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1. Capítulo I. Revisión de Literatura 

 

1.1. Antecedentes históricos 

Todas las células contienen azucares, fosfatos y aminoácidos, 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 

publicación 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 definición válida para la gran 

variedad de compuestos sintetizados. En los inicios de la fisiología 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 

únicamente 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 tenían un papel 

ecológico y no podían ser utilizados como moléculas de reserva de la célula, gracias a lo cual 

el estudio de los metabolitos secundarios y su papel en la relación de la planta con el medio 

ambiente fue adquiriendo importancia.  

Durante los años siguientes se descubrieron muchos compuestos considerados como 

metabolitos secundarios en cada vez un mayor número y especies de plantas. Sin embargo fue 

hasta finales de 1950, cuando el interés en los productos naturales se incrementó, en parte por 

el descubrimiento de las hormonas vegetales, que enfatizo la estrecha relación entre estas y los 

metabolitos secundarios. Conforme los métodos de separación y purificación se desarrollaron 

creció el interés de la industria farmacéutica por muchos de estos compuestos (Mothies, 1979). 

Aun hoy en día la distinción entre metabolismo primario y secundario no siempre es fácil, en 

el sentido estricto de la palabra, los metabolitos secundarios no forman parte de la estructura 

básica de la célula. Los metabolitos secundarios solo se encuentran en determinados órganos o 

en determinadas etapas de desarrollo, aunque este criterio no satisface la gran variedad de 
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compuestos que las plantas pueden sintetizar, puede utilizarse como punto de partida en la 

clasificación 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 económico (Hopkins, 1999). 

 

1.2. Síntesis de metabolitos secundarios 

Además de proporcionar energía en forma de ATP, la respiración celular provee de esqueletos 

de carbón que se requieren para la síntesis de otros compuestos. Muchos de estos compuestos 

son formados en intermediarios de la glicolisis y el ciclo del acido cítrico (Figura 1). 

 

Figura 1. Papel de la respiración en la síntesis de metabolitos secundarios (Hopkins, 1999). 
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Uno de los principales bloques de construcción 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 comúnmente se les llama también isoprenoides. Los terpenos 

más 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 ocasionándoles hiperexitacion. Los terpenoides son poco toxico a 

los mamíferos y son biodegradables lo cual ha contribuido más a su amplia utilización 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 común, la fusión de cinco unidades de carbono para formar una estructura 

isopentenoide, normalmente todos los terpenoides se encuentran conjugados con otras 

moléculas como por ejemplo azúcar. Los terpenoides se encuentran distribuidos por todo el 

reino vegetal debido a la gran diversidad de formas químicas, se conocen alrededor de 15,000 

terpenoides en las plantas. Los terpenoides son considerados como metabolitos secundarios ya 

que no juegan un papel fundamental en el crecimiento y desarrollo de las plantas, sin embargo 

las funciones ecológicas 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 cáncer de los seres humanos (Sivakumar, et al., 2007). Después de su 

consumo una enzima endógena, llamada mirosinasa que cataliza la hidrólisis 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 prevención del 

cáncer (Botting et al., 2007); (Duncan et al., 2007).  
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1.4. Síntesis de glucosinolatos 

La síntesis de glucosinolatos  se ha estudiado en Arabidopsis thaliana, en esta especie se han 

identificado varios glucosinolatos derivados de formas elongadas del aminoácido metionina. 

La elongación de la metionina es un proceso análogo a la síntesis de leucina desde el 2-oxo-3-

metilbutanoato. La metionina es inicialmente transaminada a un oxo acido,  que sufre una 

condensación a causa de la acetil coenzima A (CoA) y resulta en un 2-metiltiopropilmalato, 

después ocurre una isomerización 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 elongación 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). 

Aunque aún no se han realizado trabajos específicos para brócoli, se sabe que en mutantes de  

Arabidopsis thaliana la formación de glucosinolatos de tres o cuatro carbonos está regulada 

por alelos en el locus Gsl-elong en el cromosoma cinco, este locus contiene dos genes 

llamados MAM 1 y MAML. El gen MAM1 afecta la producción de glucosinolatos de cuatro 

carbonos pero no afecta la producción de glucosinolatos de seis, siete u ocho carbones 

(Kroymann et al, 2001), lo cual indica que posiblemente existan más genes involucrados en la 

síntesis de glucosinolatos de cadenas carbonadas más 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 habían sido sintetizados en hojas, en otros tejidos de la planta como 

por ejemplo semillas en formación. Trabajos similares muestran la misma tendencia en 

Brassca napus. (Sixue et al., 2001)  

 

1.5. Función fisiológica de los glucosinolatos en las plantas  

Los glucosinolatos son hidrolizados inmediatamente después de un daño 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 herbívoros por 

ejemplo Martin et al. (2007), evaluaron la concentración de glucosinolatos y la actividad de 
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mirosinasa a través del tiempo, como respuesta al ataque de un insecto. Los resultados 

mostraron que tras el ataque de un herbívoro se produce en la planta una respuesta local, en el 

sitio del ataque y una respuesta sistémica en hojas distantes al sitio de ataque, la respuesta 

local que incluyo un incremento en la activad de mirosinasa, así como un incremento en la 

concentración de glucosinolatos, la respuesta se dio casi de manera inmediata al ataque y 

declino después de un día. La respuesta a la hervivoria se disparo con una sola larva 

alimentándose. En otro trabajo similar Mueller et al. (2006) encontraron una alta resistencia de 

A. rosae a diferentes concentraciones de glucosinolatos, esta alta resistencia está 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 raíces de 19 variedades de nabo mostraron un efecto altamente significativo 

en la inhibición 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 conclusión de que el efecto inhibotorio 

de los glucosinolatos en la germinación de semillas dependía de la concentración de 

glucosinolatos presentes en las semillas como los productos de su hidrólisis. 

 

1.6. Efecto en el ser humano. 

Los hábitos  alimenticios son un factor determinante de riesgo en el 40-60%  de los casos de 

cáncer de colon. El consumo de frutas y vegetales contienen muchos compuestos no nutritivos 

como son carotenos, istocianatos, flovonoides, glucosinolatos, índoles, esteroles, terpenos, 

fenoles entre otros. Además de estos existen muchos componentes aun desconocidos que 

pueden disminuir el riesgo de cáncer. Numerosos estudios en animales muestras que diferentes 

grupos químicos que se encuentran en los alimentos pueden prevenir la incidencia de cáncer, 
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muchos de estos compuestos químicos son antioxidantes. Los modos de acción pueden ser 

diversos, pero se suelen clasificar en cuatro grupos 

I) Inhibición enzimática o bloqueo de la formación de las células cancerígenas 

II) Inducción de enzimas de detoxificacion. 

III) Eliminación de agentes reactivos de ADN potencialmente peligroso 

IV) Modulación hormonal 

V) Reducción de la proliferación de hipercelulas inductoras de cáncer. 

 

Actualmente se han incrementado los casos de cáncer de colon, por lo cual es necesario 

investigar armas efectivas que disminuyan la incidencia de este tipo especifico de cáncer, a 

pesar de que factores genéticos y del medio ambiente están involucrados como factores que 

predisponen al cáncer, también se sabe que los alimentos pueden resultar altamente eficientes 

en la prevención de esta enfermedad (Tanaka et al., 2006). 

