologia vegetal el estudio de los
metabolitos secundarios era considerado como una ciencia experimental. Inicialmente se
pensaba que los productos secundarios de la plantas eran compuestos que se utilizaban
Unicamente como productos de reserva y que no eran necesarios para mantener la vida. Los
trabajos de Mothies (1979) afirmaban que muchos de estos compuestos, solo tenian un papel
ecologico y no podian ser utilizados como moléculas de reserva de la célula, gracias a lo cual
el estudio de los metabolitos secundarios y su papel en la relacion de la planta con el medio
ambiente fue adquiriendo importancia.

Durante los afios siguientes se descubrieron muchos compuestos considerados como
metabolitos secundarios en cada vez un mayor nimero y especies de plantas. Sin embargo fue
hasta finales de 1950, cuando el interés en los productos naturales se incremento, en parte por
el descubrimiento de las hormonas vegetales, que enfatizo la estrecha relacion entre estas y los
metabolitos secundarios. Conforme los métodos de separacion y purificacion se desarrollaron
crecio el interés de la industria farmacéutica por muchos de estos compuestos (Mothies, 1979).
Aun hoy en dia la distincion entre metabolismo primario y secundario no siempre es facil, en
el sentido estricto de la palabra, los metabolitos secundarios no forman parte de la estructura
béasica de la célula. Los metabolitos secundarios solo se encuentran en determinados 6rganos o

en determinadas etapas de desarrollo, aunque este criterio no satisface la gran variedad de




compuestos que las plantas pueden sintetizar, puede utilizarse como punto de partida en la
clasificacion de los metabolitos de las plantas.
Los metabolitos secundarios han sido utilizados y estudiados por siglos debido a las

propiedades medicinales y por consiguiente su valor econémico (Hopkins, 1999).

1.2. Sintesis de metabolitos secundarios

Ademas de proporcionar energia en forma de ATP, la respiracion celular provee de esqueletos
de carbdn que se requieren para la sintesis de otros compuestos. Muchos de estos compuestos

son formados en intermediarios de la glicolisis y el ciclo del acido citrico (Figura 1).
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Figura 1. Papel de la respiracion en la sintesis de metabolitos secundarios (Hopkins, 1999).



Uno de los principales bloques de construccion de los metabolitos secundarios es la ruta del
acido mevalonico, esta ruta es el origen de los terpenos y terpenoides, que se derivan del
isopreno (Figura 1), por lo cual cominmente se les llama también isoprenoides. Los terpenos
mas conocidos son las piretrinas que se extraen de las flores de crisantemo y se utilizan
ampliamente como insecticidas ya que intervienen en los canales de sodio de la membrana de
los nervios de los insectos ocasionandoles hiperexitacion. Los terpenoides son poco toxico a
los mamiferos y son biodegradables lo cual ha contribuido mas a su amplia utilizacion como
plaguicidas (Hopkins, 1999). Los terpenoides son los compuestos que se encuentran en una
mayor diversidad de clases dentro de las plantas sin embargo todos tienen un origen
biosintetico comdn, la fusion de cinco unidades de carbono para formar una estructura
isopentenoide, normalmente todos los terpenoides se encuentran conjugados con otras
moléculas como por ejemplo azucar. Los terpenoides se encuentran distribuidos por todo el
reino vegetal debido a la gran diversidad de formas quimicas, se conocen alrededor de 15,000
terpenoides en las plantas. Los terpenoides son considerados como metabolitos secundarios ya
gue no juegan un papel fundamental en el crecimiento y desarrollo de las plantas, sin embargo
las funciones ecoldgicas de estos compuestos son muy importantes para la sobrevivencia de

las plantas.

1.3. Glucosinolatos
Los Glucosinolatos, son una serie de compuestos del metabolismo secundario de las plantas,

principalmente del orden de los Caparales. Actualmente el estudio de estos compuestos a
cobrado una mayor importancia tanto en la industria farmacéutica como en la nutracéutica
debido a que recientemente se ha descubierto la capacidad de estos compuestos para prevenir
algunas formas de cancer de los seres humanos (Sivakumar, et al., 2007). Después de su
consumo una enzima endogena, llamada mirosinasa que cataliza la hidrolisis de estos
metabolitos, se producen una serie de compuestos incluidos los isotiocinatos (Rangkadilo et
al, 2002). Los isotiocinatos son uno de los glucosinolatos implicados en la prevencion del
cancer (Botting et al., 2007); (Duncan et al., 2007).




1.4. Sintesis de glucosinolatos

La sintesis de glucosinolatos se ha estudiado en Arabidopsis thaliana, en esta especie se han
identificado varios glucosinolatos derivados de formas elongadas del aminoacido metionina.
La elongacidon de la metionina es un proceso analogo a la sintesis de leucina desde el 2-oxo-3-
metilbutanoato. La metionina es inicialmente transaminada a un oxo acido, que sufre una
condensacion a causa de la acetil coenzima A (CoA) y resulta en un 2-metiltiopropilmalato,
después ocurre una isomerizacion y una descarboxilacion oxidativa que resulta en la ganancia
neta de un metil en el oxo-acido. El oxo-acido elongado puede ser transaminado para entrar en
el centro del glucosinolato . En Arabidopsis thaliana el glucosinolato que se encuentra con
mayor frecuencia, son los derivados de la metionina, que mediante una elongacion simple
produce un glucosinolato de tres carbonos, como el 3 metilsulfinipropil, 3 hidroxipropil o 2
propenil glucosinolato, si se presentan dos elongaciones entonces se forman glucosinolatos de
cuatro carbonos como el 4-metilsulfinilbutil and 3-butenil glucosinolato (Field et al., 2004).
Aunqgue ain no se han realizado trabajos especificos para brdcoli, se sabe que en mutantes de
Arabidopsis thaliana la formacién de glucosinolatos de tres o cuatro carbonos esta regulada
por alelos en el locus Gsl-elong en el cromosoma cinco, este locus contiene dos genes
llamados MAM 1 y MAML. El gen MAML1 afecta la produccion de glucosinolatos de cuatro
carbonos pero no afecta la produccion de glucosinolatos de seis, siete u ocho carbones
(Kroymann et al, 2001), lo cual indica que posiblemente existan mas genes involucrados en la
sintesis de glucosinolatos de cadenas carbonadas mas largas (Field et al., 2004).
Recientemente se ha estudiado el movimiento de los glucosinolatos a través del tejido de las
plantas, algunos estudios realizados en Tropaneolum major mostraron una gran cantidad de
benzilglucosinolatos que habian sido sintetizados en hojas, en otros tejidos de la planta como
por ejemplo semillas en formacién. Trabajos similares muestran la misma tendencia en

Brassca napus. (Sixue et al., 2001)

1.5. Funcion fisiologica de los glucosinolatos en las plantas

Los glucosinolatos son hidrolizados inmediatamente después de un dafio al tejido de la planta
(Duncan et al., 2007). Estos metabolitos son utilizados por las plantas como una estrategia de
defensa y juegan un papel importante en las interacciones de las plantas con los herbivoros por
ejemplo Martin et al. (2007), evaluaron la concentracion de glucosinolatos y la actividad de




mirosinasa a través del tiempo, como respuesta al ataque de un insecto. Los resultados
mostraron que tras el ataque de un herbivoro se produce en la planta una respuesta local, en el
sitio del atague y una respuesta sistémica en hojas distantes al sitio de ataque, la respuesta
local que incluyo un incremento en la activad de mirosinasa, asi como un incremento en la
concentracion de glucosinolatos, la respuesta se dio casi de manera inmediata al ataque y
declino después de un dia. La respuesta a la hervivoria se disparo con una sola larva
alimentandose. En otro trabajo similar Mueller et al. (2006) encontraron una alta resistencia de
A. rosae a diferentes concentraciones de glucosinolatos, esta alta resistencia esta determinada
por la capacidad del insecto de inactivar la enzima mirosina, que es la encargada de hidrolizar
los glucosinolatos si este proceso no se lleva a cabo entonces, los glucosinolatos permanecen
en un estado inactivo.

Por otro lado Ulmer y Dosdall (2006) encontraron que algunos tipos de glucosinolatos
presentes en las raices de 19 variedades de nabo mostraron un efecto altamente significativo
en la inhibicion de B. Cinerea lo cual refuerza la idea de que estos compuestos se acumulan en
la planta como una defensa, no solo ante insectos, sino que posiblemente pueda estar
contribuyendo a la resistencia a algunos hongos.

Otros autores han incluso ensayado los glucosinolatos presentes en semillas, como posibles
compuestos herbicidas, por ejemplo Vaughn et al. (2006) ensayaron 15 especies de plantas
que contienen glucosinolatos y mostraron un efecto fitotoxico en otras especies de plantas
consideradas como malezas, estos autores llegaron a la conclusion de que el efecto inhibotorio
de los glucosinolatos en la germinacion de semillas dependia de la concentracion de
glucosinolatos presentes en las semillas como los productos de su hidrolisis.

1.6. Efecto en el ser humano.

Los habitos alimenticios son un factor determinante de riesgo en el 40-60% de los casos de
cancer de colon. El consumo de frutas y vegetales contienen muchos compuestos no nutritivos
como son carotenos, istocianatos, flovonoides, glucosinolatos, indoles, esteroles, terpenos,
fenoles entre otros. Ademas de estos existen muchos componentes aun desconocidos que
pueden disminuir el riesgo de cancer. Numerosos estudios en animales muestras que diferentes

grupos quimicos que se encuentran en los alimentos pueden prevenir la incidencia de cancer,




muchos de estos compuestos quimicos son antioxidantes. Los modos de accidén pueden ser
diversos, pero se suelen clasificar en cuatro grupos

1) Inhibicion enzimatica o bloqueo de la formacion de las células cancerigenas

1)) Induccidn de enzimas de detoxificacion.

I11)  Eliminacion de agentes reactivos de ADN potencialmente peligroso

IV)  Modulacion hormonal

V) Reduccion de la proliferacion de hipercelulas inductoras de cancer.

