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RESUMEN:

La antracnosis es una enfermedad que se presenta en la etapa de pre y
postcosecha en mago (Mangifera indica L.), esta es causada por varios
hongos, entre los cuéles conocido como Colletotrichum gloeosporioides y C.
acutatum (teleomorfo: G. acutata). El uso de tratamientos quimicos que
suelen dejar rastro y ser inseguros para el consumo humano, es por ello que
se han desarrollado estrategias para sustituir estos componentes quimicos.
El objetivo del presente trabajo es realizar la Extraccién, purificacion y
cuantificacion de glucosinolatos a partir de floretes de brécoli para el control
de Colletotricum gloesporoides en condiciones in vitro. Se utilizé un disefio
de experimentos de 32 con las siguientes variables, temperatura, tiempo y
concentracion, con | ayudad de estas se pudo obtener los glucosinolatos. La
mayor cantidad de glucosinolatos se obtuvo de los floretes a una temperatura
de 70 °C, tiempo de 150 min y la concentracidén del solvente: agua del 70%.
Este extracto se utilizo para inhibir el crecimiento del fitopatégeno, el cual se
aislé de un mango en estado avanzado de maduracion, se prolifer6 en medio
agar papa dextrosa (PDA) a una temperatura de 40 °C y 35 % de humedad y
se identifico. La inhibicion se realizé in vitro agregando el extracto
directamente mediante un antibiograma en medio PDA a una temperatura de
25 °C y una humedad relativa de 20 %; resultando una mejor inhibicién
mediante la adicibn de 1 mL de los glucosinolatos. Como conclusion
obtuvimos que nuestro extracto funciono en un 76% y se logro la obtencion
de glucosinolatos extraidos de las flores de brécoli, tras la purificaciéon se
obtuvieron 168 mg/g de muestra.

\



1

INTRODUCCION

1. Antracnosis

La antracnosis es una enfermedad que se presenta en la etapa de pre
y postcosecha en mago (Mangifera indica L.), esta es causada por un hongo
conocido como Colletotrichum gloeosporioides y C. acutatum (teleomorfo: G.
acutata) (Arauz, 2000; Dodd et al., 1997). La antracnosis en mango es una
enfermedad significativa la cual degrada el estado de calidad del fruto, una de
las grandes desventajas es que lo frutos contiene un alto nivel de nutrientes
esenciales que mantienen un pH favorable donde los hongos se puedan
desarrollar (Moss, 2002).

Una de las caracteristicas del hongo causante de la antracnosis es que
permanece en estado quiescente, regularmente en los frutos inmaduros. en El
control postcosecha se puede realizar mediante diferentes tratamientos entre
los que destacan los fisicos, quimicos y biolégicos (Yonas y Amare, 2008).

Los dafios mas comunes por la antracnosis se hacen presente cuando
estos comienzan su madurez fisiologica esto afecta su calidad e incluso las

posibilidades de su comercializacion (Ploetz et al., 1994; Ramirez, 1991).
1.1 Antracnosis en mango

La antracnosis en mango es una enfermedad que provoca deterioro en
la calidad del fruto y por ello en la disminucion de la produccion, esto se da
principalmente en regiones con temperatura y humedad relativa Esta es una
enfermedad que se encuentra distribuida por todas las zonas productoras de
México con ataques severos ocasionando pérdidas alrededor del 15 al 50%,
una de las estrategias principales ha sido realizar la aplicacién de fungicidas
sintéticos (Becerra-Leor, 1995; Eckert y Ogawa,1985; Orozco, 1992; Vega,
1994).

En México se caracteriza por ser una enfermedad que ataca hojas,
inflorescencias y frutos en las regiones de mango siendo esta el dafio mas
importante en la postcosecha (Garcia, 1976; Mosqueda—Vazquez et al., 1996;
Allende—Molar et al., 2003; Benitez—Camilo et al., 2003).



1.2 Medidas de control de la antracnosis

Para poder controlar el problema de antracnosis generalmente se llegan
a utilizar fungicidas sintéticos siendo bencimidazoles siendo los mas efectivos
como tratamiento en postcosecha estos han sido retirados del mercado y
prohibido su uso en paises desarrollados esto es debido a que suelen resultar
muy toxicos (Gutiérrez et al., 2004).

A raiz de esto se han promovido otros métodos o alternativas de control
como inmersion de los frutos en agua caliente, también el uso de aplicacion de
sales inorganicas, almacenamiento de atmosfera controladas y modificadas;
otra de las alternativas es utilizar productos naturales biolégicamente activos
como lo es el 4cido acético, propodleo, quitosano, extractos vegetales, incluso
estrategias de control bioldgico. Se han desarrollado técnicas que aseguren el
manejo adecuado de dicha enfermedad y asi pudiendo disminuir los limitantes
de productividad en el cultivo de mango (Ong y Ali, 2015).

1.2.1 Procedimientos quimicos

Actualmente la antracnosis se combate con ayuda de la aplicacién de
fungicidas los cuales con dosis adecuadas han tenido buenos resultados
teniendo un modelo preconcebido de las caracteristicas de cada producto
guimico, se debe tener en cuenta que hacer la aplicacion adecuada de los
fungicidas para alcanzar un control adecuado, efectivo y econémico. (Dodd et
al., 1991)

Una de las sustancias mas comunmente usadas en el control de esta
enfermedad como fungicida es Benomilo, este somete al patégeno a una alta
presion de seleccion, también se realiza la tendencia de generaciones
(reproduccién sexual-asexual), para facilitar la presencia de las cepas
resistentes a esta molécula durante el periodo de vida del hongo. Se han
desarrollado técnicas que aseguren el manejo adecuado de dicha enfermedad
y asi pudiendo disminuir los limitantes de productividad en el cultivo de mango.
(Punnawich-Yenijita, 2010).

