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Resumen

El brocoli es una especie de 1a familia de las Brassicas, que
posee gran cantidad de glucosinolatos los cuales tienen
propiedades antifiingicas y han sido probados in vitro en
contra de diferentes hongos. En este estudio se probo el
efecto del jugo de brocoli (GLs) in vitro y en vivo en la
inhibicion de Alternaria y conservacion de la calidad de
aragula. Para el ensayo in vitro se utilizo medio de cultivo
papa dextrosa agar (PDA) y concentraciones de 0.15,0.11,
0.07,0.04,0.01 y O pg/ul deljugo de brocoli, para evaluar su
efecto en la germinacion de esporas de Alternaria alternata.
Seevalud la fisiologia postcosecha de Ariigula almacenadas
a 0. 4 °C y temperatura ambiente por 15 dias, después de
la inoculacion con esporas de Alternaria (1x10°). Los
tratamiento fueron: 2.98 pg mL' de GLs +in6culo, 1.49 ug
mL'de GLs+ino6culo, con solucion de esporas de Alternaria
y el testigo. Cada tercer dia se evalud la severidad del dafio
por hongo. Las variables medidas fueron vitamina C,
capacidad antioxidante y fenoles. Los resultados obtenidos
mostraron que la concentracion minima de jugo de brocoli in
vitro para obtener 100% de inhibicion fue de 0.07 pg/ul, en
vivo la concentracion de 2.98 pg mL! y la temperatura de 0
°C fueron las que conservaron los parametros de calidad en
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Abstract

Broccoli is a species of the Brassica family, which has lots
of glucosinolates which have antifungal properties and
have been tested in vitro against different fungi. In this
study the effect of broccoli juice (GLs) in vitro and live in
the inhibition of Alternaria and preservation of the quality
of arugula tested. For testing in vitro, we used culture in a
medium potato dextrose agar (PDA) and concentrations of
0.15wasused,0.11,0.07,0.04,0.01 and O ug/ul of broccoli
juice to evaluate its effect on the germination of spores of
Alternaria alternata. The postharvest stored physiology was
evaluated at 0.4 °C and room temperature for 15 days after
inoculation with spores of Alternaria (1x10°). The treatments
were: 2.98 ugmL"' of GLs+inoculum, 1.49 pgmL"' of GLs+
inoculum, with spores of Alternaria solution and the control.
Every third day, the severity of the damage was evaluated by
fungus. The variables measured were vitamin C, antioxidant
capacity and phenolics. The results showed that, the lowest
concentration of broccoli juice in vitro for 100% inhibition
was 0.07 ug/ul, onlive the concentration of2.98 ugmL! and
a temperature of 0 °C were the parameters retained quality
and condition to storage. So, it is concluded that broccoli
juice (GLs) can be used to control postharvest Alternaria.
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excelentes condiciones hasta el almacenamiento. Porlo que
se concluye que el jugo de brocoli (GLs) puede serusado en
postcosecha para el control de Alternaria alternata.

Palabras claves: Eruca sativa, capacidad antioxidante,
fenoles, glucosinolatos, vitamina C.

Introduccion

La calidad y seguridad microbiolédgica de los productos
vegetales frescos cortados es un aspecto esencial en su
procesamiento y distribucion. Su contaminacion puede
ocurrir en cualquier punto entre el cultivo y el consumo
de los mismos. Para lograr productos de alta calidad que
cumplan con estos requisitos es necesaria la puesta en
practica de métodos de conservacion con bajo impacto
sobre el alimento y amenudo una combinacion inteligente
de ellos (Gonzalez-Aguilar, 2005). Hoy los consumidores
demandan productos vegetales como la arugula, (Eruca
sativa Mill.), perteneciente a la familia Brassicaceae,
originaria de la region mediterranea, y que se distribuye
en todo el mundo.

Sin embargo, esta es susceptible al dafio causado por
Alternaria, hongo patdogeno causante de la pérdida de
calidad del producto, acortandose su vida postcosecha por
lo que se ha considerado el uso de la refrigeracion durante
el almacenamiento (Kader, 2003), este método ha sido
eficiente en la disminucion de las alteraciones mecanicas,
microbiologicas y biologicas, la cual se ha convertido
en un método ampliamente utilizado durante el manejo
postcosecha (Tonoiven, 2004).

Los glucosinolatos (GLs) son una serie de compuestos del
metabolismo secundario de las plantas principalmente del
orden de los Capparales, familia Brassicales. Los GLs
intactos tienen actividad bioldgica limitada, se incrementa
cuando son hidrolizados a isotiocianatos (ITCs). El brocoli
es la principal fuente natural del isotiocianato sulforafano
(1-isotiocianato-4-(metilsulfinil)-butano), su precursor
glucorafanina constituye mas de 80% de los glucosinolatos
totales presentes en este vegetal (Campas-Baypoli et al.,
2009). Se ha comprobado que los isotiocianatos tienen la
propiedad de controlar el crecimiento de microorganismos
patogenos tales como Fusarium oxysporum, (Smolinska et
al.,2003), Alternaria rot (Troncoso et al., 2005), Rhizopus
nigricans (Mucete et al., 2006) Penicillium expansum
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Introduction

The quality and microbiological safety of fresh cut plant
products is an essential aspect in processing and distribution.
Contamination can occur atany point between the cultivation
and consumption. In order to achieve high quality products
that meet these requirements, the implementation of
conservation methods with low impact on the food and
often a clever combination of them is necessary (Gonzalez-
Aguilar, 2005). Today, consumers demand products such
as vegetable arugula (Eruca sativa Mill.), Belonging to the
mustard family, native to the Mediterranean region, and
distributed worldwide.