Actualmente se han incrementado los casos de cancer de colon, por lo cual es necesario
investigar armas efectivas que disminuyan la incidencia de este tipo especifico de cancer, a
pesar de que factores genéticos y del medio ambiente estan involucrados como factores que
predisponen al cancer, también se sabe que los alimentos pueden resultar altamente eficientes
en la prevencion de esta enfermedad (Tanaka et al., 2006).

Durante la coccién la enzima mirosina y sus cofactores son desactivados por descomposicion
termina sin embargo, los glucosinolatos son hidrolizados en el tracto digestivo por la flora
bactriana, aun si se consumen crudos, las bacterias del tracto digestivo ocasionaran una
hidrélisis, sin embargo la absorcién de glucosinolatos fue mayor en sujetos que ingirieron
glucosinolatos crudos, ya que ademas de la flora bacteriana la enzima mirosina que contienen
los vegetales verdes ayuda a una mayor y mas rapida absorcién. El destino final de los
glucosinolatos depende del tiempo de transito por el aparato digestivo, composicion de la
comida, genotipo de cada persona y diferencias en la microflora del tracto digestivo. Los
isotiocinatos son uno de los glucosinolatos implicados en la prevencion del cancer (Botting et
al., 2007; Duncan et al., 2007).

También se han efectuado estudios que muestra cual es el mecanismo por los cuales los
glucosinolatos son efectivos en la prevencion del cancer y se ha encontrado que su accion de
proteccion se debe gracias a las propiedades antioxidantes de los glucosinolatos (Yu-Bin et
al., 2007), estos mismos investigadores indujeron tumores en ratones Yy utilizaron
glucosinolatos para medir la tasa con que estos compuestos inhibian efectivamente el
crecimiento de los tumores y encontraron diferencias significativas entre aquellos ratones no
tratados en relacion con los se les subministraban glucosinolatos del brécoli, por lo que

concluyeron que estos compuestos son muy efectivos como preventivos tumorales.




Los compuestos comuUnmente identificados son los derivados del 4-metilsulfinilbutil
glucosinolato. Este compuesto es el que tiene la actividad anticancerigena, (Hansen, et al.,
2007).

La actividad anticancerigena del brdcoli se debe principalmente al sulforafano, que es un
isotiocinato, derivado del 4-Metisulfinibutil glucosinolato (Gasper et al., 2007). Este
glucosinolato ha mostrado en numerosos estudios epidemiologicos, que tienen un efecto de
supresion a algunas moleculas mutagenicas relacionadas con la aparicion de diversos tipos de
cancer como la 2-amino-3-metil-3H-imidazol (4-5-f)-quinolina y N-nitroso-N-metyfurea.
Ambas moleculas mutagenicas fueron inibidas por el jugo de brécoli 40 dias despues de su
aplicacion en ensayos micronucleares in vivo.

La estructura quimica del glucorafano se muestra en la Figura 2;

X
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Figura 2. Estructura quimica de la molécula de glucorafano (Aldrich, 2008).

1.8. Degradacion de los glucosinolatos durante el procesamiento del brocoli.

Los parametros para mantener la calidad visual y nutricional de los frutos y hortalizas esta
siendo objeto de muchos estudios, recientemente la atencion se ha enfocado en mantener la
concentracion de los fitogquimicos en las plantas que tienen algun interés para el ser humano
como agentes anticancerigenos o como preventivos de enfermedades cardiovasculares.
Algunos de los quimicos de interés en las plantas son flavonoides, incluyendo antocianinas y
flavonoles, carotenoides como licopeno y compuestos de azufre como glucosinolatos. Sin
embargo el conocimiento acerca del efecto de los procedimientos cominmente usados en
postcosecha como atmosferas modificadas o controladas asi como las bajas temperaturas sobre
estos fitoquimicos es relativamente escaso. Ademas los efectos de la coccion sobre el
contenido de estos compuestos ha sido descuidado, aunque generalmente se asume que la
coccion tiene efectos negativos sobre el contenido de fitoquimicos por la pérdida de la
integridad celular, sin embargo existen excepciones en las cuales la coccion incrementa la

disponibilidad de estos compuestos (Jones, 2007).




Durante la coccion la enzima mirosina, que es la encargada de hidrolizar a los glucosinolatos,
se inactiva como consecuencia de un rompimiento térmico, también es posible que se pierdan
los cofactores enzimaticos o la perdida de glucosinolatos por la volatilizacién de sus
compuestos (Duncan et al., 2007).

El cocinado de los vegetales ocasiond pérdadas del 30% de los glucosinolatos totales en
cruciferas, en contraste no se encontraron cambios en el contenido de estos compuestos
cuando fueron congelados (Cieslik et al., 2007).

Por otra parte Mandelova y Totusek (2007) mencionan que el brécoli tratado a altas presiones
(500 Mpa por diez minutos) no solo mantiene las caracteristicas nutraceuticas del brdcoli,

sino que ademas impide el crecimiento de microorganismos patdgenos.



2. Capitulo I1.
Cromatografia en capa fina acoplada a densitometria para la cuantificacion y

aislamiento de glucorafano en extracto crudo de brocoli (Brassica oleracea L.)

2.1 Resumen

El brécoli es una de las cruciferas de mayor consumo a nivel mundial. Esta planta posee un
contenido elevado de glucosinolatos, metabolitos secundarios implicados en la prevencion del
cancer. Actualmente se han reportado diferentes técnicas basadas en cromatografia de liquidos
de alta resolucién para determinar la concentracion de estos compuestos. Como alternativa se
propone usar la cromatografia en capa fina acoplada a densitometria para determinar la
concentracion y aislar estos compuestos. Se utilizaron placas precortadas de silica gel, en la
que se colocd una cantidad conocida de estandar de glucorafano. El coeficiente de retencién
(Rf) del glucorafano en este sistema fue de 0.6 y las lecturas del densitdmetro indicaron que la
maxima absorbancia del compuesto fue a 226 nm. Con los datos de altura y area bajo la curva
del estandar fue posible construir modelos estadisticamente significativos, para determinar la
concentracion de glucorafano en muestras de extracto crudo de brocoli. Ademas fue posible
aislar, a partir de este extracto, glucorafano con una pureza mayor al 90%, utilizando el mismo

sistema.



2.2. Introduccién

El brocoli es una de las cruciferas mas consumida por los seres humanos, contiene entre otros
metabolitos secundarios, glucosinolatos. Después de su consumo, una enzima endogena
cataliza su hidrdlisis y produce una serie de compuestos incluidos los isotiocinatos
(Rangkadilo et al., 2002). Los isotiocinatos estan implicados en la prevencion del céncer
(Botting et al., 2007; Duncan et al., 2007). Actualmente el estudio de estos compuestos ha
cobrado una mayor importancia tanto en la industria farmacéutica como en la nutracéutica
debido a esta propiedad (Sivakumar et al., 2007). El isotiocinato que confiere la actividad
anticancerigena al brécoli se debe principalmente al sulforafano, que es un isotiocinato,
derivado del 4-Metisulfinibutil glucosinolato (Gasper et al., 2007). Se han reportado diferentes
métodos basados en cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), para determinar la
naturaleza y concentracion de estos compuestos y con frecuencia son los mas utilizados en los
andlisis de los glucosinolatos en las cruciferas (Rangkadilok et al., 2002). Este método ha sido
utilizado en muchos otros estudios debido a la repetibilidad, precisién y confiabilidad que
ofrece en los resultados (Van et al., 2007; Velasco et al., 2007; Wade et al., 2007). Sin
embargo la limitante de este método es el elevado costo de los disolventes (grado HPLC), asi
como las columnas y las precolumnas necesarias. Como alternativa es posible emplear la
cromatografia en capa fina (CCF) acoplada a densitometria, esta técnica permite hacer analisis
cuantitativos y cualitativos de diferentes compuestos con una precisiéon muy similar a la
obtenida por medio de HPLC. Ademas el bajo costo de los insumos, tiempos de anélisis y
volumen de disolventes hacen de esta técnica altamente competitiva.

La técnica de CCF permite la separacién y aislamiento de un gran nimero de compuestos. Se
ha utilizado para aislar glucorafano a partir de brocoli y utilizarlo para demostrar su actividad
antioxidante (Panglossi, 2006). En el presente trabajo se utilizd la cromatografia de capa fina
acoplada a densitometria para cuantificar y aislar el glucorafano, principal glucosinolato

presente en el brocoli.
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2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Cuantificacion de glucorafano

2.3.1.2. Reactivos y materiales

Para este trabajo se usaron 5 mg de un estandar de glucorafano de Sigma-Aldrich (Alemania)
con una pureza mayor o igual al 95%, dicho estandar fue diluido en 1 mL de metanol (grado
HPLC, Sigma-Aldrich). EI metanol utilizado para hacer los extractos fue marca Fermont
(México) grado reactivo. El agua utilizada en la extraccion fue bidestilada y las placas de
silica para la cromatografia fueron de Merck (Alemania) de 0.25 mm de grosor en base de
aluminio de 20 X 20 cm y con indicador de fluorescencia a 256 nm. Los disolventes obtenidos
de Merck (Alemania). Los solventes utilizados para la fase mévil de la cromatografia en capa

fina fueron metanol, etanol y acido acético grado reactivo obtenidos de la misma empresa.

2.3.1.3. Preparacion de las muestras

El material vegetal utilizado para la extraccion del glucorafano fue brocoli (Brassica oleracea
L.) de la variedad experimental PX1229 que es rica el glucorafano, cosechado en la region de
El Bajio, México, las plantas crecieron bajo condiciones de temporal de octubre a diciembre.
Para hacer la extraccion solo se utilizaron floretes sin tallo; inmediatamente después de
cosechados, se colocaron en bolsas de plastico a 4 °C para ser transportados durante 4 h hasta
el laboratorio para su analisis.