Se han desarrollado técnicas que aseguren el manejo adecuado de
dicha enfermedad y asi pudiendo disminuir los limitantes de productividad en

el cultivo de mango.



1.2.2 Procedimientos fisicos

En los ultimos afios se ha encontrado un creciente interés por encontrar
productos alternativos que permitan llegar a suplir a los productos quimicos,
se requiere que los nuevos productos que estén por desarrollarse sean mas
amigables con el medio ambiente y seguros y con un riesgo minimo para la

salud de los seres humanos (Martinez-Romero et al., 2008).

Otra de las estrategias para estar previniendo dicha enfermedad en
etapa postcosecha son el uso de sales organicos como ejemplo tenemos a

CaClz en frutos y citricos (Conway et al., 1991; McLaughlin et al., 1990)

Durante tiempo la aplicacién de tratamientos térmicos has sido gracias
a la tecnologia comunmente mas utilizada es la estabilizaciéon de alimento
debido a su alta capacidad que contiene de destruir a los microrganismos e
hacer la inactivacion de enzimas. Por el contrario, se sabe que el calor no solo
afecta las propiedades organolépticas del fruto, sino que también reduce

algunos nutrientes (Gonzalez, 2005).
1.2.3 Procedimientos bioldgicos

El control bioldgico se puede interpretar como la reduccion del inoculo
0 una actividad productora de dicha enfermedad del patégeno debido a uno o

mas organismo en la planta hospedera (Baker y Cook, 1974).

El control biolégico o el uso de microorganismo antagonistas ha sido
una alternativa viable para el control de enfermedades en la etapa de pre y
postcosecha (Hernandez et al., 2007). Esta es una de las técnicas

comunmente mas seguras y efectivas para el consumidor y sobre todo para el

medio ambiente (Mejia et al., 2008).

Los microorganismos suelen ser utilizados como agentes de control

biologico donde se pueden aislar frutas y hojas o también pueden ser

inoculados artificialmente en contra de los patdgenos (Nufiez, 2012).

A nivel mundial el uso de sustancias organicas en vegetales es muy
importante, esto se hace para el control de plagas y enfermedades, tomando
en cuenta que estos no deben contener algun tratamiento quimico, (Stauffer

et al., 2000); esto se hace principalmente con cultivos de zonas tropicales,
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estos son afectados por enfermedades que causan grandes pérdidas
econdmicas, principalmente en el cultivo de mango, esto se debe a que su

principal control es a base de tratamientos quimicos. (Mendoza et al., 2007),

En México los estudios acerca del control de la antracnosis a través de
productos organicos son muy escasos, por el desconocimiento de su progreso

epidemiologico (Orozco et al., 2007).

1.3 Glucosinolatos

Los glucosinolatos son compuestos nitro azufrados cuya presencia es
del género Brassica en, son muy importantes desde los afios de 1970 en la
actualidad se conocen aproximadamente 120 tipos de glucosinolatos estos
contienen azufre y nitrdgeno, los cuales se encuentran principalmente en
plantas del orden de los Caparales, la cual es el brécoli (Brassica oleracea cv.
‘Italica’) (Witts-tock y Halkier, 2002), esto contienen una cadena de carbono de
un tamafio variable con aminoéacidos, de acuerdo con estos los glucosinolatos
de dividen en alifaticos, inddlicos y aromaticos, en la planta de brocoli el
glucosinolato de mayor presencia y con una gran concentracion es el
glucorafano, es un glucosinolato alifatico (Van-Eylen et al., 2009).

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios, estos son compuestos
gue constituyen un sistema protector, tienen propiedades anticancerigenas
excepcionales de los brotes de brécoli esto es resultado a la presencia de
sulforafano (Zhang, P. Talalay,1992), cuando el tejido vegetal llega a ser
triturado en presencia de humedad, estos llegan a presentar una hidrolisis
enzimatica la cual les causa un dafio y eso hace que se liberen compuestos
fisiologicamente activos (McGregor et al.1983). Los glucosinolatos que se
encuentran en el brocoli poseen propiedades que ayudan a los productos que

se encuentran en estado de degradacion

Una de las principales fuentes de los glucosinolatos son las plantas de
las familias de las cruciferas, las que mas destacan y tienen un gran interés
comercial son: col de brucelas, brécoli, repollo, coliflor (Shahidi et al., 1997) la

cantidad de los glucosinolatos puede llegar a variar dependiendo de la textura



de la planta, estos son hidrolizados por la enzima de la mirosinasa, donde se
obtienen compuestos biolégicamente activos entre los que se destacan

isotiocianatos sulfuranos, nitrilos y tiocianatos. (Inis et al., 2011).

El proceso de hidrdlisis en glucosinolatos se obtiene cuando el tejido
vegetal se rompe, eso es consecuencia de un dafio mecanico, por lo tanto, las
enzimas tioglucosidasa o mirosinasa se pone en contacto con el sustrato y

libera moléculas de glucosa (Olga N. et al., 2009).

131 Purificacion

Una de las alternativas que ha sido posible emplear la cromatografia en
capa fina (CCF) esta es acoplada en la densitometria, esta técnica permite
realizar los siguientes analisis cuantitativos y cualitativos de diferentes
compuestos con una gran precision de algo similar a la obtenida por el medio
de HPLC, incluso a bajo costo de los insumos, tiempo de andlisis y volumen
de disolventes (Panglossi, 2006).

1.3.2 Técnicas de cuantificacion

Una de las alternativas fue hacer la extraccion sostenible de
glucosinolatos para obtenerlos intactos de la hoja del brécoli al igual que del
fruto lo cual se hizo por medio de UHPLC-qTOF —MS esto permitié hacer una

determinacién rapida selectiva y sobretodo sensible (Ares et al., 2015).