However, this is susceptible to damage caused by
Alternaria, pathogenic fungus causing the loss of
product quality, shortening their vase life by what has
been considered the use of refrigeration during storage
(Kader, 2003), this method has been effective in reducing
mechanical, microbiological and biological alterations,
which has become a widely used method for postharvest
handling (Tonoiven, 2004).

Glucosinolates (GLs) are a series of compounds of the
secondary metabolism of plants primarily in the range
of Capparales, Brassicales family. Intact GLs have
limited biological activity, increases as are hydrolyzed to
isothiocyanates (ITCs). Broccoli is the primary natural
source of sulforaphane isothiocyanate (1-isothiocyanato-4-
(methylsulfinyl) butane), its precursor glucoraphanin,
constitutes over 80% of total glucosinolates present in the
plant (Campas-Baypoli et al., 2009) It has been found that
isothiocyanates have the property of controlling the growth
ofpathogenic microorganisms such as Fusarium oxysporum,
(Smolinska et al., 2003), Alternaria rot (Troncoso et al.,
2005), Rhizopus nigricans (Mucete et al.,2006) Penicillium
expansum (Mari et al., 2002) and Aspergillus spp., disease-
causing agents in food and decomposition thereof (Viuda-
Martos et al., 2007).

Some authors have reported that the mechanism by which
ITCs inhibit the growth of fungi and microorganisms still
not well known (Baez-Flores et al., 2008); however, some
hypotheses suggested that these compounds are the cause
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(Mari et al., 2002) y Aspergillus spp., agentes causantes de
enfermedades en los alimentos y descomposicion de los
mismos (Viuda-Martos et al., 2007).

Algunos autores han reportado que el mecanismo por el cual
losITCsinhiben el crecimiento de hongos y microorganismos
aunno se conoce bien (Baez-Flores ez al.,2008); sin embargo,
algunas hipotesis proponen que estos compuestos son la causa
de la inactivacion de las enzimas intracelulares por medio
de la degradacion oxidativa de los puentes disulfuro, de la
inhibicion de enzimas metabdlicas por la accion del radical
tiocianato y su accion desacopladora de la fosforilacion
oxidativa. Al parecer, la alta reactividad de los ITCs se debe
principalmente a la fuerte naturaleza electrofilica del grupo
funcional isotiocianato (Baez-Flores et al., 2008; Kroll et
al., 1994). Es por ello, que el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de la aplicacion de refrigeracion y el uso de
jugo de brdcoli tanto in vitro como en vivo en la inhibicion
de la germinacion de esporas de Alternaria asi como en la
conservacion y vida de anaquel de Artgula.

Materiales y métodos

Preparacion del jugo crudo de brocoli

Se obtuvo brocoli procedente del mercado de abastos de
Texcoco, Estado de México. Los floretes y tallos de brocoli
fueron desinfectados con hipoclorito de sodio 100 mg g!
y extraido en un extractor Moulinex, el jugo obtenido se
dejo reposar por espacio de una hora, con el fin de llevar a
cabo el proceso de hidrolisis mediante la enzima mirosina.
La muestra obtenida se pas6 a una centrifuga a 7 080 G
por 10 min. De acuerdo a la metodologia establecida por
Brandi ef al. (2006). El sobrenadante se almacené a -20
°C hasta su uso.

Determinacion espectrofotométrica de glucosinolatos

Se tomaron aproximadamente 0.5 mg de extracto de brocoli
liofilizado (Jezek et al., 1999) el cual se diluyo en 9 ml de
solucion, delos cuales 7.5 mL corresponden de amortiguador
acetato 0.2 MapH 4.2y 1.5 mL de acetato de plomo y bario
0.5 M. La mezcla se agitdé vigorosamente en vortex. Se
adicionaron 0.4 G de polivinilpolipirrolidona (PVPP) y se
incubo atemperatura ambiente, con agitacion en vortex, por
15 min. Después se agregaron 1.5 mL de sulfato de sodio
2 My se centrifugd a 11 336 G por 5 min a temperatura

of the intracellular enzymes inactivation by oxidative
degradation of the disulfide bridges, inhibition of metabolic
enzymes by the action of thiocyanate radical action and
uncoupling of oxidative phosphorylation. Apparently,
the high reactivity of the ITCs is mainly due to the strong
electrophilic nature of the isothiocyanate functional group
(Kroll et al., 1994; Baez-Flores et al, 2008) .1t is therefore
the aim of this study was evaluate the effect of the cooling
application and use of broccoli juice both in vitro and live
in inhibiting spore germination of Alternaria well as the
conservation and shelf life of arugula.

Materials and methods

Preparation of raw broccoli juice

Broccoli from the supply market in Texcoco, State of
Mexico was obtained. And stems of the broccoli florets
were disinfected with sodium hypochlorite 100 mg g and
extracted from a Moulinex extractor, the juice obtained
was allowed to stand for one hour in order to carry out
the process of hydrolysis by the enzyme mirosina. The
sample was transferred to a centrifuge at 7080 G for 10
min. According to the methodology established by Brandi
et al. (2006). The supernatant was stored at -20 °C until
use.