Se utilizaron entre 150 y 200 gramos de floretes que fueron molidos en presencia de 300-400
ml, de una combinacion de metanol y agua en proporcién 80:20 (v/v) y se dejaron en reposo
durante 48 horas. Después de este periodo de tiempo la muestra se paso a través de papel filtro
poro medio en tres ocasiones. El extracto obtenido se concentrd en un rotavapor con presion

reducida, con un bafio maria a 60 °C, hasta un volumen aproximado de 20-30 mL.
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2.3.1.4. Método de cromatografia en capa fina

El extracto crudo fue separado por medio de cromatografia en capa fina, utilizando placas de
100 X 100 mm con lineas de 0.8 cm y un volumen de aplicacion en cada banda de 3 pL. La
fase movil que se utilizo en el sistema fue metanol, etanol, acido acético y agua (30:10:10:10;
VIVIVIV).

Para analizar el comportamiento espectral de la molécula de glucorafano a partir del estandar
se colocd en una placa de 100 x 100 mm, volumenes crecientes de una solucion de estandar (5
pg/uL). Se utilizaron siete bandas con un volumen de aplicacion desde 1 pL hasta 7 pL de
solucidn de estandar. Las placas se observaron en luz UV a 256 nm.

El coeficiente de retencion (Ry) se calcul6 por medio de la formula.

R=Z(x)/Z(f)*100

Donde;

Z(x)= Distancia del punto de aplicacion a la molécula.

Z(f)= Distancia del punto de aplicacion al frente del disolvente.

La resolucion se calculé por medio de la formula;

Rs=2(Z2-Z 1)/W1+W2

Donde;

Z2= Distancia del punto de aplicacion a la molécula uno;

Z1= Distancia del punto de aplicacion a la molécula dos;

W1= Ancho de la base de la curva de la molécula uno;

W?2= Ancho de la base de la curva de la molécula dos;

2.3.1.5. Analisis por densitometria

Las placas de aluminio fueron montadas sobre una placa de vidrio de 200 x 200 mm para que
pudieran colocarse fisicamente en la posicién adecuada dentro de un densitdmetro Modelo
CD-60 Desaga (Alemania). Se analizaron concentraciones crecientes desde 1 pL hasta 7 pL
del estandar de glucorafano. Para el analisis del estandar se utilizaron placas de silica gel de
100 x 100 mm y la muestra se colocé en un ancho de banda de 80 mm con 30 mm de
separacién entre bandas. Se realiz6 un barrido preliminar de las muestras desde 200-260 nm

para caracterizar el comportamiento espectral de la molécula de glucorafano. En este analisis
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el densitdmetro mostro la absorbancia del glucorafano y el &rea bajo la curva correspondiente
a cada punto del espectro.

Para el caso de las muestras de extracto crudo se utilizd un volumen de aplicacion de 5 - 3 pL
en un espacio de aplicacion de 80 mm. En cada extremo de la placa, en la primera y en la
ultima banda se colocaron concentraciones conocidas del estdndar que sirvié como punto de

referencia para calcular la concentracion de la muestra analizada.

2.3.1.6. Analisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos del densitometro fueron el area bajo la curva y la altura del pico. Con la
ayuda del programa Microsoft Excel 2007, se construyeron modelos de regresion lineal con la
finalidad de poder predecir la concentracion de las muestras a partir de la concentracion del
estandar. Se eligieron los modelos que resultaron estadisticamente significativos y con un

coeficiente de determinacion (r?) mayor a 0.95.

2.4. Aislamiento de glucorafano

2.4.1. Reactivos y materiales.

Para este trabajo se usaron 5 mg de un estandar de glucorafano Sigma, (Alemania) con una
pureza mayor o igual al 95 %, dicho estandar fue diluido en 1 ml de metanol ( grado HPLC,
Sigma Aldrich). Se utilizé metanol grado reactivo (Fermont, México) para hacer los extractos.
El agua utilizada en la extraccion fue bidestilada. Para la separacion se utilizaron placas de
silica gel a escala semipreparativa. Se utilizaron placas de vidrio de 30 mm de grosor y de 200
X 200 mm de cada lado. Se utiliz6 silica gel 60 F254 obtenida de Merck (Alemania). Los
disolventes utilizados para la fase movil de la cromatografia en capa fina fueron metanol,
etanol y acido acético grado reactivo obtenidos de la misma empresa. Para preparar las placas,
sobre el vidrio limpio se colocd una suspensién de silica gel en agua (90 mL de agua con 15 g
de silica) y se aplicé sobre la base de vidrio utilizando un aplicador de silica (Yazawa), el
grosor de la silica fue de 0.5 mm.
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2.4.2. Preparacion de las muestras

De la misma forma que para la extraccion se utilizaron entre 150 y 200 g de floretes de brocoli
de la misma variedad, que fueron molidos en presencia de 300-400 mL de una combinacion de
metanol y agua (80:20 v/v) y se dejaron en reposo durante 48 h. Después de este periodo de
tiempo la muestra se paso a través de papel filtro poro medio en tres ocasiones. El extracto
obtenido se concentrd en un rotavapor con presion reducida, con un bafio maria a 60 °C, hasta

un volumen aproximado de 20-30 mL.

2.4.2. Método de Cromatografia en capa fina

El extracto crudo de brdcoli fue separado por medio de cromatografia en capa fina, utilizando
placas de 100 x 100 mm con lineas de 80 mm y un volumen de aplicacion en cada banda de 3
puL. La fase mavil que se utilizé en el sistema fue metanol, etanol, acido acético y agua
(30:10:10:10 v/v/viv). Posteriormente se colecto la fraccion de silica correspondiente con el Ry
del estandar y se diluyd en metanol para después centrifugarse por 15 minutos a 5000 g
Posteriormente se colecto el sobrenadante y se colocd en un vaso de precipitado por 10 min en
una plancha a 50 °C. Ademas se hizo pasar gas nitrogeno por el vaso de precipitado con la
finalidad de concentrar la muestra. Una vez concentrada la muestra, se resuspendié en un
mililitro de metanol grado HPLC. Se colocaron 3 L de la solucién resuspendida sobre placas
de cromatografia de 100 mm X 100 mm y se desarrollaron segun el procedimiento antes
descrito. Las placas se observaron en luz U.V a 256 nm vy los valores de Rs fueron calculadas

segun las formulas descritas anteriormente

2.4.3. Analisis por densitometria

Una vez que se re aislo el glocorafano, las placas de cromatografia se colocaron sobre una
placa de vidrio de 200 X 200 mm, con la finalidad de inmovilizarlas y asi evitar falsas lecturas
del densitometro. El densitometro utilizado fue marca Desaga modelo CD-60 (Alemania). Se
utilizé un volumen de aplicaciéon de 5-3 pL en un espacio de aplicacion de 80 mm. En cada
extremo de la placa, en la primera y en la Gltima banda se colocaron dos concentraciones
conocidas de estandar que sirvié como punto de referencia para calcular la concentracién de la

muestra.
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2.4.4. Analisis estadistico

Los datos obtenidos del densitémetro fueron el area bajo la curva y la altura del pico. Con la
ayuda del programa Microsoft Excel 2007®, se construyeron modelos de regresion lineal con
la finalidad de poder predecir la concentracion de las muestras a partir de la concentracion del
estandar. Se eligieron los modelos que resultaron estadisticamente significativos y con un
coeficiente de determinacién (r*) mayor a 0.95.

2.5. Resultados y discusion

2.5.1. Desarrollo de las placas de cromatografia para la determinacion de la
concentracion de glucorafano

El sistema de cromatografia utilizado, resulto adecuado para separar las moléculas de
glucorafano del resto de los compuestos presentes en el extracto crudo. El coeficiente de
retencion de los estdndares comerciales, mostré un valor de 0.60, este valor coincidié con el
mostrado por una fraccion del extracto crudo de brdcoli, gracias a lo cual fue posible detectar
la presencia de dicho compuesto. En las placas cromatograficas de extracto crudo, el sistema

permitié discriminar el glucorafano, de otros compuestos presentes en dicho extracto, el

coeficiente de resolucidon de estas placas fue de 0.8 (Figura 3).

Figura 3. a) Imagen de las placas de silica gel donde se observa bandas de glucorafano con luz
U.V a 256 nm. Los recuadros muestran concentraciones decrecientes de derecha a izquierda.
b) Imagen de placas de cromatografia con extracto crudo de Brocoli observadas a la misma
longitud de onda.




El mismo sistema de cromatografia en capa fina se ha utilizado con éxito para demostrar la
actividad anticancerigena de la molécula de sulforafano (Fimognari & Patrizia, 2007). Estos
autores pudieron, gracias a esta técnica, aislar sulforafano puro a partir de extracto crudo y

comprobar su efecto anticancerigeno realizando ensayos con linfocitos humanos.

El andlisis por densitometria de las placas cromatogréficas del estdndar de glucorafano mostrd
que la mayor zona de absorcion se encontré entre los 226 y los 230 nm (Figura 4). Esta zona
de lectura resulto ser la mas adecuada, muestra la maxima absorcion y area bajo la curva.
Resultados similares (Cheng-Guo J, 2009), indicaron que la méxima zona de absorcién para
los glucosinolatos en un sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucién se encontraba
entre 226 y 280 nm. Estos autores utilizaron esta longitud de onda para determinar el efecto de
atmosferas modificadas sobre la concentracion de diferentes glucosinolatos. Por lo anterior se
decidio usar una longitud de onda de 226 nm para la lectura de las placas en las cuales se
coloco extracto crudo. Debido a que el sistema mostro una resolucion adecuada y ademas se
determino la zona de maxima absorcién de luz U.V, fue posible la utilizacion de estos datos
para la construccion de modelos que permitieran predecir con confiabilidad la concentracion

del glucorafano del extracto crudo de brécoli.
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Figura 4. Comportamiento del glucorafano en cromatografia en capa fina- densitometria.
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El modelo que mostr6 un coeficiente de determinacion méas alto asi como significancia

estadistica fue:

y =—0.817074 + Altura (0.085984) + Area( —0.033402) + (Area X Altura)(0.000213)
+ (Area X Altura)?(—1.555834 X 10 — 10X,)

Donde:

Y= Concentracion de glucorafano en el extracto crudo de brécoli.