Durante la cocción la enzima mirosina y sus cofactores son desactivados por descomposición 

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 

hidrólisis, sin embargo la absorción de glucosinolatos fue mayor en sujetos que ingirieron 

glucosinolatos crudos, ya que además de la flora bacteriana la enzima mirosina que contienen 

los vegetales verdes ayuda a una mayor y más rápida absorción. El destino final de los 

glucosinolatos depende del tiempo de transito por el aparato digestivo, composición 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 prevención del cáncer  (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 prevención del cáncer  y se ha encontrado que su acción de 

protección se debe gracias a las propiedades antioxidantes de los glucosinolatos  (Yu-Bin et 

al., 2007), estos mismos investigadores indujeron tumores en ratones y 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 brócoli, por lo que 

concluyeron que estos compuestos son muy efectivos como preventivos tumorales. 
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Los compuestos comúnmente identificados son los derivados del 4-metilsulfinilbutil 

glucosinolato. Este compuesto es el que tiene la actividad anticancerígena, (Hansen, et al., 

2007). 

La actividad anticancerigena del brócoli 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 brócoli 40 dias despues de su 

aplicación en ensayos micronucleares in vivo.  

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

 

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

 

1.8. Degradación de los glucosinolatos durante el procesamiento del brócoli. 

 

Los parámetros para mantener la calidad visual y nutricional de los frutos y hortalizas está 

siendo objeto de muchos estudios, recientemente la atención se ha enfocado en mantener la 

concentración de los fitoquímicos en las plantas que tienen algún interés para el ser humano 

como agentes anticancerígenos o como preventivos de enfermedades cardiovasculares. 

Algunos de los químicos 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 comúnmente usados en 

postcosecha como atmosferas modificadas o controladas así como las bajas temperaturas sobre 

estos fitoquímicos es relativamente escaso. Además los efectos de la cocción sobre el 

contenido de estos compuestos ha sido descuidado, aunque generalmente se asume que la 

cocción tiene efectos negativos sobre el contenido de fitoquímicos por la pérdida de la 

integridad celular, sin embargo existen excepciones en las cuales la cocción incrementa la 

disponibilidad de estos compuestos (Jones, 2007). 
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Durante la cocción 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 enzimáticos o la perdida de glucosinolatos por la volatilización de sus 

compuestos (Duncan et al., 2007).  

El cocinado de los vegetales ocasionó 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 brócoli tratado a altas presiones 

(500 Mpa por diez minutos)  no solo mantiene las características nutraceuticas del brócoli, 

sino que además impide el crecimiento de microorganismos patógenos. 
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2. Capítulo II.    

Cromatografía en capa fina acoplada a densitometría para la cuantificación y 

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

 

2.1 Resumen 

El brócoli es una de las crucíferas de mayor consumo a nivel mundial. Esta planta posee un 

contenido elevado de glucosinolatos, metabolitos secundarios implicados en la prevención del 

cáncer. Actualmente se han reportado diferentes técnicas basadas en cromatografía de líquidos 

de alta resolución para determinar la concentración de estos compuestos. Como alternativa se 

propone usar la cromatografía en capa fina acoplada a densitometría para determinar la 

concentración y aislar estos compuestos. Se utilizaron placas precortadas de sílica gel, en la 

que se colocó una cantidad conocida de estándar de glucorafano. El coeficiente de retención 

(Rf) del glucorafano en este sistema fue de 0.6 y las lecturas del densitómetro indicaron que la 

máxima absorbancia del compuesto fue a 226 nm. Con los datos de altura y área bajo la curva 

del estándar fue posible construir modelos estadísticamente significativos, para determinar la 

concentración de glucorafano en muestras de extracto crudo de brócoli. Además fue posible 

aislar, a partir de este extracto, glucorafano con una pureza mayor al 90%, utilizando el mismo 

sistema. 
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2.2. Introducción  

El brócoli es una de las crucíferas más consumida por los seres humanos, contiene entre otros 

metabolitos secundarios, glucosinolatos. Después de su consumo, una enzima endógena 

cataliza su hidrólisis y produce una serie de compuestos incluidos los isotiocinatos 

(Rangkadilo et al., 2002). Los isotiocinatos están implicados en la prevención del cáncer 

(Botting et al., 2007; Duncan et al., 2007). Actualmente el estudio de estos compuestos ha 

cobrado u a  a or i porta cia ta to e  la i dustria far ac utica co o e  la  utrac utica 

debido a esta propiedad (Sivakumar et al., 2007). El isotiocinato que confiere la actividad 

anticancerígena al brócoli 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 cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC), para determinar la 

naturaleza y concentración de estos compuestos y con frecuencia son los más utilizados en los 

análisis de los glucosinolatos en las crucíferas (Rangkadilok et al., 2002). Este método ha sido 

utilizado en muchos otros estudios debido a la repetibilidad, precisión 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), así 

como las columnas y las precolumnas necesarias. Como alternativa es posible emplear la 

cromatografía en capa fina (CCF) acoplada a densitometría, esta técnica permite hacer análisis 

cuantitativos y cualitativos de diferentes compuestos con una precisión muy similar a la 

obtenida por medio de HPLC.  Además el bajo costo de los insumos, tiempos de análisis y 

volumen de disolventes hacen de esta técnica altamente competitiva. 

La técnica de CCF permite la separación y aislamiento de un gran número de compuestos. Se 

ha utilizado para aislar glucorafano a partir de brócoli y utilizarlo para demostrar su actividad 

antioxidante (Panglossi, 2006). En el presente trabajo se utilizó la cromatografía de capa fina 

acoplada a densitometría para cuantificar y aislar el glucorafano, principal glucosinolato 

presente en el brócoli.  
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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 estándar de glucorafano de Sigma-Aldrich (Alemania) 

con una pureza mayor o igual al 95%, dicho estándar fue diluido en 1 mL de metanol (grado 

HPLC, Sigma-Aldrich).  El metanol utilizado para hacer los extractos fue marca Fermont 

(México) grado reactivo. El agua utilizada en la extracción fue bidestilada y las placas de 

sílica para la cromatografía 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 móvil de la cromatografía en capa 

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

 

2.3.1.3. Preparación de las muestras 

El material vegetal utilizado para la extracción del glucorafano fue brócoli (Brassica oleracea 

L.) de la variedad experimental PX1229 que es rica el glucorafano, cosechado en la región de 

El Bajío, México, las plantas crecieron bajo condiciones de temporal de octubre a diciembre. 

Para hacer la extracción solo se utilizaron floretes sin tallo; inmediatamente después de 

cosechados, se colocaron en bolsas de plástico a 4 °C para ser transportados durante 4 h hasta 

el laboratorio para su análisis. 

Se utilizaron entre 150 y 200 gramos de floretes que fueron molidos en presencia de 300-400 

ml, de una combinación de metanol y agua en proporción 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 concentró en un rotavapor con presión 

reducida, con un baño maría a 60 °C, hasta un volumen aproximado de 20-30 mL.  
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2.3.1.4. Método de cromatografía en capa fina 

El extracto crudo fue separado por medio de cromatografía en capa fina, utilizando placas de 

100 X 100 mm con líneas de 0.8 cm y un volumen de aplicación en cada banda de 3 µL. La 

fase móvil que se utilizo en el sistema fue metanol, etanol, acido acético y agua (30:10:10:10; 

v/v/v/v).  

Para analizar el comportamiento espectral de la molécula de glucorafano a partir del estándar 

se colocó en una placa de 100 x 100 mm, volúmenes crecientes de una solución de estándar (5 

µg/µL). Se utilizaron siete bandas con un volumen de aplicación desde 1 µL hasta 7 µL de 

solución de estándar. Las placas se observaron en luz UV a 256 nm. 

El coeficiente de retención (Rf) se calculó por medio de la fórmula.   