Spectrophotometric determination of glucosinolates

About 0.5 mg of extract lyophilized broccoli were taken
(Jezek et al., 1999) which was diluted in 9 ml of solution,
of which 7.5 mL correspond to acetate buffer 0.2 M at pH
4.2 and 1.5 mL of lead acetate and Barium 0.5 M. The
mixture was stirred vigorously vortexed. Adding 0.4 G of
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) and incubated at room
temperature with vortex agitation, for 15 min. After they
added 1.5 mL of 2 M sodium sulfate and centrifuged at 11
336G for S minatroom temperature. We took 0.9 mL treated
with PVPP, mixed with 0.9 mL of sodium hydroxide 2M and
incubated for 30 min.

To the mixture was added 0.138 mL of concentrated
hydrochloric acid and centrifuged at 4000 G for 10 minutes.
For the spectrophotometric determination were taken 0.5
mL supernatant and mixed with 0.5 ml of 2 mM ferricyanide
solution in 0.2 M phosphate buffer at pH 7. Finally the
absorbance of the solution at 420 nm was measured within
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ambiente. Se tomaron 0.9 mL de extracto tratado con PVPP
se mezclaron con 0.9 mL de hidréxido de sodio 2M y se
incubaron por 30 min.

A la mezcla se le adicion6 0.138 mL de acido clorhidrico
concentrado y se centrifugd a4 000 G por 10 minutos. Para
la determinacion espectrofotométrica se tomaron 0.5 mL
de sobrenadante y se mezclaron con 0.5 pl de solucion de
ferricianuro 2 mM en amortiguador fosfato 0.2 MapHde 7.
Finalmente se midio6 la absorbancia de la solucion a420 nm
antes de 15 s. Se tomd como blanco amortiguador fosfato
0.2MapH 7. Paralacurvade calibracion se utilizo el patron
sinigrina 5.6 mM con diluciones de 0 a 90 pl. Con los datos
del espectrofotometro se ajusté un modelo de regresion
lineal, para determinar la concentracion de los GLs obtenidos
del jugo de brocoli.

Actividad del jugo de brécoli (GLs) in vitro sobre
Alternaria

El aislamiento de Alternaria se obtuvo de hojas de aragula
proporcionada porlaempresa Glezte ubicada en Axochiapan
estado de Morelos, con sintomas de lamancha de lahoja. Las
muestras de Alternaria fueron sembradas en medio de cultivo
Papa Dextrosa Agar (PDA). Se estudiaron las caracteristicas
deloshongos deacuerdo alas claves morfologicas de Barnett
y Hunter (1998) y Rotem (1994). Laidentificacion definitiva
se realizo mediante secuenciacion del ADN fungal.

Se colocaron 150 pl de medio de cultivo PDA en recipientes
translticidos con una capacidad de 300 ul, antes de que el
medio de cultivo solidificara se mezcld con 50 ul del extracto
puro de brécoli, después se afiadié 20 pl de la suspension
de conidios, sobre cada uno de los recipientes. Se probaron
las concentraciones 0.15, 0.11, 0.07, 0.04, 0.01, 0 pg/ul,
posteriormente se colocaron en cimara hiimeday se incubaron
por 2,4,y 6 ha28+3 °C. Con la ayuda de un microscopio se
cuantificéd los conidios germinados, se consideraron 100
conidios al azar, de cada concentracion se hicieron tres
repeticiones (Flores et al., 2013). Los datos obtenidos se
sometieronaunanalisis de varianza. El porcentaje de inhibicion
se determino mediante la formula: IN (%) = a-b/a * 100

Actividad del jugo de brécoli (GLs) en vivo en Alternaria
Las hojas de arugula se lavaron y desinfectaron con

hipocloritodesodioa 100 mg g™!, posteriormente se dividio el
material en4 grupos para los tratamientos correspondientes:
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15 s. It took targeting 0.2 M phosphate bufferat pH 7. 5.6
mM sinigrina pattern with dilutions of 0-90 ul was used
for the calibration curve. Spectrophotometer with
data linear regression model was adjusted, in order to
determine the concentration of the juice obtained with
GLs broccoli.

Activity of broccoli juice (GLs) in vitro on Alternaria

Theisolation of Alternaria was obtained from arugula leaves
provided by the company Glezte located Axochiapan in
Morelos, with symptoms of leaf spot. Alternaria samples
were seeded in culture medium Potato Dextrose Agar (PDA).
Fungi characteristics according to morphological keys
Barnett and Hunter (1998) and Rotem (1994) were studied.
Definitive identification was performed by sequencing of
fungal DNA.

150 pl of PDA culture medium were placed in translucent
containers with a capacity of 300 pl, mixed with 50 ul of
pure broccoli extract, then added 20 ul of the suspension of
conidia on each one of the containers. Concentrations 0.15,
0.11,0.07,0.04,0.01, 0 pg/ul were tested, were then placed
in a moist chamber and incubated for 2,4, and 6 h at 28 + 3
°C. With the aid of a microscope, the germinated conidia
was quantified, taking 100 conidia at random, from each
concentration three repetitions were made (Flores et al.,
2013). The data obtained were subjected to an analysis of
variance. Percent inhibition was determined by the formula:
IN (%) = a-b/a *100.