Por otra parte, la coccibn en microondas viene siendo una de las
alternativas muy efectivas ya que se ocupa una escasa cantidad de agua
(Castro, 2011) y asi miso esto se utiliza para poder inactivas la enzima de la
mirosinasa lo cual es una perdida insignificante de glucosinolatos (Travis,
1999). Asi mismo se usa otro método es el de coccién sobre la actividad de
mirosinasa esta muestra una muestra de glucosinolatos totales al igual que

individuales (Brewer et al.,1994).
1.3.3 Glucosinolatos en el control de la antracnosis

Se ha encontrado que los floretes aislados de brécoli en ciertas
concentraciones las cuales son de 1.54 y 0.92 ug/ pL-1 lograron hacer la
inhibicion en su totalidad de la germinacién de esporas Colletotrichum

gloesporioides aislado de mango (Rafael, 2018).



El extracto de raices de Gliricida sepium en contra C. gloeosporioides
fue probado para reducir en un 94% la severidad en contra de antracnosis,

sobre los frutos de papaya en etapa postcosecha (Loaiza y Rivera, 2000).
1.3.4 Antibiograma para el control de la antracnosis

Actualmente existe una estrategia para prevenir esta enfermedad y es
utilizando fungicidas como agente preventivo, la cual est4 siendo restringida
por los efectos que pueden causar en la salud de nuestros consumidores
(Yonas y Amare, 2008), a causa de estos efectos se encuentra una gran
probabilidad de que los seres humanos se vean afectados por altos niveles de
compuestos quimicos (Tripathi y Dubey, 2004). En afios recientes se han
realizado estudios para encontrar una alternativa para suplir los fungicidas y
saludable para nuestros consumidores y a su vez sean mas amigables con el

medio ambiente (Martinez-Romero et al., 2008).



2 JUSTIFICACION

El presente trabajo tiene como finalidad prolongar la vida util de anaquel
en mango, esto se hace para poder prevenir el problema de antracnosis que
se presenta comunmente en el fruto la cual causa severos dafos
fisicoquimicos y sensoriales, esto se lleva a cabo con ayuda de un extracto
obtenido a base de brocoli.

El brocoli es una de las cruciferas que se consume en gran cantidad a
nivel mundial, esta planta es una de las que posee un elevado contenido de
glucosinolatos y también tiene propiedades anticancerigenas, han
demostrado tener diferentes actividades biolégicas, cémo son la
antiinflamatoria, antioxidante ademas de ser considerado como la hortaliza
con mayor valor nutritivo por unidad de peso, Ademas de su utilizacion al
estado fresco, esta hortaliza presenta excelentes caracteristicas para
procesamiento en la forma de producto congelado. Este contiene vitamina A
y C potasio y fibra las plantas cruciferas tienen demasiados beneficios a la

salud.

En este caso presente el brécoli solo se utiliza la parte comestible y el
resto se utiliza como desperdicio 0 en algunos casos se implementa como
alimento para los animales, lo cual genera grandes pérdidas econdmicas muy
importantes a nivel industria, la finalidad es poder sacar beneficios de las
hojas, tallos en los cuales encontramos glucosinolatos estos son moléculas

nitroazufrados que ayudan a prevenir la degradacion del fruto de mango.



2.1 OBJETIVOS

211

2.1.2

Objetivo general

Extraer, purificar y cuantificar glucosinolatos de brécoli para el control de

Colletotricum gloesporoides en condiciones in vitro.

Objetivos especificos

Extraer los glucosinolatos utilizando un disefio de experimentos 32, con
agua:metanol en 3 diferentes concentraciones, tres temperaturas y tres
tiempos diferentes.

Purificar los glucosinolatos mediante el sistema SPD.

Cuantificar los glucosinolatos mediante espectrofotometria.

Determinar la inhibicién in vitro de C. gloesporioides en un sistema

antibiograma utilizando los glucosinolatos extraidos de brocoli.



2.2 HIPOTESIS

La generacion de un extracto de glucosinolatos a partir de flores a base de brocoli
inhibira el crecimiento in vitro de Colletotrichum gloesporoides causante de la

antracnosis del mango.



3 REVISION DE LITERATURA

3.1 Brécoli

El brocoli (Brassica olearacea L. var Itélica), tiene sus origenes en las
costas del mediterraneo y Asia Occidental, encontrdndose en la actualidad en
Grecia, Turquia y Siria, para después ser llevada a Espafia, Francia, Holanda,
Dinamarca e Inglaterra. Su nombre proviene del italiano “broco” referenciando
al brote, una parte comestible de la planta (Jaramillo y Diaz, 2006). En la
actualidad, la temperatura media de las regiones donde se cultiva es de 18 a
23 °C. En 2011, la FAO reconocié a China como el principal productor de
Brassica con una produccion anual de mas de ocho millones de toneladas por
afo (ton/afio) (FAOSTAT, 2011)

Figura 1. Cultivo de brécoli, del departamento de horticultura de la uaaan imagen
propia

Las poblaciones le dan un alto valor a este alimento, no solo por sus
buenas caracteristicas organolépticas, sino por sus excelentes beneficios a la
salud como sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas, bactericidas y

anticancerigenas (Ares et al., 2015).

Es una hortaliza utilizada a nivel mundial y esta es perteneciente a la
familia de Brassicaceae, la cual es una familia que contiene una completa
taxonomia y sistematica la cual esta compuesta por 341 géneros y 3977
especies. La cual se puede distinguir facilmente de otras familias de plantas
con flores, esto es debido a la presencia de una corola cruciforme (cuatro

pétalos dispuestos en forma de cruz) (Franzke et al., 2011).

10



3.2 Requerimientos del cultivo

Este cultivo tiene un inicio el cual es por almacigo y posteriormente un
trasplante al igual que sus temperaturas optimas varian entre los 16 a 21 °C
esto va dependiendo del cultivar. La planta y la pella son muy sensibles a las
heladas, pero si llegan a resistir las altas temperaturas, para obtener una mejor
cosecha de brécoli debe ser en suelos con pH 6ptimos entre ellos la
neutralidad o también pueden ligueramente acidos con un promedio de (pH =
6,5y 7,0) (Del Pino, 2014).