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

Donde; 

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

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

La resolución se calculó por medio de la fórmula; 

RS=2(Z2–Z 1)/W1+W2 

Donde; 

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

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

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

W2= Ancho de la base de la curva de la molécula dos; 

 

2.3.1.5. Análisis por densitometría 

Las placas de aluminio fueron montadas sobre una placa de vidrio de 200 x 200 mm para que 

pudieran colocarse físicamente en la posición adecuada dentro de un densitómetro Modelo 

CD-60 Desaga (Alemania). Se analizaron concentraciones crecientes desde 1 µL hasta 7 µL 

del estándar de glucorafano. Para el análisis del estándar se utilizaron placas de sílica gel de 

100 x 100 mm y la muestra se colocó en un ancho de banda de 80 mm con 30 mm de 

separación entre bandas. Se realizó un barrido preliminar de las muestras desde 200-260 nm 

para caracterizar el comportamiento espectral de la molécula de glucorafano. En este análisis 
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el densitómetro mostro la absorbancia del glucorafano y el área bajo la curva correspondiente 

a cada punto del espectro. 

 Para el caso de las muestras de extracto crudo se utilizó un volumen de aplicación de 5 - 3 µL 

en un espacio de aplicación de 80 mm. En cada extremo de la placa, en la primera y en la 

última banda se colocaron concentraciones conocidas del estándar que sirvió como punto de 

referencia para calcular la concentración de la muestra analizada.   

 

2.3.1.6. Análisis estadístico de los datos 

Los datos obtenidos del densitómetro fueron el área bajo la curva y la altura del pico. Con la 

ayuda del programa Microsoft Excel 2007, se construyeron modelos de regresión lineal con la 

finalidad de poder predecir la concentración de las muestras a partir de la concentración del 

estándar.  Se eligieron los modelos que resultaron estadísticamente significativos y con un 

coeficiente de determinación (r
2
) mayor a 0.95.  

 

2.4. Aislamiento de glucorafano 

2.4.1. Reactivos y materiales. 

Para este trabajo se usaron 5 mg de un estándar de glucorafano  Sigma, (Alemania) con una 

pureza mayor o igual al 95 %, dicho estándar fue diluido en 1 ml de metanol ( grado HPLC, 

Sigma Aldrich).  Se utilizó metanol grado reactivo (Fermont, México) para hacer los extractos. 

El agua utilizada en la extracción fue bidestilada. Para la separación se utilizaron placas de 

sílica gel a escala semipreparativa.  Se utilizaron placas de vidrio de 30 mm de grosor y de 200 

X 200 mm de cada lado. Se utilizó sílica gel 60 F254 obtenida de Merck (Alemania).  Los 

disolventes utilizados para la fase móvil de la cromatografía 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 colocó una suspensión de sílica gel en agua (90 mL de agua con 15 g 

de sílica) y se aplicó sobre la base de vidrio utilizando un aplicador de sílica (Yazawa), el 

grosor de la sílica fue de 0.5 mm.  

 

 

 

 



  14 

 

2.4.2. Preparación de las muestras  

De la misma forma que para la extracción se utilizaron entre 150 y 200 g de floretes de brócoli 

de la misma variedad, que fueron molidos en presencia de 300-400 mL de una combinación 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 concentró en un rotavapor con presión reducida, con un baño maría a 60 °C, hasta 

un volumen aproximado de 20-30 mL.  

 

2.4.2. Método de Cromatografía en capa fina 

El extracto crudo de brócoli fue separado por medio de cromatografía en capa fina, utilizando 

placas de 100 x 100 mm con líneas de 80 mm y un volumen de aplicación en cada banda de 3 

µL. La fase móvil que se utilizó en el sistema fue metanol, etanol, acido acético y agua 

(30:10:10:10 v/v/v/v). Posterior e te se colect  la fracci   de sílica correspondiente con el Rf 

del est  dar   se dilu   e   eta ol para despu s ce trifugarse por 15 minutos a 5000 g 

Posteriormente se colecto el sobrenadante y se colocó en un vaso de precipitado por 10 min en 

una plancha a 50 °C. Además se hizo pasar gas nitrógeno por el vaso de precipitado con la 

finalidad de concentrar la muestra.  Una vez concentrada la muestra, se resuspendió en un 

mililitro de metanol grado HPLC.  Se colocaron 3 µL de la solución resuspendida sobre placas 

de cromatografía de 100 mm X 100 mm y se desarrollaron según el procedimiento antes 

descrito.  Las placas se observaron en luz U.V a 256 nm y los valores de Rf fueron calculadas 

según las formulas descritas anteriormente  

 

2.4.3. Análisis por densitometría 

Una vez que se re aisló el glocorafano, las placas de cromatografía se colocaron sobre una 

placa de vidrio de 200 X 200 mm, con la finalidad de inmovilizarlas y así evitar falsas lecturas 

del densitómetro. El densitómetro utilizado fue marca Desaga modelo CD-60 (Alemania). Se 

utilizó un volumen de aplicación de 5-3 µL en un espacio de aplicación de 80 mm. En cada 

extremo de la placa, en la primera y en la última banda se colocaron dos concentraciones 

conocidas de estándar que sirvió como punto de referencia para calcular la concentración de la 

muestra. 
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2.4.4. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos del densitómetro fueron el área bajo la curva y la altura del pico. Con la 

ayuda del programa Microsoft Excel 2007®, se construyeron modelos de regresión lineal con 

la finalidad de poder predecir la concentración de las muestras a partir de la concentración del 

estándar.  Se eligieron los modelos que resultaron estadísticamente significativos y con un 

coeficiente de determinación (r
2
) mayor a 0.95.  

 

2.5. Resultados y discusion 

2.5.1. Desarrollo de las placas de cromatografía para la determinación de la 

concentración de glucorafano 

El sistema de cromatografía utilizado, resulto adecuado para separar las moléculas de 

glucorafano del resto de los compuestos presentes en el extracto crudo. El coeficiente de 

retención de los estándares comerciales, mostró un valor de 0.60, este valor coincidió con el 

mostrado por una fracción del extracto crudo de brócoli, gracias a lo cual fue posible detectar 

la presencia de dicho compuesto. En las placas cromatograficas de extracto crudo, el sistema 

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

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

 

 

Figura 3. a) Imagen de las placas de sílica 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 cromatografía con extracto crudo de Brócoli observadas a la misma 

longitud de onda. 
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El mismo sistema de cromatografía en capa fina se ha utilizado con éxito para demostrar la 

actividad anticancerígena 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 anticancerígeno realizando ensayos con linfocitos humanos. 

 

El análisis por densitometría de las placas cromatográficas del estándar de glucorafano mostró 

que la mayor zona de absorción se encontró entre los 226 y los 230 nm (Figura 4). Esta zona 

de lectura resulto ser la más adecuada, muestra la máxima absorción y área bajo la curva. 

Resultados similares (Cheng-Guo J, 2009), indicaron que la máxima zona de absorción para 

los glucosinolatos en un sistema de cromatografía de líquidos de alta resolución se encontraba 

entre 226 y 280 nm. Estos autores utilizaron esta longitud de onda para determinar el efecto de 

atmosferas modificadas sobre la concentración de diferentes glucosinolatos. Por lo anterior se 

decidió usar una longitud de onda de 226 nm para la lectura de las placas en las cuales se 

colocó extracto crudo. Debido a que el sistema mostro una resolución adecuada y además se 

determino la zona de máxima absorción de luz U.V, fue posible la utilización de estos datos 

para la construcción de modelos que permitieran predecir con confiabilidad la concentración 

del glucorafano del extracto crudo de brócoli. 

 

 
 

Figura 4. Comportamiento del glucorafano en cromatografía en capa fina- densitometría. 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

220 226 232 238 244 250 256

A
re

a 
B

aj
o

 la
 c

u
rv

a 
(m

m
2 )

Longitud de onda (nm)

Area

% de Area

A
re

a 
b

aj
o

 la
 c

u
rv

a 
(%

)



  17 

 

El modelo que mostró un coeficiente de determinación más alto así como significancia 

estadística fue:  

 

                                                                         

                                       

 

Donde:  

Y= Concentración de glucorafano en el extracto crudo de brócoli. 