Activity of broccoli juice (GLs) on live in Alternaria

Arugula leaves were washed and disinfected with sodium
hypochlorite at 100 mg g, then the material was divided
into 4 groups to the corresponding treatments: treatment
group and one was immersed in pure broccoli juice at
a concentration of 2.98 ug mL! of GLs plus Alternaria
inoculation 1x10°spores per mL; group two was immersed
in broccoli juice at a concentration of 1.49 mug mL™! of
GLs plus inoculation of Alternaria spores, group Three,
only inoculated with spores of Alternaria solution; group
four control without glucosinolates without spores; then
the leaves are dried and then 100 g were packed in rigid
trays and stored in refrigeration at 0.4 and 22 °C (room
temperature) for 15 days with a completely randomized
experimental design and factorial arrangement of 3 x4 and
three replications.
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grupo o tratamiento uno, fue sumergido en jugo de brocoli
puro a una concentracion de 2.98 pg mL! de GLs mas la
inoculacion de Alternaria 1x10° esporas pormL; grupo dos,
fue sumergido en jugo debrocoli auna concentracionde 1.49
pgmL'de GLs maslainoculacion de esporas de Alternaria;
grupo tres, inoculado sélo con la solucion de esporas de
Alternaria; grupo cuatro, testigo sin glucosinolatos y sin
esporas; posteriormente se secaron las hojas y luego se
envasaron 100 g en charolas rigidas y se almacenaron en
refrigeracion a 0.4y 22 °C (temperatura ambiente) durante
15 dias, con un disefio experimental completamente al azar
y arreglo factorial de 3 x 4 y tres repeticiones.

Laseveridad del dafio por hongo se evalu6 cada tercer diay
sereportd como porcentaje de infeccion por planta. Se utilizo
una escala hedonica elaborada con el programa 2log. Con
esta calificacion nominal se obtuvo el indice poblacional de
severidad al aplicar la siguiente formula:

K
IS: szi(Nki)/Nj
=1

Donde: IS= indice de severidad; X,;= nivel del dafio en el
momento i; Ni;=numero de hojas con el nivel del dafio en el
momento i; N;=ntimero total de hojas evaluadas.

Efecto de GLs en la fisiologia poscosecha de arigula en
vivo

Se determin la fisiologia y vida de anaquel de las hojas de
aragula, mediante el uso del jugo de brocoli (GLs) en las
siguientes variables:

Vitamina C (acido ascérbico)

Se homogeneizaron S mL de jugo con 50 mL de unasolucion
de acido oxalico (0.5%), de la cual se tomo una alicuota
de 5 mL y se titul6 con solucion de Tillman (0.01%) hasta
que permanecio una coloracion rosa visible por 1 min. La
concentracion se expresd enmg g utilizando como estandar
el acido ascorbico (AOAC, 1980).

Fenoles totales

Se empleod el método espectrofotométrico desarrollado por
Folin y Ciocalteu descrito por Waterman y Mole (1994).
Se pesaron 0.5 G de tejido fresco y se agregaron 5 mL de
metanol al 100%, sehomogenizaronpor5Smina 13 147G. Se
tomaron 60 pl del sobrenadante, se tomaron 16 mL de agua
desionizaday 0.5 mLde folin, se agitaron y antes de 8 min se

The severity of damage by fungus was assessed every third
day and was reported as a percentage plant infection. We
used a hedonic scale created with the 2log program. With
this nominal rating, we obtained the population index
when applying the following formula:

K
IS: szl(Nkl)/NJ
=1

Where: IS=severity index; X,;=level of damage at the time
i; Ny; = number of sheets to the level of the injury at the time
i; N;= total number of leaves scored.

GLs effect of postharvest physiology on live arugula

Physiology and shelf life arugula leaves was determined
using the broccoli juice (GLs) in the following variables:

Vitamin C (ascorbic acid)

5 mL of juice were homogenized with 50 mL of a solution
ofoxalic acid (0.5%), of which a 5 ml aliquot was taken and
titrated with solution Tillman (0.01%) until remained visible
pink coloration for 1 min. The concentration was expressed
inmg g using standard ascorbic acid (AOAC, 1980).

Total phenols

The spectrophotometric method developed by Folin and
Ciocalteu described by Waterman and Mole (1994) was
used. 0.5 G of fresh tissue was weighed and added 5 mL of
100% methanol, homogenized for Sminat 13,147 G. 60 pl
of supernatant were taken were taken 16 mL of deionized
water and 0.5 mL of Folin, stirred and 8 min before Na,CO;
at 20% was added to this mixture was stirred vigorously
and then allowed to stand for 2 h, protected from light.
After the incubation period, the reaction mixture was
analyzed in a spectrophotometer at A of 760 nm to determine
its absorbance. It was used as blank deionized water.
Quantification was performed using a calibration curve for
tannic acid, the data expressed in mg g'! fresh weight.

Determination of antioxidant capacity

The determination of the antioxidant capacity was
performed according to the method ABTS [2,2' azinobis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid] proposed by
Rice-Evans et al., (1997) modified by Ozgen et al. (2006),
for which the ABTS radical was formed by reaction of
ABTS (7 mM) with potassium persulfate (2.45mM final
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agregd Na,CO; al 20% esta mezcla se agitd vigorosamente
y luego se dejo reposar por 2 h, lejos de la luz. Transcurrido
el periodo de incubacion, la mezcla de reaccion se analizo
en un espectrofotometro a A de 760 nm para determinar su
absorbancia. Se utiliz6 como blanco agua desionizada. La
cuantificacion serealizé mediante una curva patron de acido
tanico, los datos se expresaron en mg g de peso fresco.