Altura = Altura del pico de glucorafano del estdndar que reporto el densitometro.

Area= Area bajo la curva del pico de glucorafano que reporto el densitometro.

El modelo de regresién obtenido mostré una probabilidad de 8.82 x 10 y un coeficiente de
determinacion de 0.988 (Figura 5), lo cual muestra que fue adecuado para predecir la
concentracion del estandar de glucorafano que se colocd sobre las placas cromatograficas.
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Figura 5. Modelo de regresion ajustado para determinar la concentracion de glucorafano

por medio de cromatografia en capa fina- densitometria.

La combinacion de técnicas de cromatografia en capa fina con densitometria ha sido utilizada
con éxito en los analisis de otras moléculas (Mulinacci et al., 1999), por ejemplo, se ha

acoplado la técnica de cromatografia en capa fina (CCF) con densitometria y utilizando
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modelos de regresion lineal se ha encontrado la relacion entre el area del pico y la cantidad de
hipericina colocada en el plato de cromatografia, con un coeficiente de determinacion de 0.99.
La combinacion de estas técnicas resulta en una disminucién del costo de analisis por muestra,
ya que se utiliza una menor cantidad de disolventes en comparacion con otros metodos como
por ejemplo la cromatografia de liquidos de alta resolucion. Ademas es posible analizar varias

muestras en la misma placa, lo cual disminuye el tiempo de anélisis de las muestras.

2.5.2. Analisis del extracto crudo de brécoli por medio de cromatografia en capa fina-
densitometria.
El modelo de regresion lineal obtenido a partir de los datos del densitometro mostro
coeficientes de determinacion altos y significancia estadistica. EI modelo utilizado para
pronosticar la concentracion de la muestra fue:

y = 2.90 + (0.049 X Altura)?
Donde

Altura = Altura del pico de glucorafano obtenido del densitémetro.

El coeficiente de determinacion del modelo fue de 0.96 y la probabilidad estadistica de la
regresion fue de 0.0004.

Para cada placa cromatografica se ajust6 un modelo de regresion lineal debido a que hay
factores que afectan la reproducibilidad, tales como el grosor de la capa de silica, el contenido
de agua y el tamafio de particula del adsorbente (Touchstone, 1992).

El método de cromatografia en capa fina acoplado a densitometria ha sido comparado en otros
trabajos contra el método de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC),
encontrandose que ambos métodos resultaban eficaces para determinar la concentracién de
hipericina y pseudohipericina (Mulinacci et al., 1999), sin embargo esos autores encontraron
que el principal problema que afectaba la sensibilidad de la cromatografia en capa fina
acoplada a la densitometria era la homogeneidad de la capa de silica sobre el plato de vidrio.
En el presente trabajo este detalle se soluciond ajustando un modelo de regresién para cada

placa de silica.
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2.5.3. Aislamiento de glucorafano

La fraccion correspondiente con el R¢ del glucorafano fue colectada de las placas de silica gel
y se obtuvo la concentracion y la pureza del compuesto. Se logré obtener una solucion de
glucorafano a una concentracion de 6.15 pg pL-* y con una pureza del 91.36%.

Con los datos obtenidos del densitometro se construyd un modelo de regresion para

determinar la concentracion del glucorafano aislado con los siguientes coeficientes:}

Y =6.1436383 + (AX H)311.19 X 10~ %°
Donde;
Y= Concentracion de glucorafano en pg/pL
A= Area debajo de la curva.
H= Altura de la curva.

El coeficiente de determinacion fue de 0.92 con una probabilidad de 0.007 (Figura 6).
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Figura 6. Grafico de regresion para determinar la concentracion y pureza de glucorafano

aislado a partir de extracto crudo de brécoli.
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2.6. Conclusiones

El método de cromatografia en capa fina acoplado a densitometria fue adecuado para lograr
detectar la presencia del glucorafano en el extracto crudo de brécoli. EI método permitié poder
determinar y ajustar modelos de prediccion para la concentracion de glucorafano en el extracto
crudo de brocoli. El método permitié detectar la presencia del compuesto de manera

cualitativa y cuantitativamente, ademas fue posible aislar el compuesto con una pureza alta.
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3. Capitulo I11.

Efecto de tratamientos de precoccion sobre color, textura y contenido de glucorafano en
brocoli.

3.1. Resumen

El brdcoli contiene glucorafano, este compuesto ha mostrado actividad anticancerigena. El
contenido del glucorafano, al igual que otros parametros de calidad, pueden ser afectados por
la precoccion a la cual son sometidos los floretes de brocoli para comercializarlos. El presente
trabajo tuvo como objeto determinar el efecto de tratamientos de precoccion sobre el color,
textura y contenido de glucorafano. Los tratamientos ensayados fueron: inmersion en agua a
40, 50, 60 °C durante 20, 40 y 60 min; inmersion en agua a 100 °C durante 0.5, 1y 2 min y
vapor de agua a 86 °C durante 60 y 120 min. El analisis de varianza mostré que los
tratamientos tuvieron un efecto estadisticamente significativo (P < 0.05) en el color de los
floretes, medido con el canal a del espacio de color Hunter-Lab. Los tratamientos con vapor
de agua y agua hirviendo por 2 min produjeron valores negativos menores (-8.6 a -8.4), lo cual
indica un color verde méas obscuro. De manera similar, todos los tratamientos provocaron una
pérdida en la textura, siendo 60 °C por 60 min y 100 °C por 0.5 min los tratamientos que
tuvieron mayor efecto negativo. El contenido de glucorafano en el testigo fue 26.50 umol 100
g*de M.F., disminuyendo en por lo menos 79 % con los tratamientos térmicos utilizados. La
pérdida textura y contenido de glucorafano podrian explicarse por la degradacion de las
paredes celulares del florete, lo cual ocasiona una descompartimentacion del glucorafano.
Ambas variables mostraron entre ellas una relacién cuadrética (R? = 0.93). Debido a que los
tratamientos ensayados provocaron variaciones significativas en las variables medidas, es

necesario encontrar procedimientos de postcosecha que reduzcan las pérdidas de la calidad.

Palabras clave: Brassica oleracea cv. italica, glucorafano, coccion, imagenes digitales
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3.2. Introduccion

El brocoli es una de las cruciferas mas consumida por los seres humanos. De acuerdo con
datos preliminares, el valor de la produccion de brécoli en México en el afio 2006 fue de 1740
millones de pesos, mientras que en el afio 2008 se incremento a 2350 millones de pesos
(INEGI, 2010). El principal productor de brocoli es el estado de Guanajuato, donde
principalmente se comercializan los floretes congelados (60 % de la produccion), y en fresco
representa el restante 40% restante de la produccion. Los principales actores de la cadena
productiva son las empresas congeladoras y los productores asociados con el subministro de
brdcoli a dichas empresas (Produce, 2003).

Esta planta contiene metabolitos secundarios derivados de aminodcidos. Después de su
consumo una enzima endogena, llamada mirosinasa que cataliza la hidrolisis de estos
metabolitos, produce una serie de compuestos incluidos los isotiocinatos (Rangkadilo et al,
2002). Los isotiocinatos son uno de los glucosinolatos implicados en la prevencién del cancer
(Duncan et al., 2007; Botting et al., 2007). La actividad anticancerigena del brocoli se debe
principalmente al sulforafano, que es un isotiocinato, derivado del 4-Metisulfinibutil
glucosinolato (Gasper et al, 2007). Actualmente el estudio de estos compuestos ha cobrado
mayor importancia tanto en la industria farmacéutica como en la nutracéutica debido a esta
propiedad (Sivakumar et al., 2007).

Los procesos en postcosecha a los que son sometidos las hortalizas exponen a las substancias
que contienen, a factores que condicionan su disminucion o alteracién ademas los productos
pueden sufrir una disminucién de la propiedades bioldgicas que son deseables para el ser
humano (Clifford y Brown, 2006). Ademas una vez que las hortalizas llegan a su consumidor
final, son sometidas a diversos procesos como el almacenamiento o preparacion, estos
procesos también pueden alterar algunas caracteristicas nutracéuticas de los alimentos
(Rungapamestry et al., 2007). En el caso del brécoli, hay estudios que muestran que los
floretes almacenados durante tres dias en bolsas poliméricas perforadas, pierden hasta un 56 %
del contenido de glucorafanina en comparacion con floretes recién cosechados (Rangkadilok
et al., 2002), sin embargo, cuando los floretes de brocoli se refrigeran, se mantiene la
concentracion de glucosinolatos, en comparacion con aquellos floretes que se mantuvieron a

temperatura ambiente (Rodrigues y Rosa, 1999).
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Actualmente se utilizan varios procesos de preparacion de los floretes de brécoli, que incluyen
congelado, precoccién y coccion por diferentes métodos. Estos procedimientos se utilizan
regularmente tanto en las empacadoras de brécoli, como por el consumidor final. La
coccion tradicionalmente se ha considerado como un proceso que consiste en la inmersion del
vegetal a una temperatura de ebullicion durante un tiempo breve con la finalidad de inactivar
enzimas indeseables (Aguilar et al., 1999). Cuando un florete de brdcoli es sometido a
coccion, la enzima mirosinasa es inactivada, por la accion de las altas temperaturas, ademas
los glucosinolatos se transfieren al agua de coccion, después de la lisis celular o bien se
trasforman en compuestos volatiles o se degradan por la accion de la temperatura (Dekker et
al., 2000) por ello algunos autores como por ejemplo Aguilar et al. (1999) han propuesto
métodos de coccion alternativos que permiten mantener algunas caracteristicas de calidad y
nutraceuticas aun después de sufrir diversos procesos previos al consumo. Uno de estos
métodos es la coccion temperatura baja-tiempo largo (TB-TL), este método consiste
basicamente en la inmersidn del vegetal a temperaturas menores a la ebullicion, pero durante
un tiempo mayor al empleado en la coccion ordinaria, este método produce una menor
solubilizacion de las sustancias pépticas, debido a que se activa la enzima pectinesteresa, esta
enzima cataliza la formacion de pectatos impidiendo la lisis celular y por lo tanto impidiendo
la perdida de textura y de fitonutrimentos al agua de coccion.