Altura = Altura del pico de glucorafano del estándar que reporto el densitómetro. 

Área= Área bajo la curva del pico de glucorafano que reporto el densitómetro. 

El modelo de regresión obtenido mostró una probabilidad de 8.82 x 10
-09

 y un coeficiente de 

determinación de 0.988 (Figura 5), lo cual muestra que fue adecuado para predecir la 

concentración del estándar de glucorafano que se colocó sobre las placas cromatográficas.  

 

 

Figura 5. Modelo de regresión ajustado para determinar la concentración de glucorafano 

por medio de cromatografía en capa fina- densitometría. 

 

La combinación de técnicas de cromatografía en capa fina con densitometría ha sido utilizada 

con éxito en los análisis de otras moléculas (Mulinacci et al., 1999), por ejemplo, se ha 

acoplado la técnica de cromatografía en capa fina (CCF) con densitometría y utilizando 
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modelos de regresión lineal se ha encontrado la relación entre el área del pico y la cantidad de 

hipericina colocada en el plato de cromatografía, con un coeficiente de determinación de 0.99. 

La combinación de estas técnicas resulta en una disminución del costo de análisis por muestra, 

ya que se utiliza una menor cantidad de disolventes en comparación con otros métodos como 

por ejemplo la cromatografía de líquidos de alta resolución. Además es posible analizar varias 

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

 

2.5.2. Análisis del extracto crudo de brócoli por medio de cromatografía en capa fina-

densitometría. 

El modelo de regresión lineal obtenido a partir de los datos del densitómetro mostró 

coeficientes de determinación altos y significancia estadística. El modelo utilizado para 

pronosticar la concentración de la muestra fue: 

                         

Donde  

Altura = Altura del pico de glucorafano obtenido del densitómetro. 

 

El coeficiente de determinación del modelo fue de 0.96 y la probabilidad estadística de la 

regresión fue de 0.0004. 

Para cada placa cromatográfica se ajustó un modelo de regresión lineal debido a que hay 

factores que afectan la reproducibilidad, tales como el grosor de la capa de sílica, el contenido 

de agua y el tamaño de partícula del adsorbente (Touchstone, 1992). 

El método de cromatografía en capa fina acoplado a densitometría ha sido comparado en otros 

trabajos contra el método de cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC), 

encontrándose que ambos métodos resultaban eficaces para determinar la concentración de 

hipericina y pseudohipericina (Mulinacci et al., 1999), sin embargo esos autores encontraron 

que el principal problema que afectaba la sensibilidad de la cromatografía en capa fina 

acoplada a la densitometría era la homogeneidad de la capa de sílica sobre el plato de vidrio. 

En el presente trabajo este detalle se solucionó ajustando un modelo de regresión para cada 

placa de sílica. 
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2.5.3. Aislamiento de glucorafano 

La fracción correspondiente con el Rf del glucorafano fue colectada de las placas de sílica gel 

y se obtuvo la concentración y la pureza del compuesto. Se logró obtener una solución de 

glucorafano a una concentración de 6.15 µg µL-
1
 y con una pureza del 91.36%.  

Con los datos obtenidos del densitómetro se construyó un modelo de regresión para 

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

 

                                  

Donde; 

Y= Concentracion de glucorafano en µg/µL 

A= Área debajo de la curva. 

H= Altura de la curva. 

El coeficiente de determinación fue de 0.92 con una probabilidad de 0.007 (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Grafico de regresión para determinar la concentración y pureza de glucorafano 

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

El método de cromatografía en capa fina acoplado a densitometría fue adecuado para lograr 

detectar la presencia del glucorafano en el extracto crudo de brócoli. El método permitió poder 

determinar y ajustar modelos de predicción para la concentración de glucorafano en el extracto 

crudo de brócoli.  El método permitió detectar la presencia del compuesto de manera 

cualitativa y cuantitativamente, además fue posible aislar el compuesto con una pureza alta. 
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3. Capítulo III. 

Efecto de tratamientos de precocción sobre color, textura y contenido de glucorafano en 

brócoli. 

3.1. Resumen  

El brócoli contiene glucorafano, este compuesto ha mostrado actividad anticancerígena. El 

contenido del glucorafano, al igual que otros parámetros de calidad, pueden ser afectados por 

la precocción a la cual son sometidos los floretes de brócoli para comercializarlos. El presente 

trabajo tuvo como objeto determinar el efecto de tratamientos de precocción sobre el color, 

textura y contenido de glucorafano. Los tratamientos ensayados fueron: inmersión en agua a 

40, 50, 60  °C durante 20, 40 y 60 min; inmersión en agua a 100 °C durante 0.5, 1 y 2 min y 

vapor de agua a 86 °C durante 60 y 120 min. El análisis de varianza mostró que los 

trata ie tos tuviero  u  efecto estadística e te sig ificativo (P ≤ 0.05) e  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 más obscuro. De manera similar, todos los tratamientos provocaron una 

pérdida en la textura, siendo 60 ºC por 60 min y 100 ºC por 0.5 min los tratamientos que 

tuvieron mayor efecto negativo. El contenido de glucorafano en el testigo fue 26.50 µmol 100 

g
-1

de M.F., disminuyendo en por lo menos 79 % con los tratamientos térmicos utilizados. La 

pérdida textura y contenido de glucorafano podrían explicarse por la degradación de las 

paredes celulares del florete, lo cual ocasiona una descompartimentación del glucorafano. 

Ambas variables mostraron entre ellas una relación cuadrática (R
2 

= 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, cocción, imágenes digitales 
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3.2. Introducción 

El brócoli es una de las crucíferas más consumida por los seres humanos. De acuerdo con 

datos preliminares, el valor de la producción de brócoli en México en el año 2006 fue de 1740 

millones de pesos, mientras que en el año 2008 se incremento a 2350 millones de pesos 

(INEGI, 2010). El principal productor de brócoli es el estado de Guanajuato, donde 

principalmente se comercializan los floretes congelados (60 % de la producción), y en fresco 

representa el restante 40% restante de la producción. Los principales actores de la cadena 

productiva son las empresas congeladoras y los productores asociados con el subministro de 

brócoli a dichas empresas (Produce, 2003). 

Esta planta contiene metabolitos secundarios derivados de aminoácidos. Después de su 

consumo una enzima endógena, llamada mirosinasa que cataliza la hidrólisis 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 prevención del cáncer 

(Duncan et al., 2007; Botting et al., 2007). La actividad anticancerígena del brócoli 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 disminución o alteración además los productos 

pueden sufrir una disminución de la propiedades biológicas que son deseables para el ser 

humano (Clifford y Brown, 2006). Además una vez que las hortalizas llegan a su consumidor 

final, son sometidas a diversos procesos como el almacenamiento o preparación, estos 

procesos también pueden alterar algunas características nutracéuticas de los alimentos 