Determinacion de la capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante, se
realizé de acuerdo con el método ABTS [2,2"azinobis
(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico] propuesto por Rice-
Evansetal. (1997)modificado por Ozgen et al. (2006), para
locual elradical ABTS se formo tras lareaccionde ABTS (7
mM) con persulfato potasico (2.45mM, concentracion final)
incubados atemperatura ambiente y en oscuridad durante 16
h. Una vez formado el radical ABTS este se diluyo con PBS
(solucion amortiguador de fosfato) (pH 7.4) hasta obtener
un valor de absorbancia de 0.7+ 0.1 a 734 nm (longitud de
maxima absorcion). Para el ensayo se mezclaron 3 mL de la
solucion ABTS y 20 ul de extracto de la muestra, dejandose
reposar por 2 h y posteriormente se realizo la lectura de
absorbancia a 734 nm. El antioxidante de referencia fue el
acido ascorbico (de 0 a2.5 mM).

Analisis estadistico

Losresultados in vitro y en vivo de las variables quimicas y
fisiologicas se sometieron aun analisis de varianza y pruebas
de comparacion de medias (Tukey, p=0.05). Se empleo el
paquete de analisis estadistico SAS® (Statistical Analysis
System) ver. 9.0 (SAS, 2002).

Resultados y discusion

Determinacion espectrofotométrica de glucosinolatos

El cual se basé en la metodologia establecida por Jezeck
et al. (1999) para determinar glucosinolatos, mediante
espectrofotometria, usando una alcalina degradacion y
reaccion con ferricianuro, utilizando sinigrina como modelo
de glucosinolatos, asimismo Gallaher ez a/. (2012) validaron
el método de cuantificacion de glucosinolatos totales en
cruciferas como el brocoli, basado en la misma reaccion y
como estandarusaron sinigrina. Elmodelo utilizado fue: Y=
-0.0041x+0.9313 (r2de 0.97, p=0.002) y la concentracion
de glucosinolatos fue de 0.0029 mg mL"".
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concentration) and incubated at room temperature in dark
for 16 h. Once the radical ABTS was formed, it was diluted
with PBS (phosphate buffer solution) (pH 7.4) to obtain an
absorbance value 0f0.7+0.1 at 734 nm (maximum absorption
length). For the assay were mixed 3 mL ofthe ABTS solution
and 20 pl of sample extract, left to stand for 2 h and then
the absorbance reading was performed at 734 nm. The
antioxidant ascorbic acid was the reference (0 to 2.5 mM).

Statistical Analysis

The in vitro and in vivo chemical and physiological
variables results a variance analysis and comparison tests
were submitted (Tukey, p=0.05). Package SAS® statistical
analysis (Statistical Analysis System) view is used. 9.0
(SAS,2002).

Results and discussion

Spectrophotometric determination of glucosinolates

Based on the methodology established by Jezeck et al.
(1999) to determine glucosinolates by spectrophotometry
using an alkaline degradation and reaction with ferricyanide,
using as model sinigrina glucosinolates, likewise, Gallaher
etal.(2012) validated the method of quantification of total
glucosinolates in cruciferous vegetables like broccoli,
based on the same reaction and used as standard sinigrina.
The model used was: Y=-0.0041x+0.9313 (r20f0.97, p=
0.002) and the concentration of glucosinolates was 0.0029
mpgmL".

Activity of broccoli juice (GLs) in vitro in Alternaria
alternata

A fungal colony in dark green leaves of arugula was
identified. When viewed under a microscope it presented
simple light brown conidiophores of tabicados, and conidia
with transverse and longitudinal septa, traits corresponding
to Alternaria species, according to the keys and descriptions
of Barnett and Hunter (1998) and Rotem (1994). This
morphological identification was confirmed by sequencing
the genome fungal aligned in the gene bank (NCBI), reported
by Andersen et al. (2001) and Fraire et al. (2010).

In figure 1, is shown the effect at 6 hours of broccoli juice
concentrations (GLs) in inhibiting spore germination
of Alternaria incubated at 26 °C. It can be seen that for
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Actividad del jugo de brocoli (GLs) in vitro en Alternaria
alternata

Se identificd una colonia fungal de color verde obscuro
en hojas de arugula. Al observarla al microscopio
ésta presentd, conididoforos simples de color café
claro tabicados, y conidios con septa transversal y
longitudinal, caracteristicas que corresponden a la
especie de Alternaria alternara de acuerdo a las claves y
descripciones de Barnett y Hunter (1998) y Rotem (1994).
Esta identificacion morfolégica fue confirmada por la
secuenciacion del genoma fungal alineada en el banco
de genes (NCBI), reportado por Andersen et al. (2001)y
Fraire et al. (2010).

En la Figura 1 se muestra el efecto a las 6 horas de las
concentraciones de jugo de brocoli (GLs) en la inhibicion
de la germinacion de esporas de Alternaria incubadas a 26
°C. Enellase puede observar que para las concentraciones
0.15, 0.11 y 0.07 pg/ul, el porcentaje de germinacion
fue de 0%, mientras que las concentraciones de 0.01 y
0.04 pg/ul presentan menor control, lo cual sugiere que
a mayor concentracién de GLs se presentd un menor
crecimiento fungal. Todos los tratamientos con jugo
de brdcoli GLs disminuyeron el crecimiento del hongo
respeto al testigo 0.0 ug/ul de GLs. Varios autores han
demostrado previamente que los GLs tienen efecto en
contra de algunos patégenos. Mari et al. (1996) reportan
que los isotiocinatos derivados de los glucosinolatos
usados a una concentracion de 3.6 mg mL™' controlaron
completamente al hongo Penicillium expansum en frutos de
pera. Masahiro et al. (2006), probaron concentraciones de
20mg g' de compuestos volatiles de Brasicca rapa inhibid
el crecimiento micelial de Rhizoctonia solani.