En la literatura se encuentran numerosos reportes acerca del contenido de glucorafano en el
brécoli y ademas, hay muchos estudios relacionados con los efectos benéficos a la salud de
este compuesto, sin embargo no hay muchos trabajos que muestren el efecto de los procesos a
los que los floretes de brdcoli son sometidos después de la cosecha (Rungapamestry et al.,
2007).

El objetivo del presente trabajo fue determinar el impacto de la temperatura y del tiempo de
coccion de los floretes de brdcoli sobre parametros de calidad, como el color, textura, y

contenido de glucorafano.
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3.3. Materiales y Métodos

3.3.1. Material vegetal

Se utilizaron floretes de brocoli (Brassica oleracea cv. italica) var maximo, cosechados
durante el mes de enero de 2008, en Celaya Guanajuato México. Los floretes se transportaron

en hielo a una temperatura aproximada de 4 °C, durante cinco horas, hasta su procesamiento.

3.1.2. Tratamientos

Se utilizaron tratamientos que combinaron la temperatura de inmersion en agua y el tiempo de
exposicion de los floretes; en otros tratamientos se uso vapor de agua en dos diferentes
tiempos de exposicion (Cuadro 1). Para los tratamientos de vapor, los floretes se colocaron
sobre una rejilla dentro de una olla de 20 L con 6 L de agua hirviendo sin tocar la rejilla; la
temperatura alcanzada sobre la rejilla donde se colocaron los floretes de brocoli fue de 86°C.
Cada uno de los tratamientos se realizaron con tres repeticiones bajo un disefio completamente

al azar y la unidad experimental fue un florete de peso conocido.

Cuadro 1. Tratamientos de temperatura y tiempo de exposicion en floretes de brdcoli.

Tratamiento Medio de coccidn Temperatura (°C) Tiempo (Minutos)
1 Agua 60 60.0
2 Agua 60 40.0
3 Agua 60 20.0
4 Agua 50 40.0
5 Agua 40 20.0
6 Agua 40 60.0
7 Agua 100 0.5
8 Agua 100 1.0
9 Agua 100 2.0
10 Vapor de agua 60 60.0
11 Vapor de agua 120 120.0
12 Testigo - -
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3.1.3. Variables analizadas
Después de la aplicacién de los tratamientos de coccion a los floretes de brécoli, se midieron

las siguientes variables.

Color

Las muestras se colocaron sobre una superficie blanca, y se tomaron imégenes con una cdmara
digital Kodak modelo Z712 1S®, de 7.1 megapixeles. Las fotografias se tomaron con un
tamafo de 1024 X 768 pixeles, a una distancia de 1 m, iluminadas con una lampara
fluorescente de 20 watts. La apertura del diafragma utilizada fue de /2.8 y la velocidad del
obturador fue 1/30 s. Las imagenes se guardaron en un formato tipo jpeg. El angulo entre el
lente de la camara y la fuente de iluminacion fue de aproximadamente 45°. Con un programa
en Visual Basic v. 6.0% se obtuvieron los valores RGB de tres fragmentos de 40 x 40 pixeles
por cada tratamiento de inflorescencias de brocoli. Los valores RGB se convirtieron al modelo
de color estandar SRGB (lineales) definido por la Commission Internationale de I’Eclairage
(Mendoza et al., 2006). A partir de este modelo se convirtieron al modelo CIE XYZ, requerido
para obtener el espacio de color CIE-Lab (Poyton, 1996). Este espacio de color tiene tres
canales: L representa la luminosidad con valores 0 a 100, a toma valores de verde a rojo y b de
azul a amarillo; estos dos ultimos componentes cromaticos varian de 120 a -120 (Papadakis et
al., 2000).

Textura

En el presente trabajo se utilizé el concepto de Surmacka (2002) quien precisa que la textura
es una propiedad sensorial; se utilizé una escala inversa, basada en una percepcion sensorial
de floretes flexionados con ambas manos por la misma persona hasta partirse. La escala
utilizada fue del uno al cinco, en donde el valor uno se refiere a floretes de brécoli recién
cortados sin ser sometidos a ningun tratamiento térmico y con una textura muy alta, el dos con
una textura alta, el tres con una textura media, el cuatro con una textura baja y el cinco con

una textura muy baja.
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Contenido de glucorafano

Los floretes de brocoli se maceraron en presencia de una mezcla de metanol y agua en
proporcion 80:20 v/v, en cantidad suficiente para cubrir la muestra. Después de 48 h el
contenido se paso a través de papel filtro de poro medio, la parte solida retenida en el filtro se
volvio a colocar en una mezcla de metanol y agua en la proporcion antes mencionada, y la
parte liquida filtrada se conservd en un recipiente ambar, esta operacion se repitié en tres
0casiones.

El extracto crudo asi obtenido, se concentr6 en un rotavapor con presion reducida a una
temperatura de 60 °C, obteniendo asi un volumen conocido de muestra.

Con la finalidad de separar el glucorafano del extracto crudo de Brdcoli, se utiliz6 un sistema
de cromatografia en capa fina cuya fase mdvil consistié en una mezcla de metanol, etanol,
acido acético y agua (30:10:10:10; v/v/v/v). Las placas utilizadas fueron de silica gel 60F256
con indicador de fluorescencia (Merck®), recortadas a 20 X 10 cm. En cada extremo de la
placa se colocaron 2uL de un estdndar comercial de glucorafano (Sigma®) con una
concentracion conocida, sobre la misma placa se colocaron 2 L de la muestra.

Las placas, se analizaron por medio de un densitometro marca Desaga® modelo CD-60. El
analisis se realizo a 226 nm, que es la longitud de onda a la cual el estandar de glucorafano

presentd un méaximo de absorcion.

3.1.3. Andlisis estadisticos

Los datos se sometieron a un analisis de varianza y pruebas de separacion de medias (Tukey, P
> 0.05) por medio del programa estadistico SAS® V.9 (SAS institute). Previo al analisis de
varianza, los parametros del color (L a, b), se sometieron a la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk (Bautista-Martinez et al., 2009), resultando que los datos tuvieron un
comportamiento normal (P > 0.05). Ademas, se comprobd la homostacidad de dichos
parametros por medio de la prueba de Barret (Bautista-Martinez et al., 2009). Los valores de
textura, no paramétricos, fueron transformados por medio de la ecuacién Y = X%°; donde X =
textura en la escala de uno a cinco. Una vez que los datos fueron transformados se
comprobaron los supuestos de normalidad y homostacidad con las mismas pruebas indicadas
anteriormente. La comparacion de medias se presenta, en todos los casos, con los datos sin

transformar para facilitar la interpretacion de los mismos.
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Utilizando el mismo programa estadistico se realizaron modelos de regresion lineal, en los
cuales no se incluyeron los tratamientos de coccion utilizando vapor por considerarse no

comparables al resto de tratamientos que utilizan agua como medio de coccion.

3.4. Resultados y discusion

3.4.1.Color

El analisis de varianza mostro que los tratamientos tuvieron un efecto estadisticamente
significativo (P < 0.05) en el color de los floretes. Los componentes del modelo de color del
sistema Hunter-Lab que mejor explicaron los cambios del color de los floretes fueron a y b.
En contraste la luminosidad (L) no mostré significancia estadistica (P < 0.05). El componente
b, aunque resultd ser significativo, mostré un coeficiente de determinacion bajo (r* = 0.57), en
relacién con el componente a (> = 0.78); por lo cual, el anélisis se hizo para este
componenete. Valores negativos de a, indican matices verdes, y conforme se incrementa el
valor tiende a amarillo y rojo (Yam y Papadakis, 2004). El color verde del bocoli se considera
como un factor de calidad critico para la comercializacion de los floretes (DAVIS, 2010). En
la presente investigacion los promedios de todos los tratamientos (Cuadro 2) resultaron ser
negativos, lo cual indica que los floretes estuvieron en la gamma del verde (Papadakis et al.,
2000) y por lo tanto se considera que los floretes no pierden calidad, al menos en lo que

respecta al color.

Cuadro 2. Valores promedio del pardmetro a del sistema de colores Hunter Lab, obtenidos de

floretes de bréculi, sometidos a varios métodos de coccion.

Tiempo de
Temperatura (°C) Exposicion Promedio del parametro a’
(Minutos)
60 60 -2.92 a
40 20 -4.66 ab
Testigo - -5.65 abc
50 40 -6.15 abc
40 60 -6.87 bc
100 0.5 -6.96 bc
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60 20 -7.04 bc

60 40 -7.07 bc

100 1 -7.32 bc
Vapor 120 -8.44 c
Vapor 60 -8.63 ¢

100 2 -8.64 ¢
Media -6.45
DMS 3.3418

"Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

Los tratamientos con vapor de agua y con agua hirviendo por dos minutos, ocasionaron
valores negativos mas grandes, lo cual indica que los floretes sometidos a estos tratamientos
adquieren un color verde mas obscuro, mientras que los tratamientos basados en tiempos
largos y temperaturas altas ocasionaron una tendencia a un color verde claro (Cuadro 2). Los
cambios de color en los cuales el verde se hace mas intenso han sido observado por otros
autores, por ejemplo Tijskens et al. (2001) encontraron en brocoli y ejote, que durante los
tratamientos térmicos, utilizando agua a diferentes temperaturas, se observa, inicialmente, un
incremento en el color verde, seguido después por un decremento. Resultados similares
fueron reportados por Lau et al. (2000) que encontraron un incremento en el color verde de
esparragos sometidos a tratamientos térmicos de entre 70 y 98 °C. Una posible explicacion a
este fendbmeno, es propuesta por MacKinney y Weast (1940) que mencionan que el incremento
inicial en el color verde puede ocasionarse por la expulsién del aire que se encuentra entre las
células, estos autores asumen que este proceso podria alterar las propiedades reflejantes de la
superficie, lo cual explicaria el cambio de color inicial. Segun Tijskens et al. (2001), los
tratamientos termicos ocasionan un incremento incial del color verde, sin embargo, si estos
tratamientos contindan por cierto periodo de tiempo, ocasionan un decremento de dicho color
debido a la degradacion de las clorofilas presentes.