(Rungapamestry et al., 2007). En el caso del brócoli, hay estudios que muestran que los 

floretes almacenados durante tres días en bolsas poliméricas perforadas, pierden hasta un 56 % 

del contenido de glucorafanina en comparación con floretes recién cosechados (Rangkadilok 

et al., 2002), sin embargo, cuando los floretes de brócoli se refrigeran, se mantiene la 

concentración de glucosinolatos, en comparación con aquellos floretes que se mantuvieron a 

temperatura ambiente (Rodrigues y Rosa, 1999).  
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Actualmente se utilizan varios procesos de preparación de los floretes de brócoli, que incluyen 

congelado, precocción y cocción por diferentes métodos. Estos procedimientos se utilizan 

regularmente tanto en las empacadoras de brócoli, como por el consumidor final.        La 

cocción tradicionalmente se ha considerado como un proceso que consiste en la inmersión del 

vegetal a una temperatura de ebullición durante un tiempo breve con la finalidad de inactivar 

enzimas indeseables (Aguilar et al., 1999). Cuando un florete de brócoli es sometido a 

cocción, la enzima mirosinasa es inactivada, por la acción de las altas temperaturas, además 

los glucosinolatos se transfieren al agua de cocción, después de la lisis celular o bien se 

trasforman en compuestos volátiles o se degradan por la acción de la temperatura (Dekker et 

al., 2000)  por ello algunos autores como por ejemplo Aguilar et al. (1999) han propuesto 

métodos de cocción alternativos que permiten mantener algunas características de calidad y 

nutraceuticas aun después de sufrir diversos procesos previos al consumo.  Uno de estos 

métodos es la cocción temperatura baja-tiempo largo (TB-TL), este método consiste 

básicamente en la inmersión del vegetal a temperaturas menores a la ebullición, pero durante 

un tiempo mayor al empleado en la cocción ordinaria, este método produce una menor 

solubilizacion de las sustancias pépticas, debido a que se activa la enzima pectinesteresa, esta 

enzima cataliza la formación de pectatos impidiendo la lisis celular y por lo tanto impidiendo 

la perdida de textura y de fitonutrimentos al agua de cocción.  

En la literatura se encuentran numerosos reportes acerca del contenido de glucorafano en el 

brócoli y además, 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 brócoli 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 

cocción de los floretes de brócoli sobre parámetros 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 brócoli (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 inmersión en agua y el tiempo de 

exposición de los floretes; en otros tratamientos se uso vapor de agua en dos diferentes 

tiempos de exposición (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 brócoli fue de 86°C.  

Cada uno de los tratamientos se realizaron con tres repeticiones bajo un diseño completamente 

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

 

Cuadro 1. Tratamientos de temperatura y tiempo de exposición en floretes de brócoli. 

Tratamiento Medio de cocción 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 aplicación de los tratamientos de cocción a los floretes de brócoli, se midieron 

las siguientes variables. 

 

Color 

Las muestras se colocaron sobre una superficie blanca, y se tomaron imágenes con una cámara 

digital Kodak modelo Z712 IS
®
, de 7.1 megapixeles. Las fotografías se tomaron con un 

tamaño de 1024 X 768 pixeles, a una distancia de 1 m, iluminadas con una lámpara 

fluorescente de 20 watts. La apertura del diafragma utilizada fue de f/2.8 y la velocidad del 

obturador fue 1/30 s. Las imágenes se guardaron en un formato tipo jpeg. El ángulo entre el 

lente de la cámara y la fuente de iluminación 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 brócoli. Los valores RGB se convirtieron al modelo 

de color estándar sRGB (li eales) defi ido por la Co  issio  I ter atio ale de l’Éclairage 

(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). Éste 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 últimos  componentes cromáticos varían de 120 a -120 (Papadakis et 

al., 2000). 

 

Textura 

En el presente trabajo se utilizó el concepto de Surmacka (2002) quien precisa que la   textura 

es una propiedad sensorial; se utilizó una escala inversa, basada en una percepción 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 brócoli recién 

cortados sin ser sometidos a ningún 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 brócoli se maceraron en presencia de una mezcla de metanol y agua en 

proporción 80:20 v/v, en cantidad suficiente para cubrir la muestra. Después de 48 h el 

contenido se pasó a través de papel filtro de poro medio, la parte sólida retenida en el filtro se 

volvió a colocar en una mezcla de metanol y agua en la proporción antes mencionada, y la 

parte líquida filtrada se conservó en un recipiente ámbar, esta operación se repitió en tres 

ocasiones. 

El extracto crudo así obtenido, se concentró en un rotavapor con presión reducida a una 

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

Con la finalidad de separar el glucorafano del extracto crudo de Brócoli, se utilizó un sistema 

de cromatografía en capa fina cuya fase móvil consistió en una mezcla de metanol, etanol, 

acido acético y agua (30:10:10:10; v/v/v/v). Las placas utilizadas fueron de sílica gel 60F256 

con indicador de fluorescencia (Merck®), recortadas a 20 X 10 cm. En cada extremo de la 

placa se colocaron 2µL de un estándar comercial de glucorafano (Sigma®) con una 

concentración conocida, sobre la misma placa se colocaron 2 µL de la muestra. 

Las placas, se analizaron por medio de un densitómetro marca Desaga® modelo CD-60. El 

análisis se realizo a 226 nm, que es la longitud de onda a la cual el estándar de glucorafano 

presentó un máximo de absorción.  

 

3.1.3. Análisis estadísticos 

 

Los datos se sometieron a un análisis de varianza y pruebas de separación de medias (Tukey, P 

≥ 0.05) por  edio del progra a estadístico SAS® V.9 (SAS i stitute). Previo al a  lisis de 

varianza, los parámetros del color (L a, b), se sometieron a la prueba de normalidad de 

Shapiro-Wilk (Bautista-Martínez et al., 2009), resultando que los datos tuvieron un 

co porta ie to  or al (P ≥ 0.05). Ade  s, se co prob  la ho ostacidad de dichos 

parámetros por medio de la prueba de Barret (Bautista-Martínez et al., 2009). Los valores de 

textura, no paramétricos, fueron transformados por medio de la ecuación Y = X
0.5

; 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 comparación de medias se presenta, en todos los casos, con los datos sin 

transformar para facilitar la interpretación de los mismos. 
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   Utilizando el mismo programa estadístico se realizaron modelos de regresión lineal, en los 

cuales no se incluyeron los tratamientos de cocción utilizando vapor por considerarse no 

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

 

3.4. Resultados y discusión 

 

3.4.1.Color 

El análisis de varianza mostró que los tratamientos tuvieron un efecto estadísticamente 

sig ificativo (P ≤ 0.05) e  el color de los floretes. Los co po e tes del  odelo 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)  o  ostr  sig ifica cia estadística (P ≤ 0.05). El co po e te 

b, aunque resultó ser significativo, mostró un coeficiente de determinación bajo (r
2 

= 0.57), en 

relación con el componente a (r
2 

= 0.78); por lo cual, el análisis 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 bócoli se considera 

como un factor de calidad critico para la comercializacion de los floretes (DAVIS, 2010). En 

la presente investigación 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 parámetro a del sistema de colores Hunter Lab, obtenidos de 

floretes de bróculi, sometidos a varios métodos de cocción. 

 

Temperatura (°C) 

Tiempo  de 

Exposición 

(Minutos) 

 

Promedio del parámetro a
†
 

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 c 

100 2 -8.64 c 

Media                                -6.45 

DMS  3.3418 

†
Medias con letras iguales no son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05). 

 

Los tratamientos con vapor de agua y con agua hirviendo por dos minutos, ocasionaron 

valores negativos más grandes, lo cual indica que los floretes sometidos a estos tratamientos 

adquieren un color verde más 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 más intenso han sido observado por otros 

autores, por ejemplo Tijskens et al. (2001) encontraron en brócoli 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 

espárragos sometidos a tratamientos térmicos de entre 70 y 98 °C. Una posible explicación a 

este fenómeno, es propuesta por MacKinney y Weast (1940) que mencionan que el incremento 

inicial en el color verde puede ocasionarse por la expulsión del aire que se encuentra entre las 

células, estos autores asumen que este proceso podría alterar las propiedades reflejantes de la 

superficie, lo cual explicaría el cambio de color inicial. Según Tijskens et al. (2001), los 

tratamientos termicos ocasionan un incremento incial del color verde, sin embargo, si estos 

tratamientos continúan por cierto periodo de tiempo, ocasionan un decremento de dicho color 

debido a la degradación de las clorofilas presentes. 