Figura 2. condiciones éptimas para el desarrollo de cultivo de brdocoli
imagen tomada de google

3.3 Morfologia de la planta

La planta de brdocoli es de una naturaleza herbacea con un tallo principal
cuyo didmetro es aproximadamente de 2 y 6 cm, de 20 a 50 cm de largo, la
parte superior del tallo esta limitada por el desarrollo de la inflorescencia
principal, las Unicas ramificaciones que llega a tener presentes son las
inflorescencias secundarias que las encontramos presentes en los nudos
superiores.
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Figura 3. morfologia de la planta desarrollada, imagen tomada del articulo de Impacto de las
tecnologias de procesamiento del brécoli sobre compuestos fotoquimicos relevantes en salud
humana: una revision

Esta hortaliza llega a tener aproximadamente de 15 a 30 hojas grandes,
la cuales miden 50 cm en promedio y 30 cm de ancho la superficie de las hojas

presenta una cuticula cerosa bastante desarrollada e impermeable.

Las inflorecencias de tipo pella es un corimbo, esto llega a estar
conformado por numerosas flores las cuales en estado inmaduro constituye la
parte comestible de esta hortaliza a la pella es conocida como cabeza y esta

se denomina como florete esto es el conjunto de flores individuales.

3.4 Conservacién del brocoli y sus compuestos de interés

La necesidad de la conservacion de las verduras Brassica surge por su
naturaleza estacional y perecedera, la disponibilidad de poder contar con estos
alimentos para consumo posterior y de entrega a distancias largas de las areas
agricolas. Los productos alimentarios de Brassica antes de ser llevados al
consumidor son procesados por diversos tratamientos postcosecha que
incluyen corte, picado, refrigeraciéon y almacenamiento (Nugrahedi et al.,
2015).

3.5 Vida util o vida postcosecha

El brocoli tiene una vida aproximada de tres a cuatro semanas con una
temperatura de almacenamiento de 0° ¢ y con una humedad relativa
aproximada mayor a un porcentaje del 95%pero esto es tan solo con un
almacenamiento de tres a cuatro dias con una temperatura de 24° ¢ (Wang,
1977).

Las hortalizas que se encuentran pertenecientes a la familia de

Brassicaceae, contienen un amplio rango de tasa de senescencia e
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intensidades respiratorias, se ha encontrado que la calidad postcosecha del
brocoli varia consideradamente entre los diferentes cultivares, tanto como las
practicas de cultivo y otro factor también depende de cédmo se llegue a realizar
la fertilizacion nitrogenada (Kader,2002)

DISTRIBUCION DE PERDIDAS

Y DESPERDICIOS REGIONALES
DE ALIMENTOS POR ETAPA

&% & g &y &

PRODUCCION MANIPULACION Y PROCESAMIENTO VENTA MINORISTA CONSUMO
< ALMACENAMIENTO Y DISTRIBUCION

América del Norte y Oceania

Japén, China y Republica de Corea
Europa (incluyendo Rusia)

Africa del Norte, Asia Oriental y Central
América Latina

Asia del Sur y Sudeste Asiatico

Africa Subsahariana
0

®

25% 50% 75% 100%
Porcentaje de DA (en toneladas)

Fuente: HLPE, (2014). Pérdidas y desperdicios de alimentos en el contexto de los sistemas de comida sostenible. Roma.

Figura 4. Distribucion De Pérdidas Y Desperdicios Del Brécoli imagen tomada
de la pagina de mi cultivo con Bayer

3.6 CLASIFICACION TAXONOMIA DE BROCOLI
(BRASSICA OLERACEA L. VAR ITALICA)

Reino: Plantaje
Division: Angiospermas, magnoliophita
Clase: Dicotyledonea Magnoliophita
Orden: Cruciferas (Brassicales)
Familia: Crucifera (Brassicaceae)
Género: Brassica (Brassica)
Especie: (oleacea)
Subespecie: Coliflor

[any
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Cronquist (1981)

3.7 Glucosinolatos (GLS).

Los GLS de la familia de plantas Brassicaceae son compuestos que
contienen nitrégeno y azufre, resultantes de la unién de un azdcar reductor y
donde el azufre no cuenta con hidrato de carbono (aglicona) (Schonhof et
al.,2004), son contribuyentes del aroma y el sabor de las Brassicaceae; esto
esta bajo su poder biologico que incrementa luego de ser hidrolizados (Lampe,
2003). Los GLS son estables normalmente en el interior de las células
vegetales, pero, cuando sufren dafios las células y tejidos vegetales,
comenzaran a ser hidrolizados (Gu et al., 2012).

Gucosinslatos ”

i‘a’* & #@&J

Hojas de 2anIto

Figura 5. alimentos de donde provienen los glucosinolatos imagen
obtenida de la pagina de Martha duran
El transcurso del proceso de hidrdlisis de los GLS consta de dos etapas:

(1) la mirosinasa se unira covalentemente con el residuo de glucosa del
glucosinolato liberando aglicona, conocido como el paso de glicosilacion
(Avato et al., 2013; Rask et al., 2000); (2) se libera la glucosa y la enzima se
activara en presencia de una molécula de agua, conocida como
desglicosilacion. La aglicona puede ser el inestable y transformarse a acido
tiohidroxima-O-sulfonico para luego convertirse en IC. Los IC formados de los
GLS con un grupo adherido derivado de fenilalanina o metionina, a un pH
cercano a neutro, no sufren ninguna transformacion adicional. A diferencia, los
IC se estaran sometiendo a ciclizacion a oxazolidina-2-tionas. Los IC de los
GLS con cadena lateral indol (derivada del tript6fano) se convertiran en
alcoholes (Patyra et al., 2016; Grubb et al., 2006).
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Todos los glucosinolatos son almacenados en la vacuola celular de la
planta y estos se transportan por medio del floema y estos pueden ayudar a la

planta a defenderse de los organismos que se alimentan de ella.
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Figura 60. Los glucosinolatos presentan propiedades antiflingicas por lo que
Su uso como agente bio fungicida ya ha sido reportada (Moreno, 2008)

3.8 MANGO

El mango es una de las especies indudablemente de mayor importancia
dentro de la familia Anacardiaceas, junto por su distribucion mundial; tiene una
gran importancia econémica se encuentra dentro del rango de uno de los 5
frutos mas consumibles en el mundo, basados en las estadisticas realizadas
por la FAO en el afio 2005 este es producido en 70 paises (Galan Sauco,
1997).