El componente a disminuyd linealmente, en funcion del aumento de la temperatura del agua

de coccion (Figura 7). La temperatura explica un 94 % de los cambios de color observados.

28



Temperatura

O T T T T T 1
4 20 40 60 80 100 120
2 4
o 3- .
g
E 4
®
2 .5 -
3
T
g 6 .
§ *
g 7 . :
-8 -
*
9 -
-10 -

Figura 7 Efecto de la temperatura de coccion sobre el pardmetro a. Donde; y = Valor del
parametro a del sistema Hunter Lab; x = Temperatura (°C). **Diferente de cero a una
probabilidad de 0.01. **P<0.01.

3.4.2. Textura

En cuanto a la textura el andlisis de varianza mostro diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (P < 0.01). Los tratamientos en los que no se modifico la textura fueron
vapor de agua durante 60 min y agua a 40 °C durante 20 min que fueron estadisticamente
iguales al valor inicial de la textura (testigo). Por otro lado los tratamientos de agua a 60 °C
durante 60 min y agua a 100 °C durante 0.5 min, ocasionaron el valor maximo de la textura

(Cuadro 3), lo cual en el presente trabajo indica una pérdida de la firmeza.
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Cuadro 3. Efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la textura de floretes de Brocoli.

Tiempo de
Temperatura (°C) Exposicion Textura'’
(Minutos)
60 60 5.00" a
100 0.5 5.00a
100 1 4.00b
100 2 4.00b
60 40 3.66 b
40 60 2.66 C
50 40 2.66 C
60 20 2.5dc
Vapor 120 2.0 cde
Vapor 60 1.6 def
40 20 1.3 ef
Testigo - 1.00 f
Media - 2.93
DMS - 0.9201

" Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

"' Un valor de uno corresponde uno se refiere a floretes de bréculi recién cortados sin ser
sometidos a ningun tratamiento térmico y con una textura muy alta, el dos con una textura alta,
el tres con una textura media, el cuatro con una textura baja y el cinco con una textura muy

baja.

Otros autores han obtenido resultados comparables, por ejemplo Chun-Hsien y Chi-Yue,
(2005), sometieron a floretes de brocoli a diferentes temperaturas de coccion y encontraron
que con un incremento de temperatura de 80 a 100 °C, la firmeza, medida con un
penetrometro, disminuyd rapidamente conforme se increment6 el tiempo de coccidon. En
contraste, este mismo trabajo menciona que cuando las muestras fueron cocinadas a
temperaturas de entre 50 y 70 °C, la firmeza no solo se mantuvo sino que se incrementd. Este
fendmeno ha sido observado por otros autores como Aguilar y Reyes (1999) que mencionan

que el escaldado a temperaturas bajas por tiempos largos (escaldado TB-TL) conserva la
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firmeza del vegetal debido a la activacion de la enzima pectinesterasa (PE), lo cual ocasiona
una serie de cambios bioguimicos cuyo resultado es la formacién de estructuras moleculares
insolubles que permiten obtener un producto firme, en el presente trabajo este hecho no pudo
ser observado posiblemente por que las diferencias en la firmeza son muy pequefias como para
ser detectadas por el método sensorial, sin embargo este método ofrece otras ventajas. De
acuerdo con Surmacka (2002) la firmeza es tan solo un parametro fisico que forma parte de la
textura, sin embargo, esta solo puede ser determinada por los sentidos, por lo cual es posible
que pequefios cambios en la firmeza no sean detectados sensorialmente y debido a esto, no
ocasionen una diferencia, que se pueda percibir en la escala utilizada en la presente

investigacion.

3.4.3. Contenido de Glucorafano

El andlisis de varianza mostro diferencias altamente significativas entre tratamientos
(P <0.01). Los floretes que no fueron sometidos a ningun proceso de coccion, mostraron
valores de glucorafano méas altos en comparacién con los demés tratamientos (Cuadro 4) y
cualquier tipo de coccion disminuye al menos un 77 % del contenido de glucorafano en
relacién con el testigo.

Cuadro 4. Efecto de diferentes tratamientos térmicos sobre la textura de floretes de Brécoli.

Tiempo de
Temperatura (°C) Exposicion Glucorafano (umol/100 g de M.F)"
(Minutos)
Testigo - 26.50 a
60 40 6.09 b
40 60 6.02b
50 40 5.57 bc
60 20 4.50 bed
Vapor 60 4.27 bcd
Vapor 120 2.74 bcde
40 20 2.58 bcde
60 60 2.46 bcde
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100 0.5 1.84 cde

100 2 0.0e
100 1 0.0e
Media - 5.07
DMS - 3.8239

"Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

El contenido de glucorafano en los tratamientos en los cuales se utilizé agua hirviendo fue
practicamente indetectable, estos resultados contrastan con lo encontrado por Volden et al.
(2009), quienes sometieron a floretes de coliflor a diferentes tratamientos térmicos y
encontraron que aquellos tratamientos que utilizaron agua hirviendo por 3 min ocasionaron
una reduccion de 62% en los glucosinolatos indolicos y alifaticos. En el presente trabajo las
pérdidas en los floretes de brocoli fueron mucho mayores, aun cuando los tiempos de
exposicion al agua hirviendo fueron menores (0.5, 1 y 2 min), lo cual podria mostrar
diferencias fisicas entre floretes de coliflor y brocoli.

Volden et al. (2009) utilizaron igualmente tratamientos de precoccién con vapor por solo 10
min, encontrando pérdidas de 22 %. Lo que podria ser comparable con el presente trabajo, ya
que el tratamiento con vapor durante 60 min tuvo pérdida de 84 % vy en vapor durante 120
min, la pérdida ascendié a 90 %. Sin embargo, Glyszczynska-Swiglo et al. (2006) en floretes
de brécoli precocidos en vapor durante 10 minutos encontraron un incremento en el contenido
de glucosinolatos de hasta de 43%, debido principalmente a una sintesis como respuesta al
estrés provocado por el tratamiento, ademas de que se incrementa la fuerza de las paredes
celulares lo que impide la perdida de estos compuestos.

La disminucion del contenido de glucorrafano observadas en este experimento muy
probablemente no involucren una degradacion del glucosinolato, sino que este pasa del tejido
vegetal hacia el agua que se utilizd en la coccion debido a una posible ruptura de las
membranas y paredes celulares, como lo ha demostrado Volden et al. (2009). Asi, la
evolucion en el contenido de glucorrafano podria tener los mismos origenes que la evolucion
de la variable textura, que ya fueron mencionados.

Cuando se relaciona el contenido de glucorafano con los valores de textura, se obtiene un
coeficiente de correlacion de -0.97, lo cual indica que conforme el valor de la textura se

incrementa (pérdida de firmeza), el contenido de glucorafano desciende. Con los datos de
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textura fue posible construir un modelo de regresion lineal que permitio predecir el

comportamiento del contenido de glucorafano (Figura 8)

30 -
™
S )5 . y = 2.49278204 t2 - 20.6026528 t + 43.2555436 A
© R2=0.93**
©
P -
(=] 20 -
o
o
=
© i
= 15
3
o
E 10 -
©
S
5 27
O
O T 1
0 1 2 3 4 5 6
Textura
30 -
& y=3.91564968 12 + 62.7477152 t + 250.49 .
s : JHos /4y : 25 -
> R?=0.82
s B
5 20 -
o
=
= 15 -
o
£
3 10
o
& ¢ o
Y . -
5 . >
8 *
E r VNI T T L 2 T T T T T T C
(O]
-9 -8.5 -8 -7.5 -7 -6.5 -6 -5.5 -5 -4.5 . -4
Parametro a

Figura 8. Relacion entre textura y contenido de glucorafano (A) y parametro a (color) y
contenido de glucorafano (B) en floretes de brocoli: Donde: y = Contenido de glucorafano
(umol/100 g de M.F), a = Valor del parametro a del sistema de identificacion de colores
Hunter Lab. t= Valor de la textura en una escala de 1 a 5. * y ** P < (0.05 y 0.01

respectivamente.
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Una situacion similar ocurrié entre el contenido de glucorafano y el valor del parametro a del
sistema de identificacion de colores Hunter Lab, ambos valores presentaron una correlacion
positiva (0.82), lo que significaria que una aproximacion hacia el color del brocoli fresco (con
valores promedio de a = -5.65), tendria un mayor contenido de glucorafano.

Cambios tanto en el color como en la textura, indicarian cambios importantes en el contenido
de glucorafano. Por un lado, después de un factor de estrés, como podrian ser los tratamientos
térmicos, se inicia un proceso de descompartimentacion del contenido celular (Marangoni et
al., 1996) existiendo una pérdida de dicha molécula. Por otro lado, el inicio de degradacion de
los pigmentos fotosintéticos debido al calor de los tratamientos provocaria un cambio en la

intensidad del verde.

3.5. Conclusiones

Los tratamientos térmicos provocaron modificaciones del color dentro de la gama del verde,
medido por el componenete a del Sitema Hunter Lab, los tratamientos con vapor de agua y
agua hirviendo por 2 min, ocasionaron valores negativos mas grandes (entre -8.4 y -8.6), lo
cual indica un color verde méas obscuro. De manera similar, todos los tratamientos provocaron
una disminucion de la textura, en especial los tratamientos con agua a 100 °C por 0.5 min y
agua a 60 °C por 60 min. Por otro lado, el contenido de glucorafano, disminuy6 en al menos
79 % respecto al testigo sin importar los tratamientos térmicos utilizados. La pérdida textura y
contenido de glucorafano podrian explicarse por la degradacion de las paredes celulares del
florete, lo cual ocasiona una descompartamentalizacion del glucorafano. Ambas variables
mostraron una relacién cuadrética (R* = 0.93). Igualmente el parametro a del color y el
contenido de glucorafano se correlacionaron (R? = 0.82). Debido a que los tratamientos
ensayados provocaron variaciones significativas en las variables medidas, es necesario

encontrar procedimientos de postcosecha que reduzcan las pérdidas de la calidad.
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4. Capitulo 1V.
Efecto del glucorafano aislado de floretes de brocoli (Brassica oleracea) sobre la

germinacion de esporas de Colletotrichum gloeosporioides.