El componente a disminuyó linealmente, en función del aumento de la temperatura del agua 

de cocción (Figura 7). La temperatura explica un 94 % de los cambios de color observados. 
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Figura 7 Efecto de la temperatura de cocción sobre el parámetro a. Donde;  y = Valor del 

parámetro 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 análisis de varianza mostró diferencias estadísticamente significativas 

e tre trata ie tos (P ≤ 0.01). Los trata ie tos e  los que  o se  odific  la textura fuero  

vapor de agua durante 60 min y agua a 40 °C durante 20 min que fueron estadísticamente 

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 máximo 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 Brócoli. 

 

Temperatura (°C) 

Tiempo  de 

Exposición 

(Minutos) 

 

Textura
††

 

60 60  5.00
†
 a 

100 0.5                               5.00 a 

100 1 4.00 b 

100 2 4.00 b 

60 40 3.66 b 

40 60 2.66 c 

50 40 2.66 c 

60 20 2.5 dc 

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 estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05). 

††
 Un valor de uno corresponde uno se refiere a floretes de bróculi recién cortados sin ser 

sometidos a ningún 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 brócoli a diferentes temperaturas de cocción y encontraron 

que con un incremento de temperatura de 80 a 100 °C, la firmeza, medida con un 

penetrómetro, disminuyó rápidamente conforme se incrementó el tiempo de cocción. 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 incrementó. Este 

fenómeno 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 activación de la enzima pectinesterasa (PE), lo cual ocasiona 

una serie de cambios bioquímicos cuyo resultado es la formación 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 pequeñas 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 físico que forma parte de la 

textura, sin embargo, esta solo puede ser determinada por los sentidos,  por lo cual es posible 

que pequeños 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 

investigación. 

 

3.4.3. Contenido de Glucorafano 

 

 El análisis de varianza mostró diferencias altamente significativas entre tratamientos 

(P ≤ 0.01). Los floretes que no fueron sometidos a ningún proceso de cocción, mostraron 

valores de glucorafano más altos en comparación con los demás tratamientos (Cuadro 4) y 

cualquier tipo de cocción disminuye al menos un 77 % del contenido de glucorafano en 

relación con el testigo.  

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

 

Temperatura (°C) 

Tiempo  de 

Exposición 

(Minutos) 

 

Glucorafano (µmol/100 g de M.F)
†
 

Testigo -                           26.50 a 

60 40                             6.09 b 

40 60                             6.02 b 

50 40                             5.57 bc 

60 20                             4.50 bcd 

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                             0.0 e 

100 1                             0.0 e 

Media -                             5.07 

DMS -                             3.8239 

†
Medias con letras iguales no son estadísticamente diferentes (Tukey, 0.05).  

 

El contenido de glucorafano en los tratamientos en los cuales se utilizó agua hirviendo fue 

prácticamente 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 reducción de 62% en los glucosinolatos indólicos y alifáticos. En el presente trabajo las 

pérdidas en los floretes de brócoli fueron mucho mayores, aun cuando los tiempos de 

exposición al agua hirviendo fueron menores (0.5, 1 y 2 min), lo cual podría mostrar 

diferencias físicas entre floretes de coliflor y brócoli. 

  Volden et al. (2009) utilizaron igualmente tratamientos de precocción con vapor por solo 10 

min, encontrando pérdidas de 22 %. Lo que podría ser comparable con el presente trabajo, ya 

que el tratamiento con vapor durante 60 min tuvo pérdida de 84 %  y en vapor durante 120 

min, la pérdida ascendió a 90 %. Sin embargo, Glyszczynska-Swiglo et al. (2006) en floretes 

de brócoli precocidos en vapor durante 10 minutos encontraron un incremento en el contenido 

de glucosinolatos de hasta de 43%, debido principalmente a una síntesis como respuesta al 

estrés provocado por el tratamiento, además de que se incrementa la fuerza de las paredes 

celulares lo que impide la perdida de estos compuestos.  

La disminución del contenido de glucorrafano observadas en este experimento muy 

probablemente no involucren una degradación del glucosinolato, sino que este pasa del tejido 

vegetal hacia el agua que se utilizó en la cocción debido a una posible ruptura de las 

membranas y paredes celulares, como lo ha demostrado Volden et al.  (2009). Así, la 

evolución en el contenido de glucorrafano podría tener los mismos orígenes que la evolución 

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 correlación 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 regresión lineal que permitió predecir el 

comportamiento del contenido de glucorafano (Figura 8) 

 

 

Figura 8. Relación entre textura y contenido de glucorafano (A) y parámetro a (color) y 

contenido de glucorafano (B) en floretes de brócoli: Donde: y = Contenido de glucorafano 

(µmol/100 g de M.F), a = Valor del parámetro a del sistema de identificación de colores 

Hu ter Lab. t= Valor de la textura e  u a escala de 1 a 5. *   ** P ≤ 0.05   0.01 

respectivamente. 
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Una situación similar ocurrió entre el contenido de glucorafano y el valor del parámetro a del 

sistema de identificación de colores Hunter Lab, ambos valores presentaron una correlación 

positiva (0.82), lo que significaría que una aproximación hacia el color del brócoli fresco (con 

valores promedio de a = -5.65), tendría un mayor contenido de glucorafano.  

Cambios tanto en el color como en la textura, indicarían cambios importantes en el contenido 

de glucorafano. Por un lado, después de un factor de estrés, como podrían ser los tratamientos 

térmicos, se inicia un proceso de descompartimentación del contenido celular (Marangoni et 

al., 1996) existiendo una pérdida de dicha molécula. Por otro lado, el inicio de degradación de 

los pigmentos fotosintéticos debido al calor de los tratamientos provocaría 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 más grandes (entre -8.4 y -8.6), lo 

cual indica un color verde más obscuro. De manera similar, todos los tratamientos provocaron 

una disminución de la textura, en especial los tratamientos con agua a 100 ºC por 0.5 min y 

agua a 60 ºC por 60 min. Por otro lado, el contenido de glucorafano, disminuyó en al menos 

79 % respecto al testigo sin importar los tratamientos térmicos utilizados. La pérdida textura y 

contenido de glucorafano podrían explicarse por la degradación de las paredes celulares del 

florete, lo cual ocasiona una descompartamentalizacion del glucorafano. Ambas variables 

mostraron una relación cuadrática (R
2 

= 0.93). Igualmente el parámetro a del color y el 

contenido de glucorafano se correlacionaron (R
2 

= 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. Capítulo IV. 

Efecto del glucorafano aislado de floretes de brócoli (Brassica oleracea) sobre la 

germinación de esporas de Colletotrichum gloeosporioides. 

 

4.1. Resumen  

La antracnosis provocada por Colletotrichum gloeosporioides, es la enfermedad postcosecha 

mas importante en las áreas productoras de mango en todo el mundo, la estrategia más 

empleada para el control de la enfermedad, es el tratamiento en precosecha y postcosecha con 

fungicidas, sin embargo su uso está cada vez más restringido debido al conocimiento público 

de los residuos potencialmente peligrosos en los frutos. Los glucosinolatos, son productos 

naturales que contienen nitrógeno 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 síntomas de 

antracnosis de los cuales se aisló e identifico el hongo Colletotrichum gloeosporioides. Las 

esporas del patógeno fueron colocadas en PDA, con diferentes concentraciones de glucorafano 

(1.54, 0.92, 0.46, 0.15, 0.02 y 0 µg/µL) aislado de floretes de brócoli. Se midió la germinación 

de las esporas hasta que el testigo alcanzo el máximo porcentaje de germinación. Las 

concentraciones de 1.54 y 0.92 µg/µL, ocasionaron la inhibición total de la germinación de 

esporas de Colletotrichum gloeosporioides después de 10 horas de evaluación. La 

concentración letal media (CL50) fue de 0.65 µg/µL y la concentración que inhibió por 

completo la germinación de las esporas fue 0.97 µg/µL. El glucorafano representa una 

alternativa ecológica para el control de la enfermedad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palabras clave: Glucorafano, Colletotrichum, Postcosecha, Germinación, Mango. 
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4.2. Introducción 

 

Los hongos patógenos de los frutos en postcosecha causan considerables pérdidas en la 

producción (Tripathi y Dubey, 2004), esto se debe en gran medida a que los frutos contienen 

un pH adecuado para el crecimiento de hongos, además de un alto contenido de nutrimentos 

esenciales para los patógenos (Moss, 2002).  