Es uno de los frutos con muy alto potencial econémico en el extranjero

y para México representa un alto valor monetario (FAO, FAOSTAT, 2006).

A)

Figura 7. A) variedad mas comerciable de mango, B) diferentes procesos de
maduracion ambas imagenes fueron tomadas de google
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3.8.1 Usos:

Esta fruta es ingerida como fruta fresca tanto como en jugos, helados,
dulces, mermeladas y conservas, el mango es considerado como una fruta

altamente saludable “por su elevado contenido de agua (86.1%) (siap, 2016).
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Figura 8. productos derivados a base de mango imagen tomada del articulo
alimentos vegetales autdctonos iberoamericanos subutilizados

3.8.2 Valor nutricional

El mango también es una importante fuente de fibra, siendo
particularmente soluble en MP (pectinas, almidones) e insoluble en MC
(ligninas y hemicelulosa). Por udltimo, el mango también se caracteriza por
presentar un contenido elevado de vitaminas y minerales (tales como &cido

ascorbico, tiamina, riboflavina, niacina y B—carotenos

Tabla 1. informacion nutrimental y compuestos fendlicos en fruta fresca

azucares totales 11,99/100g
proteinas solubles 69/100g
lipidos 5.99/100
compuestos fendlicos 100mgEAG/100g
fibras solubles 409/100g
Actividad antioxidante (ABTS) CD50 sugEAG/mL

Fuente, Claudia Verdnica Lazarte y Maria E. Fatima Nader-Macias
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AROTE VEGETATIVO
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Figura 9. desarrollo de las etapas de la planta de mango, desde la floracién hasta la
obtencion del futo imagen SEGUN (aubert y lossois, 1972)
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Tabla 2. composicién nutrimental promedio de pulpa de mango (x100g)

Macronutrientes (g) Minerales vitaminas (mg)
Agua 83.5 Ca 11 AA 36.4 A(EgR) 54
Proteina 0.8 Fe 0.16 Tiamina 0.03 A(IU) 1082
Grasa 0.4 Mg 10 Riboflavina 0.04 E 0.9
CHOS 15 14 Niacina 0.67 K 4.2
Fibra 1.6 168 B6 0.12 D 0
Azucares 13.7 Na 1 Folatos (g) 43 B12 0
Energia (Kcal) 60 Zn 0.09

(Mangos, Raw: 09176); Carbohidratos (CHOS)

3.8.3 Clasificacion Taxonémica

Clase: Dicotyledonea

Subclase: Rosidae

Orden: Sapindales

Suborden: Anacardiineae

Familia: Anacardiaceae

Geénero: Mangifera

Especie: Indica

(Dar et al., 2016)
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Tratamiento de muestras de Brécoli

Las muestras de brécoli cosechadas, se obtuvieron del departamento
de Horticultura de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, sin
tratamiento alguno, con 100 dias de crecimiento. Posteriormente, las muestras
fueron llevadas al laboratorio para su posterior analisis; tallos, hojas e
inflorecencias, fueron seleccionados para posteriormente cortalos finamente
uno por uno, en el caso de los tallos con un grosor de 1 cm aproximadamente,
las hojas en tiras lo mas finas posibles y en el caso de las inflorecencias en
trozos de 2 cm en promedio, posterior a los cortes las muestras fueron lavadas
con agua suficiente, seguido de un secado en toallas de papel para finalmente
llevarlos a congelar y liofilizar hasta peso constante para eliminar el agua

contenida en el brécoli.

Figura 10. a) recoleccion de cultivo de cien dias sin tratamiento tomado del
departamento de horticultura B) desprendimiento d hojas y flores de brocoli para
procesarlo C) materia vegetal lista para llevar a cabo el proceso de liofilizacion
imagenes propias.
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4.2 Extraccion de glucosinolatos

Se utiliz6 un disefio de experimento de 33 con las siguientes variables
gue se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. variables determinadas para el experimento

25 30

60:40

Hojas

Tallos

Flores 70 150 80:20

En el caso de las muestras se pesaron 20 gramos de cada: tallos, hojas
e inflorecencias, se colocaron sobre un mortero para homogeneizar las
muestras, con mucho cuidado se colocé la muestra ya molida en frascos de
vidrio adicionando 5 mL de solucibn metanol/agua en las tres proporciones
mencionadas, pasando este tiempo se evapor6 el metanol en una estufa a 70
°C, el residuo se centrifugd, congeld y liofiliz6 hasta peso constante, las
muestras se guardaron en el congelador a 4 °C hasta su utilizacion.

B)

Figura 11. A) peso de muestra ya liofilizada B) realizar una molienda y
posteriormente un tamizado C) calentar la muestra a bafio maria con la solucién de
metanol imagenes propias.
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4.3 Purificacion de Glucosinolatos

El proceso de determinacion de glucosinolatos comenzé con la
purificacion del extracto. Primeramente, se realiz6 un pretratamiento del
extracto centrifugando (Centrifuga VALED PRIME, EUA).