Por su parte Sisti et al. (2006), utilizaron jugo crudo
de Brassica en la inhibicion del crecimiento del hongo
Candidas albicans a una concentracion de 10.9 pg mL™,
después de 4 horas de incubacidn, obtuvieron 95% de
inhibicion, resultados similares a los encontrados pero con
concentraciones diferentes.

Los resultados obtenidos en la presente sugieren el efecto
inhibitorio del jugo de brécoli GLs en la germinacién de
esporas de Alternaria alternata en concordancia con lo
obtenido en trabajos previos.

concentrations 0.15,0.11 and 0.07 pg/pl, the germination
percentage was 0%, whereas the concentrations of 0.01
and 0.04 pg/ul have less control, suggesting that the higher
the concentration of GLs showing less fungal growth.
All treatments of GLs with broccoli juice decreased
fungal growth over control’s, at 0.0 ug/ul of GLs. Several
authors have previously shown that GLs are effective
against some pathogens. Mari et al. (1996) reported that
isothiocyanates derived from glucosinolates used at a
concentration of 3.6 mpg mL"' completely controlled the
fungus Penicillium expansum in pear fruit. Masahiro et
al., (2006) tested concentrations of 20 mg g' of volatile
compounds of Brasicca rapa, inhibited the mycelial growth
of Rhizoctonia solani.
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Figura 1. Efecto de las concentraciones de jugo de brécoli
en la inhibicion de la germinacién de esporas de
Alternaria alternata in vitro,los puntos representan
el promedio de n repeticiones y su error std.

Figure 1. Effect of broccoli juice concentrations in inhibiting
spore germination of Alternaria alternata in vitro,
the points represent the mean of n repetitions and
standard error.

Meanwhile, Sisti et al. (2006), used raw juice used
of Brassica in the growth inhibition of the fungus
Candida albicans at a concentration of 10.9 mpg mL"',
after 4 hours of incubation, 95% inhibition obtained
similar results to those found but with different
concentrations.

The results suggested the inhibitory effect of broccoli juice
GLs, on the germination of spores of Alternaria alternata in
line with those obtained in previous studies.
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Actividad del jugo de broccoli (GLs): en vivo en
Alternaria alternata

En el Cuadro 1 se present6 el porcentaje de severidad
de dafio causado por A. alternata en hojas de Artugula.
Se puede observar que el tratamiento sin GLs + indculo
presentd la mayor severidad del dano durante todo el
periodo de evaluacion, mientras que la menor severidad
se obtuvo cuando se utiliz6 la concentracion de 2.98 pg
mL"'de GLs contenidos en el jugo de brocoli+indculo. En
el presente trabajo se observo una disminucién del dafio
causado por 4. alternata enhojas de aragula. Los resultados
obtenidos en este trabajo fueron superiores a los reportados
por Troncoso-Rojas et al. (2005) quienes tuvieron una
reduccion de 80% en el dafio causado por Alternaria
alternata en tomates, al utilizar isotiocinatos (ITCs)
(derivados de los glucosinolatos), a una concentracion de
0.56 mg mL".

Maria Antonia Flores-Cérdova et al.

Activity of broccolijuice (GLs): onlivein Alternariaalternata

The Table 1 shows the percentage of severity of damage
caused by A. alternata in Arugula leaves. It can be seen
that treatment without GLs + inoculum showed the highest
severity ofthe damage throughout the evaluation period, while
the lowest severity was obtained when the concentration of
2.98 mug mL! of GLs content was used in broccoli juice +
inoculum. In this paper, a decreased in damage was observed
on arugula leaves. The results in this study were higher than
those reported by Troncoso-Rojas et al. (2005), who had a
80% reduction in the damage caused by Alternaria alternata
on tomatoes, using isothiocyanates (ITCs) (derived from
glucosinolates) at a concentration of 0.56 mpug mL".

Also, we found that, there were significant differences (p <
0.05) between treatments at days seven, eleven, thirteen and
fifteen, indicating that not all levels have the same effect on

Cuadro 1. Efecto de concentraciones de GLs y temperaturas de almacenamiento en la severidad del dafio de A. alternata
en hojas de artigula, el dato representa el promedio de n repeticiones.
Table 1. Effect of concentrations of GLs and storage temperatures on the severity of the damage on A. alternata on arugula
leaves, the data represents the average of n repetitions.

Factor/nivel Dias de vida poscosecha
png mL' de GLs 0 3 5 7 9 11 13 15

(%) de severidad de dafio de Alternaria
Concentraciones
Sin GLs, sin in6culo 0 5.5b 9.26a 13.8b 4.16b 9.03b 13.1b 17.3b
Sin GLs + in6culo 0 6.90a 129b 22.6a 13.1a 173a 19.8a 37.2a
1.49 GLs + in6culo 0 1.80¢ 5.09¢ 6.90c 0.69c¢c 208c 340c 340c¢c
2.98 GLs + indculo 0 1.30c 3.70c¢ 5.00d 0.00c 0.00d 0.00d 0.00d
DMSH 0.90 2.02 1.80 2.81 2.78 2.50 2.50
Temperatura °C
22 0 11.8a 22.5a 32.2a - - - -
4 0 0.00b 0.69b 3.10b 5.90a 9.30a 11.6a 17.7 a
0 0 0.00b 0.00b 1.04¢ 3.10b 480b 6.59b 11.6b
DMSH 0.73 1.58 1.41 1.40 1.45 1.31 2.60

‘Medias con la misma letra dentro de columnas y factor no son diferentes (Tukey con p<0.05). "No significativo; DMSH= diferencia minima significativa honesta. GLs=

Glucosinolatos; 'datos perdidos por senescencia.