 La antracnosis provocada por Colletotrichum gloeosporioides, es la enfermedad postcosecha 

mas importante en las áreas 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 daños en postcosecha. Actualmente la estrategia más empleada para el 

control de la enfermedad, es el tratamiento en precosecha y postcosecha con fungicidas, sin 

embargo su uso está cada vez más restringido debido al conocimiento público de residuos 

potencialmente peligrosos en los frutos (Yonas y Amare, 2008). Sin embargo los tratamientos 

con fungicidas químicos se han venido utilizando desde hace varios años en muchos países 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 químicos y a los riesgos que esto implica (Tripathi y 

Dubey, 2004). Una de las sustancias más comúnmente utilizadas en el control de esta 

enfermedad es el benomyl, por lo cual el patógeno está sometido a una alta presión de 

selección 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 químico 

que puedan incluirse en un manejo integrado de Colletotrichum gloeosporioides. 

En años recientes hay un creciente interés en encontrar alternativas a los fungicidas químicos 

que sean seguras para el ambiente y con un riesgo insignificante para la salud del ser humano 

(Martínez-Romero, et al., 2008). Entre las estrategias que más comúnmente 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 nitrógeno 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 

agrícola como, las brassicaceas incluyendo el brócoli (Wittstock y Halkier, 2002). 

Actualmente se conocen cerca de 120 glucosinolatos diferentes que, tienen una estructura 

básica que incluye una cadena de carbono de tamaño variable derivada de aminoácidos. De 
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acuerdo con el tamaño de esta cadena, los glucosinolatos se dividen en alifáticos, indólicos y 

aromáticos. En brócoli se ha encontrado que el glucosinolato, presente en una mayor 

concentración es el glucorafano, que es un glucosinolato alifático (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 patógenos que portan los alimentos (Brandi et al., 

2006). Este compuesto ha sido probado en contra de patógenos 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 patógenos fue bueno. El objetivo 

del presente trabajo fue evaluar el efecto del glucorafano, sobre la germinación 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 síntomas de antracnosis, los cuales se colectaron en madurez de consumo, procedentes del 

estado de Guerrero. 

De los síntomas se tomaron cortes de tejido de la parte terminal de la lesión y fueron 

desinfestados por inmersión en una solución de hipoclorito de sodio al 2% durante 2 minutos, 

posteriormente los tejidos se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril. 

Cada tejido se sembró en medio Papa Dextrosa Agar (PDA). El hongo se purificó mediante un 

cultivo monosporico en medio Agua Agar (AA) y se incremento en PDA. Se identificó la 

especie por medio de las claves morfológicas (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 inmersión en una solución de 

hipoclorito de sodio al 2% durante 5 minutos y se enjuagaron con agua destilada estéril dos 

veces. Del hongo aislado en PDA y de seis días de edad, se preparó con ayuda de un 

hematocitómetro una suspensión a una concentración de 1 X 10
6
 conidios/mL. 

La inoculación, se realizó sobre el pericarpio (cáscara), colocando 20 µL de la solución de 

conidios con una micropipeta, sobre heridas realizadas con un palillo de madera estéril.  Al 

testigo, solo se le adicionó agua destilada estéril sobre las heridas. Los frutos inoculados se 

mantuvieron en cámara húmeda a temperatura ambiente (24 ± 2 ºC) durante 10 días. Al 

concluir este periodo, se observó la presencia de síntomas y se compararon con los iníciales de 



  38 

 

los cuales se realizó el aislamiento, así mismo se realizó el aislamiento del hongo y se 

corroboró que fuera el mismo que se inoculó. Finalmente el hongo se identifico por medio de 

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

 

4.3.2. Aislamiento de Glucorafano. 

4.3.2.1. Material Vegetal 

Se utilizaron floretes de Brócoli (Brassica oleracea cv itálica), cosechados durante el mes de 

Enero del año 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 brócoli fueron maceraron en presencia de una mezcla 

de metanol y agua en proporción 80:20 v/v, en cantidad suficiente para cubrir la muestra. 

Después de 48 h el contenido se pasó a través de papel filtro de poro medio, la parte sólida 

retenida en el filtro se volvió a colocar en la mezcla de metanol y agua antes mencionada y la 

parte líquida filtrada se conservó en un recipiente ámbar, esta operación se repitió en tres 

ocasiones. 

El extracto crudo así obtenido, se concentró en un rotavapor con presión reducida a una 

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

 

4.3.2.3. Separación y aislamiento del glucorafano 

Con la finalidad de separar el glucorafano del extracto crudo de Brócoli, se utilizó un sistema 

de cromatografía en capa fina cuya fase móvil consistió en una mezcla de metanol, etanol, 

acido acético y agua (30:10:10:10; v/v/v/v). Las placas utilizadas fueron de sílica gel 60F256 

con indicador de fluorescencia marca Merck®, recortadas a 100 X 100 mm. En cada extremo 

de la placa se colocaron 2µL de un estándar comercial de glucorafano SIGMA® y en el 

espacio entre ambos extremos se colocó extracto crudo de brócoli obtenido mediante el 

procedimiento antes descrito. Una vez que la placa se desarrollo, se calculó la posición del 

estándar en la placa por medio del coeficiente de retención (Rf) por la fórmula: 
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Rf=Z(x)/Z(f)*100  

Donde; 

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

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

El valor del Rf  para el estándar comercial del glucorafano fue de 60 y toda la fracción de sílica 

que tuvo este mismo valor de coeficiente de retención se colectó y se resuspendio en metanol 

para después 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. Además se hizo 

pasar gas nitrógeno por el vaso de precipitado con la finalidad de concentrar la muestra.  Una 

vez concentrada la muestra, se resuspendió en un mililitro de metanol grado HPLC. 

 

4.3.2.4. Método para determinar la concentración del glucorafano aislado. 

Se colocaron en una placa de cromatografía de 50 X 50 mm dos volúmenes (2 y 4 µL) del 

estándar de glucorafano, además se colocaron sobre la misma placa 3 µL del glucorafano 

aislado a partir del extracto crudo de brócoli. Una vez que la placa desarrolló, se obtuvieron 

los valores de altura y área bajo la curva que generó la molécula de glucorafano, por medio de 

un densitómetro marca Desaga modelo CD-60. Se realizaron tres repeticiones de cada placa. 

La lectura se realizó a 224 nm, que fue la longitud de onda a la cual el estándar de glucorafano  

mostró un pico máximo de absorción y un mayor porcentaje de área bajo la curva. 

 

Con los datos de altura y área bajo la curva que generó el densitómetro se ajustó un modelo de 

regresión, para determinar la concentración del glucorafano aislado del extracto crudo de 

brócoli a partir de la concentración conocida del estándar de glucorafano. 

El modelo encontrado mostró significancia estadística (P=0.007) y un coeficiente de 

determinación de 0.92, el modelo utilizado fue: 

6.1436383 + (1.119 X 10
-15

) (a x h)
3
 

 

Donde: 

a= área bajo la curva de la molécula de glucorafano. 

h= Altura del pico de la molécula de glucorafano. 
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El modelo resultó adecuado para predecir la concentración del glucorafano aislado del extracto 

crudo de brócoli, a partir de la concentración del estándar comercial de glucorafano (Capitulo 

2 Figura 6). 

La concentración del glucorafano aislado de brócoli, calculado por medio del modelo de 

regresión lineal fue  de 6.15 µg/µL, con una pureza del 91.36%. 