El primer paso fue la purificacion del extracto con cartuchos LC-SAX
(Supelco®, Analytical Products, EUA), el cartucho fue colocado en una aguja
de jeringa en un corcho, se utiliz6 como tapdén en un matraz de vacio
conectado a una bomba de vacio ROCKER 300, AC 100 V-120 V, Taiwan;
para una rapida filtracién. Con la bomba activa, el cartucho fue primeramente
activado 5 mL de metanol puro para desplazar el n-Hexano, posteriormente 10
mL de agua desionizada (agregando uno tras otro lentamente), después se
agregaron 3 mL de extracto y se afiadio 10 mL de solucién de metanol al 3%
v/v para eliminar sustancias que pueden estar retenidas y que no son de
interés vy, finalmente, se realiz6 una elucion con 3 mL de metanol puro,

colocando un tubo de ensaye para recuperar el extracto purificado.

Figura 12. purificacion del extracto con la ayuda de un cartucho
LC-SAX(SUPELOQ) B) recoleccion del extracto ya purificado imagenes
propias
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4.4 Preparacion de soluciones

Después de la centrifugacion, se tomaron 0.2 mL de la purificacion
tratada con PVPP y se mezclaron con 0.2 mL de hidréxido de sodio 2 M,
incubandolo por 30 min. Posteriormente, se afiadié 30 pL de &cido clorhidrico
concentrado y se centrifugd a 4000 rpm por 10 min. Para la medicion
espectrofotométrica se tomaron 100 pyL de la purificacion tratada y se mezclé
con 100 pL de solucion de ferrocianuro 2 mm en buffer fosfato 0.2 M, pH 7.
Finalmente, se midi6 la absorbancia de la solucién a 420 nm antes de 15 s,

utilizando como blanco el buffer de fosfato 0.2 M, pH 7.

Figura 13. A) etiquetado de recipientes para GUARDAR NUESTRAS
soluciones ya preparadas B) reactivos con los que se prepararan soluciones C) pesar
los gramos requeridos de cada reactivo, imagenes propias

Figura 14. preparacion de soluciones, (imagen
propia)
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4.5 Purificacion

En un tubo de ensaye se colocaron 3 mililitros de liofilizado adicionando
700uL de buffer de acetato 0.2M con pH de 4.2 a temperatura ambiente se
agité por 15 min.

Pasando el tiempo se colocaron 100 uL de acetato de plomo y bario a
0.5M; se realiz6 una agitacién en vortex, una vez agitado se afiadieron 50mg
de pvpp (polivinil polipirrolidona) y se incub6é por 10 min a temperatura
ambiente, después de esto se agregaron 100 pL de sulfato de sodio 2M y se

centrifugd a 1300 revoluciones por 5 min a temperatura ambiente.

Posterior al tiempo de la centrifugacién, se tomaron 0.2 uL de la
purificacion tratada con pvpp y se mezclaron con 0.2 de hidroxido de sodio 2M

incubandolo por 30 min a temperatura ambiente.

pasando el tiempo se afiadié 30uL de acido clorhidrico concentrado
para cortar la reaccion y se centrifugd a 2000rpm por 10 min. Para llevar a
cabo la medicion espectrofotométrica se tomaron 100 uL de la purificacion
tratada y se mezclaron con 100 uL de solucién de ferrocianuro 2Mm en buffer
de fosfato 0.2 con pH de 7; finalmente se midié la absorbancia de la solucién
a 420 nm antes de 15 segundos, utilizando como blanco el buffer de fosfato
0.2M con pH de 7.

Figura 15.A) colocar tres mililitros de extracto de brdcoli, B) afiadir cien
microlitros de acetato de plomo. C) cortar la reaccién con treinta micro litros de acido
clorhidrico concentrado, imagen propia.
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45.1 Acondicionamiento

Se realizo antes de preconcentar la muestra, acondicionando al soporte
un volumen determinado de un disolvente que sea afin con la fase
estacionaria. Para Cis, se recomendé agregar n-hexano 3mL para que las
cadenas de octadecilo se extiendan y posteriormente se afiadieron 5mL de

metanol, una excelente interface entre la matriz de la muestra y el adsorbente.

Supel” Swift HLB SPE
57491-U 200 mg

Figura 16. cartucho LC-SAX (Supelco®)

452 Adsorcién

Se paso la muestra a través del soporte con ayuda de succion mediante
una bomba de vacio. Debe tenerse especial cuidado con el volumen de
infiltracion, el cual se define como el volumen de muestra que pudo pre

concentrarse sin perder mas del 5% de analitos.
453 Lavado
Se eliminaron interferencias adsorbidas en la fase solida a través de

disoluciones de una condicion apropiada. Para Cis se utilizé agua con metanol

en un 5 a 20 V/V, aproximadamente.

454 Elucion

Se removieron los glucosinolatos mediante la adicion de 3 mL de
metanol puro. Esta elucién se liofiliz6 y guardo en congelacién a 4°C para

posteriormente realizar su cuantificacion. metanol

b=
e &

Figura 17. llustracion del proceso de acondicionamiento ilustracion propia

’). -
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4.6 Cuantificaciéon de glucosinolatos mediante la técnica de
espectrofotometria
En la siguiente grafica nos muestra el resultado obtenidos de la prueba

espectrofotométrica

Extraccion de Glucosinolatos 56
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Figura 18. gréfico de barras de la extraccion de los glucosinolatos, la mayor
cantidad de glucosinolatos se obtuvo de las flores y las variables que mayor impacto
tienen sobre la extraccion de glucosinolatos

4.7 Inoculacién del Hongo a Partir de mango

Se prepar6 el medio de cultivo PDA donde se pesaron 39 gr de medio
de cultivo sélido para previamente hidratar en un litro de agua, esto se realiz

con ayuda de una parrilla eléctrica para poder calentarlo.