4.1. Resumen

La antracnosis provocada por Colletotrichum gloeosporioides, es la enfermedad postcosecha
mas importante en las areas productoras de mango en todo el mundo, la estrategia mas
empleada para el control de la enfermedad, es el tratamiento en precosecha y postcosecha con
fungicidas, sin embargo su uso esta cada vez més restringido debido al conocimiento publico
de los residuos potencialmente peligrosos en los frutos. Los glucosinolatos, son productos
naturales que contienen nitrégeno y azufre. Estos se encuentran principalmente en las plantas
del orden de los Caparales y se ha comprobado su actividad antimicrobiana en otras
investigaciones. Para el presente trabajo, se colectaron frutos de mango, con sintomas de
antracnosis de los cuales se aislé e identifico el hongo Colletotrichum gloeosporioides. Las
esporas del patdgeno fueron colocadas en PDA, con diferentes concentraciones de glucorafano
(1.54, 0.92, 0.46, 0.15, 0.02 y 0 pg/uL) aislado de floretes de brocoli. Se midié la germinacion
de las esporas hasta que el testigo alcanzo el maximo porcentaje de germinacion. Las
concentraciones de 1.54 y 0.92 pg/uL, ocasionaron la inhibicién total de la germinacion de
esporas de Colletotrichum gloeosporioides después de 10 horas de evaluacion. La
concentracion letal media (CLsp) fue de 0.65 pg/uL y la concentracién que inhibid por
completo la germinacién de las esporas fue 0.97 pg/uL. El glucorafano representa una

alternativa ecoldgica para el control de la enfermedad.

Palabras clave: Glucorafano, Colletotrichum, Postcosecha, Germinacion, Mango.
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4.2. Introduccion

Los hongos patdgenos de los frutos en postcosecha causan considerables pérdidas en la
produccion (Tripathi y Dubey, 2004), esto se debe en gran medida a que los frutos contienen
un pH adecuado para el crecimiento de hongos, ademas de un alto contenido de nutrimentos
esenciales para los patdgenos (Moss, 2002).

La antracnosis provocada por Colletotrichum gloeosporioides, es la enfermedad postcosecha
mas importante en las areas productoras de mango en todo el mundo (Dodd y Jeffries, 1997).
Esta enfermedad se caracteriza por permanecer en estado quiescente en frutos inmaduros e
inducir importantes dafios en postcosecha. Actualmente la estrategia mas empleada para el
control de la enfermedad, es el tratamiento en precosecha y postcosecha con fungicidas, sin
embargo su uso estd cada vez mas restringido debido al conocimiento publico de residuos
potencialmente peligrosos en los frutos (Yonas y Amare, 2008). Sin embargo los tratamientos
con fungicidas quimicos se han venido utilizando desde hace varios afios en muchos paises del
mundo (Dodd, Jeffries y Jeger, Management strategies to control latent infection in tropical
fruits 1989) y es debido a esto, que existe una alta probabilidad de que los seres humanos,
estén expuestos a estos compuestos quimicos y a los riesgos que esto implica (Tripathi y
Dubey, 2004). Una de las sustancias mas comunmente utilizadas en el control de esta
enfermedad es el benomyl, por lo cual el patégeno estd sometido a una alta presion de
seleccion por lo cual es posible que aparezcan cepas resistentes a esta molécula (Punnawich
Yenjita, 2010). Debido a esto es necesario contar con alternativas inocuas al control quimico
gue puedan incluirse en un manejo integrado de Colletotrichum gloeosporioides.

En afios recientes hay un creciente interés en encontrar alternativas a los fungicidas quimicos
que sean seguras para el ambiente y con un riesgo insignificante para la salud del ser humano
(Martinez-Romero, et al., 2008). Entre las estrategias que mas comunmente se utilizan esta el
uso de compuestos naturales obtenidos de plantas como, jasmonatos, aceites esenciales o
Glucosinolatos (Tripathi y Dubey, 2004). Los glucosinolatos, son productos naturales que
contienen nitrogeno y azufre. Los glucosinolatos se encuentran principalmente en las plantas
del orden de los Caparales, que incluyen plantas que son importantes desde el punto de vista
agricola como, las brassicaceas incluyendo el brocoli (Wittstock y Halkier, 2002).
Actualmente se conocen cerca de 120 glucosinolatos diferentes que, tienen una estructura

bésica que incluye una cadena de carbono de tamafio variable derivada de aminoacidos. De
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acuerdo con el tamafio de esta cadena, los glucosinolatos se dividen en alifaticos, inddlicos y
aromaticos. En brdcoli se ha encontrado que el glucosinolato, presente en una mayor
concentracion es el glucorafano, que es un glucosinolato alifatico (Van-Eylen et al., 2009).
Una vez que este compuesto es hidrolizado, se forma un isotiocinato llamado glucorafanina
que ha mostrado un efecto en contra de patégenos que portan los alimentos (Brandi et al.,
2006). Este compuesto ha sido probado en contra de patégenos de plantas como Monilinia
laxa en peras (Mari et al., 1996) y Penicillium expansum en el mismo cultivo (Mari et al.,
2002), en ambos trabajos los resultados en el control de estos patdgenos fue bueno. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar el efecto del glucorafano, sobre la germinacion de esporas de
Colletotrichum gloeosporioides aislado de frutos de mango en postcosecha.

4.3. Materiales y métodos.

4.3.1. Aislamiento y pruebas de patogenicidad.

El aislamiento de Colletotrichum gloeosporioides se obtuvo de frutos de mango cv. Manila
con sintomas de antracnosis, los cuales se colectaron en madurez de consumo, procedentes del
estado de Guerrero.

De los sintomas se tomaron cortes de tejido de la parte terminal de la lesién y fueron
desinfestados por inmersion en una solucién de hipoclorito de sodio al 2% durante 2 minutos,
posteriormente los tejidos se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril.

Cada tejido se sembré en medio Papa Dextrosa Agar (PDA). El hongo se purificd mediante un
cultivo monosporico en medio Agua Agar (AA) y se incremento en PDA. Se identificé la
especie por medio de las claves morfoldgicas (Sutton, 1980),(Bailey y Jerger, 1992).

Para comprobar la patogenicidad del hongo, se inocularon frutos de mango cv Manila en
madurez de consumo. Los frutos de desinfestaron por inmersién en una solucion de
hipoclorito de sodio al 2% durante 5 minutos y se enjuagaron con agua destilada estéril dos
veces. Del hongo aislado en PDA vy de seis dias de edad, se prepar6 con ayuda de un
hematocitdmetro una suspension a una concentracion de 1 X 10° conidios/mL.

La inoculacion, se realiz6 sobre el pericarpio (cascara), colocando 20 pL de la solucion de
conidios con una micropipeta, sobre heridas realizadas con un palillo de madera esteril. Al
testigo, solo se le adicion6 agua destilada estéril sobre las heridas. Los frutos inoculados se
mantuvieron en cdmara humeda a temperatura ambiente (24 + 2 °C) durante 10 dias. Al

concluir este periodo, se observo la presencia de sintomas y se compararon con los iniciales de
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los cuales se realizo el aislamiento, asi mismo se realizd el aislamiento del hongo y se
corroboré que fuera el mismo que se inocul6. Finalmente el hongo se identifico por medio de

claves morfolégicas (Sutton, 1980); (Bailey y Jerger, 1992).

4.3.2. Aislamiento de Glucorafano.

4.3.2.1. Material Vegetal

Se utilizaron floretes de Brocoli (Brassica oleracea cv italica), cosechados durante el mes de
Enero del afio 2008, en la ciudad de Celaya Guanajuato México. Los floretes se transportaron
en hielo a una temperatura aproximada de 4 °C, hasta el laboratorio de postcosecha del
Colegio de Postgraduados Campus Montecillos, en donde fueron procesados inmediatamente

después de su llegada.

4.3.2.2. Procesamiento del material vegetal

Aproximadamente 200 g de floretes de brocoli fueron maceraron en presencia de una mezcla
de metanol y agua en proporcion 80:20 v/v, en cantidad suficiente para cubrir la muestra.
Después de 48 h el contenido se paso a través de papel filtro de poro medio, la parte solida
retenida en el filtro se volvié a colocar en la mezcla de metanol y agua antes mencionada y la
parte liquida filtrada se conservO en un recipiente ambar, esta operacion se repitié en tres
ocasiones.

El extracto crudo asi obtenido, se concentr6 en un rotavapor con presiéon reducida a una

temperatura de 60 °C, obteniendo asi un volumen conocido de muestra.

4.3.2.3. Separacion y aislamiento del glucorafano

Con la finalidad de separar el glucorafano del extracto crudo de Brocoli, se utilizd un sistema
de cromatografia en capa fina cuya fase movil consistié en una mezcla de metanol, etanol,
acido acetico y agua (30:10:10:10; v/v/iviv). Las placas utilizadas fueron de silica gel 60F256
con indicador de fluorescencia marca Merck®, recortadas a 100 X 100 mm. En cada extremo
de la placa se colocaron 2uL de un estandar comercial de glucorafano SIGMA® vy en el
espacio entre ambos extremos se coloc6 extracto crudo de brocoli obtenido mediante el
procedimiento antes descrito. Una vez que la placa se desarrollo, se calculd la posicion del

estandar en la placa por medio del coeficiente de retencion (Ry) por la formula:
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R=Z(x)/Z(f)*100

Donde;

Z(x)= Distancia del punto de aplicacién a la molécula.

Z(f)= Distancia del punto de aplicacion al frente del disolvente.