 

4.3.3. Evaluación del efecto del glucorafano sobre la germinación de esporas de 

Colletotrichum gloeosporioides. 

4.3.3.1. Bioensayos 

En recipientes translucidos con una capacidad de 300 µL se colocaron 150 µL de medio de 

cultivo PDA. Antes de que el medio de cultivo solidificara se mezclo con 50 µL de 

glucorafano aislado de brócoli, 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 germinación de esporas de C.gloeosporioides. 

 

 

 

Tratamiento 

 

 

 

Cantidad de 

Metanol 

(µL) 

 

 

Cantidad de 

Glucorafano 

aislado de 

Brócoli (µL) 

 

 

Concentración 

Final de 

glucorafano en 

un volumen de 

50 µL 

 

 

 

Concentración Final de 

Glucorafano en un 

volumen de 150 µL de 

PDA + 50 µL de la 

solución de glucorafano 

1 0 50 6.15 µg/µL 1.54  µg/µL 

2 20 30 3.69 µg/µL 0.92 µg/µL 

3 35 15 1.84 µg/µL 0.46 µg/µL 

4 45 5 0.61 µg/µL 0.15 µg/µL 

5 49.5 0.5 0.06 µg/µL 0.02 µg/µL 

 6 50 0 0 0 µg/µL 
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Después se colocó una solución de esporas de C. Gloeosporioides, sobre cada uno de los 

recipientes. Los recipientes se colocaron en cámara húmeda donde fueron encubados por 5, 7 

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

 

4.3.3.2. Variables y análisis estadísticos. 

Se cuantificó el número de esporas germinadas de C. Gloeosporioides a las 5, 7 y 10 horas 

después de que la solución de esporas se colocó en los recipientes de PDA conteniendo la 

concentración de glucorafano ensayada. A los porcentajes de germinación obtenidos se les 

realizaron pruebas de normalidad y de homostacidad por medio del programa estadístico SAS 

V.9 para Windows, una vez verificado, que los datos se comportaron normales se realizaron 

análisis de varianza y pruebas múltiples de medias de Tukey (P=0.05). El área bajo la curva 

que generó la germinación de las esporas, fue calculado para cada una de las repeticiones por 

el método de los trapezoides (Liengme, 2002) y fue sometido a análisis de varianzas y pruebas 

múltiples de medias de Tukey (P=0.05) y con estos datos se calculó la efectividad del 

glucorafano por medio de la formula y=(tt-tx/tt)(100); Donde y=efectividad expresada en 

porcentaje, tt=Área bajo la curva promedio del tratamiento testigo y tx= Área bajo la curva del 

tratamiento a evaluar .  Además se realizaron modelos de regresión lineal y se utilizó el 

comando solver de Microsoft Excel 2007® para determinar la efectividad media (CL50).  

 

4.4. Resultados y discusión 

El análisis de varianza mostró diferencias estadísticamente significativas en el porcentaje de 

germinación de las esporas en función de las concentraciones de glucorafano ensayadas a lo 

largo del tiempo (Cuadro 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  42 

 

Cuadro 6. Germinación de esporas de Colletotrichum gloeosporioides en diferentes 

concentraciones de glucorafano aislado de brócoli. 

Dosis Germinación
†
 (%)  5 h Germinación

†
 (%)  7 

h 

Germinación
†
 (%)  

10 h 

1.54  µg/µL 0 a 0 a 0 b 

0.92 µg/µL 0 a 2.5 a 8 b 

0.46 µg/µL 1.5 a 4.5 a 60 a 

0.15 µg/µL 2 a 9.5 a 82.5 a 

0.02 µg/µL 1.5 a 11 a 77 a 

0 µg/µL 2.5 a 11 a 85.5 a 

Probabilidad 0.14 0.08 0.0001 

r
2 

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 germinación más alto en el testigo se presentó a las diez horas después de que 

las esporas se colocaron en los recipientes con PDA, este porcentaje de germinación para 

esporas de C. Gloeosporioides, es similar al encontrado por otros autores (Gutiérrez-Alonso, 

et al., 2001) quienes reportan un porcentaje de germinación que oscila del 81.9% al 83.2%. A 

las 10 h, se observó una diferencia estadísticamente significativa en el porcentaje de esporas 

germinadas en función de la dosis de glucorafano utilizada (Figura 9).  
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Figura 9. Efecto de diferentes concentraciones de glucorafano aislado de brócoli sobre la 

germinación de esporas de Colletotrichum gloeosporioides aislados de frutos de mango. A) 

Esporas de Colletotrichum gloeosporioides en PDA durante 10 horas con una concentración 

de glucorafano de 1.54 µg/µL (tratamiento testigo). B) Esporas de Colletotrichum 

gloeosporioides en PDA durante 10 horas con una concentración de glucorafano de 0 µg/µL. 

 

En las concentraciones de 1.54 y 0.92  µg/µL, se observó un porcentaje de germinación de 

cero y ocho respectivamente, mientras que el tratamiento testigo se observo un porcentaje de 

germinación superior al 80%. El efecto de los glucosinolatos en contra de algunos patógenos 

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 fitopatógenos.  

 

El área bajo la curva de germinación de esporas, mostró diferencias significativas entre 

tratamientos (P≥0.001). Las concentraciones más altas resultaron en un menor porcentaje de 

germinación lo cual genero curvas de área menor (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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Figura 10.  Curvas de germinación de esporas de Colletotrichum gloeosporioides a través del 

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

 

Por otro lado el modelo de regresión lineal permitió estimar el porcentaje de efectividad del 

glucorafano en contra de las esporas de Colletotrichum gloeosporioides, con significancia 

estadística y coeficiente de determinación alto (P=0.001 y r
2
=0.99).  El modelo utilizado fue. 

Y = -8.07085022 Con + 119.648813 Con
2
 -13.259505 Con

3
 + 5.52744929 

Donde: 

Y= Efectividad en porcentaje. 

Con= Concentración de glucorafano aislado de brócoli en µg/µL. 

El modelo mostró que la efectividad media (CL50) fue de 0.65 µg/µL, mientras que la 

concentración mostró una efectividad del 100% (CL100) fue de 0.97 µg/µL (Figura 11). 
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Figura 11. Modelo de regresión lineal para estimar la efectividad del glucorafano en contra de 

esporas de Colletotrichum gloeosporioides. 

 

 

El efecto inhibitorio sobre la germinación de esporas de hongos fitopatógenos, ha sido 

observado en otros glucosinolatos, por ejemplo (Maria, et al., 2008), encontraron un efecto 

inhibitorio del 50% en la germinación de esporas de M. laxa, cuando estas fueron sometidas a 

vapores de diferentes isotiocinatos en concentraciones de 0.04 hasta 0.27 mg L
-1

.  

Debido a la actividad antifúngica del glucorafano, podría 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 brócoli mostró un fuerte efecto inhibitorio sobre la germinación de 

esporas de Colletotrichum gloeosporioides.  La concentracion letal media fue de 0.65 µg/µL, 

mientras que la CL100 fue de 0.97 µg/µL. Este efecto se ha comprobado sobre otros hongos 

fitopatógenos en diferentes trabajos de investigación.  El conocimiento acerca del efecto de 

metabolitos secundarios de plantas, sobre las esporas de los hongos podría contribuir a 

encontrar nuevas alternativas en el manejo de Colletotrichum gloeosporioides en postcosecha 

de mango. 
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