Una vez que se encontraba listo el medio de cultivo ya bien hidratado,
con la ayuda de una autoclave se procedié a esterilizar, junto con las cajas
Petric y el resto del material que ibamos a utilizar, una vez dentro de nuestra

autoclave se procedio a llevar a cabo la esterilizacion.

Figura 19.A) pesar la cantidad indicada para preparar el medio de cultivo, B)
hidratar el medio de cultivo en un litro de agua, C ) esterilizar el medio de cultivo en
una autoclave, imagen propias
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El tejido vegetal del mango dafiado se cortd en trozos muy finos, se
colocaron en un vaso de precipitados para después realizar un triple lavado
con hidroxido de sodio 1:10 previamente esterilizado; junto con agua destilada
estéril, una vez listos colocamos las muestras en una sanita estéril en la parte
interior para retirarles el exceso de agua oprimiéndolos con la palma de

nuestra mano, una vez secos los pasamos a una nueva sanita estéril para

dejarlos reposar durante 24 horas.

Figura 20. a) muestra de mango contaminada de antracnosis, b) tejido vegetal
finamente extraido para sembrar, c) solucién de hipoclorito de sodio para hacer un
triple lavado al tejido, d) poner a secar el tejido en una sanita estéril, imagenes propias.

Una vez secos procedimos a sembrar donde colocamos 2 trozos de
muestra en cada extremo de una caja Petri con medio de cultivo, posterior a
esto procedemos a sellar la caja Petri , una vez sembradas las cajas se
colocaron en la incubadora y se dejaron 24 horas a una temperatura de 25°C
con una humedad relativa del 20% para que bajo estas condiciones inicie la
proliferacion del hongo, pasado las primeras 24 horas procedimos a voltear
las cajas con cuidado para que la humedad que se les género en la parte
inferior de la cajas Petri no afecte al crecimiento del hongo, donde puede llegar
a desarrollarse alguna bacteria, se continua con estas condiciones hasta
observar el crecimiento de los acérvulos para poder realizar la primera

purificacion.

Una vez que se alcanzé el crecimiento deseado de los acérvulos (2
semanas después de la inoculacion), se realiz6 la primera purificacion donde
se utilizé un sacabocados para poder cortar las muestras y con una aguja de

diseccion retiramos nuestra nueva muestra para colocarlo en una caja Petri
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nueva, donde la muestra con crecimiento tiene que colocarse en el medio de

cultivo para su nuevo desarrollo.

C)

loalzs
Pornfrcaadn |
rerge Meuito

Figura 21.Siembra de tejido vegetal en medio de cultivo para purificacion, b)
primera purificacion de la cepa del hongo colletotrichum, c) segunda siembra de
la primera purificacion del hongo.

Se dejo desarrollar las cepas para poder realizar la Gltima purificacion
estas crecen de manera mas rapida y asi posteriormente poder llegar a

realizar la identificacion de que hongo estamos trabajando.

Figura 22. crecimiento de la sepa de la primera purificacion del
hongo, imagen propia.

4.8 ldentificacién del hongo

La identificacion del hongo se realiz6 de manera visual y con apoyo de
un microscopio compuesto esto se hizo esterilizando la zona de trabajo donde
usamos mecheros de alcohol, agujas de diseccién para poder romper los
acérvulos desarrollados del hongo en estudio.

Las agujas de diseccion se procedieron a quemar esto se realizé con
el fin para poder evitar contaminaciones, una vez teniendo la muestra la
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colocamos en un porta objetos donde se le afiadié una gota de azul algodon

y posteriormente se cubrié con un cubre objetos.

Después de eso se llevd al microscopio y se empez6 a analizar con un
lente de 10D, para comenzar a identificar las estructuras del hongo y después
pasamos al lente de 40 D y ahi se observo la estructura completa del hongo.

Y pudimos determinar que se trataba de Colletotrichum gloesporoides con la

ayuda de las claves de (Barnett y Hunter,1998).

r'",v z .‘

A) B)

(Camore \\”\CQQ
£3 (4 )b

"

Figura 23. A) acondicionamiento de cAmara humeda para tomar la muestra de
un conidio, B) muestra al microscopio para observar la cepa del hongo.

4.9 Antibiograma de glucosinolatos

Para observar la eficacia de inhibicion de los glucosinolatos esto se llevé a
cabo, donde con ayuda de un antibiograma fue sumergido en el extracto de

brécoli obtenido, previamente estéril para evitar contaminaciones

Se colocé dentro de una caja petric donde se encontraba sembrada con medio
de cultivo PDA posteriormente se colocé el antibiograma ya con extracto y de
lado le colocamos un sepa de hongo Colletotrichum gloesporoides ya purificado,
esto es para prevenir contaminaciones y apariciones de bacterias externas al

hongo.

Una vez sembradas nuestras cajas y sellado se llevaron a guardar en
una camara de humedad donde se monitorearon cada 24 horas para observar
el crecimiento de la cepa donde tenian una humedad relativa del 20% y asi

mismo observar el funcionamiento del extracto.
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A)

Figura 24. Antibiograma como agente preventivo para evitar crecimiento del
hongo imégenes propias.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencién de glucosinolatos

Los glucosinolatos se extrajeron de un disefio de experimento de 33
donde esto se hizo con ayuda de metanol. Para eso como primer paso se
hizo una deshidratacion de materia prima, con esto se realiz6 una molienda
de materia prima la cual fueron 20gr de floretes. Para después llevarlo a
calentar en bafio maria a una temperatura de 70°C con un tiempo de duracién

de 150 minutos, con una concentracion de 70:30.

Posteriormente de tener el extracto listo se procedié a centrifugar para
poder guardarlo en un recipiente protegiéndolo contra la luz y asi evitar el

deterioro de glucosinolatos.