Asimismo, seencontro que existierondiferencias significativas
(p<0.05) entre tratamientos los dias siete, once, trece y quince
lo que indica que no todos las concentraciones producen el
mismo efecto en la severidad de dafio para esos dias y la
concentracion de 2.98 ug mL"! de GLs + indculo presentd
la menor severidad de dafio. Por lo que dicha concentracion
resultd sermas efectivaparael control de 4. alternata, similar
resultado obtenido por Tiznado-Herndndez y Troncoso-
Rojas (2006) quienes demostraron que el isotiocinato (ITC)

the severity of damage to those days and the concentration
of 2.98 mg mL-' GLs + inoculum had the lowest
severity of damage. So, that the concentration was
more effective to control A. alternata, similar result
obtained by Tiznado-Hernandez and Troncoso-Rojas
(2006), who showed that, the isothiocyanate (ITC)
3-metilsufnil-3-butenyl ata concentration of 3.6 mpgmL",
completely inhibited the growth of Monilinia lax in fruit
pear. Troncoso-Rojas et al. (2005), showed that (ITC) of
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3-metilsufnil-3-butenil a una concentracion de 3.6 mg mL™!,
inhibi6 totalmente el crecimiento de Monilinia laxa en frutos
de pera. Troncoso-Rojas et al. (2005), demostraron que el
(ITC) de bencil alas concentraciones de 0.28 y 0.56 mg/mL!
inhibié 100% el crecimiento micelial de 4. alternata en frutos
de pimiento morron.

En cuanto al tratamiento manejado a temperatura ambiente
(22 °C) se observd mayor dafio causado por A. alternata
durante el periodo de almacenamiento. Las temperaturas de
almacenamiento de 0 y 4 °C fueron estadisticamente iguales
los dias tres y cinco de almacenamiento; sin embargo, a partir
del dia siete en adelante existieron diferencias significativas
entre ambos. La temperatura de 0 °C proporcioné mayor
control de la presencia de 4. alternata que la de 4 °C,
Koukounaras et al. (2007) mencionan que las hojas de arigula
sepuedenrefrigerar con buenosresultadosa0°C, conunavida
de almacenamiento maximo de 16 dias, un comportamiento
similar a los resultados de éste trabajo. Ademas reportan que
el almacenamiento a 5 °C produjo un deterioro ligero de la
calidad y la vida 1til se redujo 3 dias, resultados similares a
los obtenidos en este estudio, por lo que se puede concluir que
el almacenamiento a 0°C incrementa la vida de anaquel de
las hojas de arigula, e inhibe el crecimiento de A. alternata.

En los resultados del ensayo en vivo, se observo que las hojas
deartigulatratadas con las concentraciones de GLs contenidas
en el jugo de brocoli, presentaron una menor incidencia de A.
alternata. El modo de accion de los GLs no esta dilucidado
aun pero la evidencia experimental apoya la accion de que los
isotiocinatos en el organismo vivo, llevan acabo las reacciones
interespecificas con cualquier proteina del organismo. Estas
reacciones se cree que estan teniendo lugar entre el grupo
isotiocinato (R-N= C= S) y el grupo amino del grupo R de
la lisina, el grupo sulthidrilo del grupo R de la cisteina y con
enlaces disulfuro. Después de la reaccion, los isotiocinatos
permanecen unidos covalentemente a la proteina que trae
cambios en la estructura terciaria de la proteina y conduce a
la pérdida parcial total de la actividad enzimatica (Tiznado-
Hernandez et al., 2006).

Capacidad antioxidante

Con relacion a la capacidad antioxidante la concentracion
de 2.98 pg mL" + indculo presentd una ligera disminucion
de 3.16 22.89 mg g!, mientras que el tratamiento Sin GLs
+ indculo oscilo entre 3.16 y 2.32 mg g'. De acuerdo al
Cuadro 2, los dias tres, cinco, siete, nueve, once trece y
quince, mostraron diferencias estadisticas significativas
(p<0 0.05), en todos los tratamientos con concentraciones

benzyl at concentrations of 0.28 and 0.56 mg/mL"' 100%
inhibited mycelial growth of 4. alternata in fruits of sweet

pepper.

Regarding the treatment handled at room temperature
(22 °C) it was observed further damage caused by 4.
alternata during the storage period. Storage temperatures
of 0 to 4 °C were statistically equal, days three and five of
storage; However, from the seventh day onwards there were
significant differences. The temperature of 0 °C provided
better control of A. alternata than 4 °C. Koukounaras et
al. (2007), mentioned that, the leaves of arugula can be
successfully cooled to 0 °C, with a maximum storage life
of 16 days, a similar pattern to the results of this work. Also
report that storage at 5 °C was a slight deterioration in the
quality and shelf life is reduced three days, similar results
to those obtained in this study, so it can be concluded that
storage at 0 o C increases the life shelf arugula leaves, and
inhibits the growth of 4. alternata.