El valor del R; para el estandar comercial del glucorafano fue de 60 y toda la fraccién de silica
que tuvo este mismo valor de coeficiente de retencion se colectd y se resuspendio en metanol
para despues centrifugarse por 15 minutos a 5000 g. Posteriormente se colecto el sobrenadante
y se coloco en un vaso de precipitado por 10 min en una plancha a 50 °C. Ademas se hizo
pasar gas nitrdgeno por el vaso de precipitado con la finalidad de concentrar la muestra. Una
vez concentrada la muestra, se resuspendié en un mililitro de metanol grado HPLC.

4.3.2.4. Método para determinar la concentracion del glucorafano aislado.

Se colocaron en una placa de cromatografia de 50 X 50 mm dos volumenes (2 y 4 uL) del
estandar de glucorafano, ademés se colocaron sobre la misma placa 3 pL del glucorafano
aislado a partir del extracto crudo de brécoli. Una vez que la placa desarrolld, se obtuvieron
los valores de altura y area bajo la curva que generd la molécula de glucorafano, por medio de
un densitdbmetro marca Desaga modelo CD-60. Se realizaron tres repeticiones de cada placa.
La lectura se realizé a 224 nm, que fue la longitud de onda a la cual el estandar de glucorafano

mostré un pico maximo de absorcién y un mayor porcentaje de area bajo la curva.

Con los datos de altura y area bajo la curva que generd el densitdmetro se ajusté un modelo de
regresion, para determinar la concentracion del glucorafano aislado del extracto crudo de
brécoli a partir de la concentracion conocida del estandar de glucorafano.

El modelo encontrado mostré significancia estadistica (P=0.007) y un coeficiente de
determinacion de 0.92, el modelo utilizado fue:

6.1436383 + (1.119 X 10™) (a x h)®

Donde:
a= area bajo la curva de la molécula de glucorafano.
h= Altura del pico de la molécula de glucorafano.
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El modelo result6é adecuado para predecir la concentracion del glucorafano aislado del extracto
crudo de brdcoli, a partir de la concentracion del estandar comercial de glucorafano (Capitulo
2 Figura 6).

La concentracion del glucorafano aislado de brdcoli, calculado por medio del modelo de

regresion lineal fue de 6.15 pg/uL, con una pureza del 91.36%.

4.3.3. Evaluacion del efecto del glucorafano sobre la germinacién de esporas de
Colletotrichum gloeosporioides.

4.3.3.1. Bioensayos

En recipientes translucidos con una capacidad de 300 pL se colocaron 150 pL de medio de
cultivo PDA. Antes de que el medio de cultivo solidificara se mezclo con 50 pL de
glucorafano aislado de brdcoli, diluido en metanol de tal manera que se alcanzaran las

concentraciones utilizadas en los bioensayos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Concentraciones de glucorafano utilizadas para determinar el efecto de esta

molécula sobre la germinacion de esporas de C.gloeosporioides.

Concentracién Concentracién Final de

Final de

Cantidad de

Tratamiento Cantidad de Glucorafano Glucorafano en un

Metanol aislado de glucorafano en volumen de 150 pL de
(uL) Brocoli (uL) un volumen de PDA + 50 pL de la
50 puL solucion de glucorafano
1 0 50 6.15 pg/pL 1.54 pg/pL
2 20 30 3.69 po/pL 0.92 pg/uL
3 35 15 1.84 pg/pL 0.46 pg/pL
4 45 5 0.61 pg/uL 0.15 pg/pL
5 49.5 0.5 0.06 pg/pL 0.02 pg/pL
6 50 0 0 0 pg/pl
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Después se colocd una solucién de esporas de C. Gloeosporioides, sobre cada uno de los
recipientes. Los recipientes se colocaron en cdmara humeda donde fueron encubados por 5, 7

y 10 horas a 28+3°C. De cada concentracion de glucorafano se realizaron tres repeticiones.

4.3.3.2. Variables y anélisis estadisticos.

Se cuantificd el numero de esporas germinadas de C. Gloeosporioides a las 5, 7 y 10 horas
después de que la solucién de esporas se coloco en los recipientes de PDA conteniendo la
concentracion de glucorafano ensayada. A los porcentajes de germinacion obtenidos se les
realizaron pruebas de normalidad y de homostacidad por medio del programa estadistico SAS
V.9 para Windows, una vez verificado, que los datos se comportaron normales se realizaron
analisis de varianza y pruebas multiples de medias de Tukey (P=0.05). El area bajo la curva
que genero la germinacién de las esporas, fue calculado para cada una de las repeticiones por
el método de los trapezoides (Liengme, 2002) y fue sometido a analisis de varianzas y pruebas
multiples de medias de Tukey (P=0.05) y con estos datos se calculé la efectividad del
glucorafano por medio de la formula y=(t-t./t;)(100); Donde y=efectividad expresada en
porcentaje, t=Area bajo la curva promedio del tratamiento testigo y t,= Area bajo la curva del
tratamiento a evaluar . Ademas se realizaron modelos de regresion lineal y se utilizo el

comando solver de Microsoft Excel 2007® para determinar la efectividad media (CLsy).

4.4. Resultados y discusion
El andlisis de varianza mostr6 diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
germinacion de las esporas en funcion de las concentraciones de glucorafano ensayadas a lo

largo del tiempo (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Germinacién de esporas de Colletotrichum gloeosporioides en diferentes

concentraciones de glucorafano aislado de brdécoli.

Dosis Germinacion’ (%) 5h  Germinacion’ (%) 7  Germinacion' (%)
h 10 h
1.54 pg/uL 0a Oa Ob
0.92 pg/uL Oa 25a 8b
0.46 pg/pL 15a 45a 60 a
0.15 pg/uL 2a 95a 825a
0.02 pg/pL 15a 11a 77a
0 pg/puL 25a 11a 85.5a
Probabilidad 0.14 0.08 0.0001
r? 0.67 0.74 0.98

"Letras iguales no indican diferencias significativas Tukey (P=0.05). Las comparaciones entre

medias se realizaron por columnas.

El porcentaje de germinacion mas alto en el testigo se presento a las diez horas después de que
las esporas se colocaron en los recipientes con PDA, este porcentaje de germinacion para
esporas de C. Gloeosporioides, es similar al encontrado por otros autores (Gutiérrez-Alonso,
et al., 2001) quienes reportan un porcentaje de germinacion que oscila del 81.9% al 83.2%. A
las 10 h, se observd una diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de esporas

germinadas en funcion de la dosis de glucorafano utilizada (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de diferentes concentraciones de glucorafano aislado de brdcoli sobre la
germinacion de esporas de Colletotrichum gloeosporioides aislados de frutos de mango. A)
Esporas de Colletotrichum gloeosporioides en PDA durante 10 horas con una concentracion
de glucorafano de 1.54 pg/uL (tratamiento testigo). B) Esporas de Colletotrichum
gloeosporioides en PDA durante 10 horas con una concentracion de glucorafano de 0 pg/uL.

En las concentraciones de 1.54 y 0.92 ug/uL, se observd un porcentaje de germinacion de
cero y ocho respectivamente, mientras que el tratamiento testigo se observo un porcentaje de
germinacién superior al 80%. El efecto de los glucosinolatos en contra de algunos patdgenos
ha sido observado por otros autores. Por ejemplo (Lazzeri et al., 1993), encontraron una
actividad de algunos de estos compuestos en contra de nematodos del género Heterodera,
mientras que (Manici, et al.,1997) encontraron que algunos glucosinolatos tienen actividad en

contra de hongos fitopatdgenos.
El area bajo la curva de germinacién de esporas, mostro diferencias significativas entre

tratamientos (P>0.001). Las concentraciones més altas resultaron en un menor porcentaje de

germinacién lo cual genero curvas de area menor (Figura 10).
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Figura 10. Curvas de germinacion de esporas de Colletotrichum gloeosporioides a través del

tiempo. ABC=Area bajo la curva de germinacion de esporas.

Por otro lado el modelo de regresion lineal permitié estimar el porcentaje de efectividad del
glucorafano en contra de las esporas de Colletotrichum gloeosporioides, con significancia
estadistica y coeficiente de determinacion alto (P=0.001 y r>=0.99). El modelo utilizado fue.

Y =-8.07085022 Con + 119.648813 Con? -13.259505 Con® + 5.52744929

Donde:

Y= Efectividad en porcentaje.

Con= Concentracion de glucorafano aislado de brécoli en pg/uL.

El modelo mostr6 que la efectividad media (CLsp) fue de 0.65 pg/uL, mientras que la

concentracion mostré una efectividad del 100% (CLyqo) fue de 0.97 pug/uL (Figura 11).

44



110 +

100 CL100=0.97pg/uL

90 A

Y = -8.07085022 Con + 119.648813 Con? -13.259505
80 -  Con®+ 552744929
r?=0.99

Efectividad (%)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracion pg/uL

Figura 11. Modelo de regresion lineal para estimar la efectividad del glucorafano en contra de
esporas de Colletotrichum gloeosporioides.

El efecto inhibitorio sobre la germinacion de esporas de hongos fitopatdgenos, ha sido
observado en otros glucosinolatos, por ejemplo (Maria, et al., 2008), encontraron un efecto
inhibitorio del 50% en la germinacion de esporas de M. laxa, cuando estas fueron sometidas a
vapores de diferentes isotiocinatos en concentraciones de 0.04 hasta 0.27 mg L™,

Debido a la actividad antifngica del glucorafano, podria ser utilizado como un tratamiento en
postcosecha, con el fin de disminuir la incidencia de antracnosis provocada por Colletotrichum

gloeosporioides en frutos de mango en postcosecha.

4.5. Conclusiones

El glucorafano aislado del brécoli mostré un fuerte efecto inhibitorio sobre la germinacién de
esporas de Colletotrichum gloeosporioides. La concentracion letal media fue de 0.65 pg/pL,
mientras que la CLoo fue de 0.97 pg/uL. Este efecto se ha comprobado sobre otros hongos
fitopatdgenos en diferentes trabajos de investigacion. EI conocimiento acerca del efecto de
metabolitos secundarios de plantas, sobre las esporas de los hongos podria contribuir a
encontrar nuevas alternativas en el manejo de Colletotrichum gloeosporioides en postcosecha
de mango.
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