A)

Figura 25. A) calentar 20 gr de muestra con etanol a una temperatura de 70°c
con un tiempo de 150 min, B) recoleccion de extracto ya centrifugado y purificado
imagenes propias
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5.2 Cuantificacion de glucosinolatos

La cuantificacion se realizd por el método de espectrofotometria se
evaluaron las extracciones de glucosinolatos extraidos de flores, tallos y hojas
evaluando el efecto de la temperatura, concentracion de metanol y el tiempo
de extraccién. La figura 26 nos muestra los resultados obtenidos del disefio de
experimentos realizado de los tallos de brocoli en el cual las variables que
mayor impacto tienen son la temperatura y la concentracion, de acuerdo con

la curva de nivel el tiempo que mejor resultados muestra es el de 90 minutos.

Standardized Pareto Chart for Glucosinolatos totales b Estimated Response Surface
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o
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Figura 26. efecto de las variables sobre la concentracion final de glucosinolatos,
(b) resumen del efecto de las variables sobre la extraccién de los glucosinolatos,
(c) curva de nivel del efecto de las variables sobre la extraccién de
glucosinolatos, todo esto s
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La figura 27 se muestran los resultados obtenidos de la extraccion de
glucosinolatos de las hojas de brocoli y de acuerdo con el disefio de

experimentos ninguna de las variables tiene un efecto significativo sobre la

-z
extraccion.
Standardized Pareto Chart for Glucosinolatos totales
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Figura 27. (a) Efecto de las variables sobre la concentracién final de glucosinolatos
obtenidos en las hojas, (b) resumen del efecto de las variables, (c) curva de nivel
del efecto de las variables

La figura 28 muestra los resultados obtenidos de la extraccion de los
glucosinolatos obtenidos a partir de las flores de brécoli, se muestran los
resultados obtenidos del disefio de experimentos donde observamos que la
concentracion es la variable que mayor impacto tiene sobre la extraccién de

glucosinolatos.
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Estimated Response Surface

(a) Standardized Pareto Chart for Glucosinolatos totales tiempo=90.0
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Figura 28. (a) efecto de las variables sobre la concentracion final de
glucosinolatos obtenidos en los floretes, (b) resumen del efecto de las
variables, (c) curva de nivel del efecto de las variables

De acuerdo con los resultados obtenidos que se muestran en la figura 29 son las
flores y la concentracion de metanol las variables que influyen en el contenido
de glucosinolatos, los valores que mejor resultados indicaron son, la extraccion
en flores, a una temperatura de 70°C, concentracion de metanol de 70:30

metanol: agua (v/v) y un tiempo de 150 min.
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Figura 29. gréfico de barras de la extraccién de los glucosinolatos, la mayor
cantidad de glucosinolatos se obtuvo de las flores y las variables que mayor
impacto tienen sobre la extraccion de glucosinolatos
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5.3 Identificacién del hongo

Se pudo identificar a Colletotrichum de acuerdo a la observacion de los
aceérvulos subepidérmicos y cerosos en forma de cojin, tipicamente con setas
oscuras en el borde o entre los conidioforos; conidiéforos simples alargados;

conidios hialinos, de 1 célula, ovoides a oblongos a falcados, los cuales

correspondieron a los reportados por Barnett y Hunter, (1998).

P

Figura 30. (A) seccidon de acérvulo de un portaobjetos: conidioforos,
conidios y setas del cultivo

Al respecto Shear & Wood (1907); Ocfemia & Agati (1925), reportaron
gue el nombre de Colletotrichum gloesporoides fue nombrado por primera vez
en Italia en el afio de Penzig (1882), un espécimen de este tipo fue recolectado
de Citrus en lItalia, en la literatura antigua se utilizaba para asociar a hongos
con diversas enfermedades de los citricos, y algunas otras especies
morfolégicamente similares con algunos otros huéspedes. Por el contrario, los
primeros articulos que se escribieron fueros cuestionados por que existia una

gran similitud en la morfologia.

Por otra parte, Sutton, (1992); Cannon et al. (2000), reportaron que es
un patégeno perteneciente al orden de los melanconiales, el cual llega a
infectar desde monocotiledéneas hasta dicotiledoneas, el hongo de C.
gloesporoides es un fitopatdgeno muy comun y ampliamente distribuido por
todo el mundo. Este suele ser un hongo muy abundante en las regiones que

suelen ser tropicales y subtropicales (CAB internacional 2005).
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5.4 Antibiograma

Como resultado obtenido tenemos que el extracto de brocoli obtenido de las
inflorencias funciona en un 76%, esto se determiné por medio de la siguiente

ecuacion

. iy e . medida diametro halo de inhibicion
Efecto inhibicion % = x 100

medida halo de inhibicion integral positivo

Efecto inhibicion % = 76%
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6 CONCLUSIONES

La extraccion de glucosinolatos a partir de brécoli para prevenir la antracnosis
en mango es una estrategia interesante que aprovecha las propiedades
inactivas de estos compuestos. Los glucosinolatos, presentes en las
cruciferas como el brocoli, se han estudiado por sus efectos antimicrobianos
y propiedades que podrian ayudar a combatir patbgenos, como los que
causan la antracnosis en el mango, producida por Colletotrichum. Tienen
propiedades antifingicas, lo que podria ser atil en el control biolégico de
enfermedades postcosecha como la antracnosis. Al extraer estos
compuestos de fuentes como el brdcoli, se podria crear un tratamiento natural
que no solo proteja el mango de la infeccién, sino que también sea mas
amigable con el medio ambiente en comparacion con el uso de pesticidas
quimicos. La efectividad de esta estrategia depende de factores como la
concentracion de glucosinolatos en el brécoli, la forma de extraccion y la

aplicacion en las condiciones especificas del mango.

Se logré la obtencidn de glucosinolatos extraidos de las flores de brocoli, tras
la purificacion se obtuvieron 168 mg/g de muestra y que nuestro extracto

funcionara en un 76%.
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