In the test results in vivo were observed that arugula leaves
treated with concentrations of GLs contained in broccoli
juice, had a lower incidence of A. alternata. The mode of
action ofthe GLsisnotelucidated but experimental evidence
supports the action of the isothiocyanates in the living body,
performed interspecific reactions with any protein in the
body. Thesereactions are thought to be taking place between
the isothiocyanate group (R-N=C=S) and the amino group
of the R group of lysine, the sulfhydryl group of the R
group and cysteine disulfide bonds. After the reaction, the
isothiocyanates remain covalently bound to the protein that
brings changes in the tertiary structure of the protein and
partial leads to total loss of enzymatic activity (Tiznado-
Hernandez et al., 2006).

Antioxidant capacity

Regarding the antioxidant concentration of 2.98 mpug mL"!
+ inoculum showed a slight decrease of 3.16 t0 2.89 mg g/,
while the treatment without GLs +inoculum, moved between
3.16and2.32mgg". According to Table 2, on the days three,
five, seven, nine, eleven thirteen and fifteen, were statistically
different (»p<0 0.05) in all treatments with concentrations of
GLs and GLs plus inoculum, suggesting that did not had the
same effect on leaves of arugula, the antioxidant capacity
with concentration of 2.98 mug mL! presents a decrease of
8%to 15 day storage. In a study conducted by Venneria et al.
(2012), state that had a decrease in the antioxidant capacity
of 8% on the second day of storage, obtaining values 0f 12.9
mM Fe?' per kg, fresh arugula leaves.
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de GLs y GLs mas inoculo, lo que sugiere que no tuvieron el
mismo efectoenlashojas dearigula, lacapacidad antioxidante
conlaconcentracionde 2.98 pgmL! presentaunadisminucion
de 8% al dia 15 de almacenamiento. En un trabajo realizado
por Venneria et al. (2012) mencionan que tuvieron una
disminucion de la capacidad antioxidante de 8% al segundo
dia de almacenamiento, obteniendo valores de 12.9 mM Fe?*
por kg, en hojas de artgula fresca.

Maria Antonia Flores-Cérdova et al.

Results of antioxidant could be attributed to vitamin
C and phenolic compounds, present in the leaves of
arugula, which were unaffected. Recently it has gained
more attention to a diet rich in vegetables for their
antioxidant capability protect the body from the action
of free radicals that cause aging processes and can help
prevent certain diseases such as cancer (Sun-Ju et al.,
2004).

Cuadro 2. Efecto de concentraciones de GLs y temperaturas de almacenamiento en capacidad antioxidante, en hojas de
arugula, el dato representa el promedio de n repeticiones.
Table 2. Effect of concentrations of GLs and storage temperatures on the antioxidant capacity, arugula leaves, the data

represents the average of n repetitions.

Factor/nivel Dias de vida poscosecha

pgmL"de GLs 0 3 5 7 9 11 13 15
Capacidad antioxidante mg g!

Concentraciones

Sin GLs, sin in6culo 3.16 2.87c! 2.76¢  2.63c 2.63¢ 2.56¢ 2.58¢ 2.49¢

Sin GLs +indculo 3.16 2.81d 2.69d 2.55d 2.55d 2.49d 2.36d 2.32d

1.49 GLs + indculo 3.16 3.03b 2.86b 2.74b 2.72b 2.68b 2.77b 2.78Db

2.98 GLs+ in6culo 3.16 3.09a 297a 2.81la 2.87a 2.80a 2.87a 2.89a

DMSH 0.03 0.03 0.03 0.02 0.01 0.03 0.01

Temperatura °C

22 3.16 2.94b 2.83b 2.54c¢ - - - -

4 3.16 291b 2.75¢ 2.71b 2.66b 2.58b 2.59b 2.53b

0 3.16 30a 2.88a 279a 2.73a 2.69a 2.70a 2.70a

DMSH 0.02 0.02 0.02 0.01 0.005 0.01 0.01

‘Medias con la misma letra dentro de columnas y factor no son diferentes (Tukey con p<0.05). "No significativo; DMSH= diferencia minima significativa honesta. GLs=

Glucosinolatos; 'datos perdidos por senescencia.

Losresultados dela capacidad antioxidante podrian atribuirse,
a la vitamina C y los compuestos fenolicos, presentes
en las hojas de arugula los cuales no fueron afectados.
Recientemente se ha ganado mas la atencion a una dieta rica
en vegetales que por su capacidad antioxidante protegen al
organismo de la accion de radicales libres, causantes de los
procesos de envejecimiento y que pueden ayudar a prevenir
ciertas enfermedades como el cancer (Sun-Ju et al., 2004).

La temperatura de almacenamiento mantuvo la capacidad
antioxidantea0°Cde3.0mgg'a2.7mgg!, durantelos 15
dias de almacenamiento, con diferencias de los tratamientos
de4y 22 °C. Autores como Martinez-Sanchez ez al. (2006)
cuando almacenaron a 4 °C, obtuvieron una reduccion de
60% en la capacidad antioxidante con valores que pasaron
de 104.8 hasta 47.6 mg 100 g! a los 14 dias. Por su parte
Nicola et al. (2010) tuvieron un decremento de 69% al
almacenar a 12 °C con un valor de 1.96 pumol Fe?" g!al

The storage temperature kept the antioxidant capacity
at 0 °C for 3.0 mg g! at 2.7 mg g, during the 15 days
of storage, with differences of treatments of 4 and 22
°C. Authors like Martinez-Sanchez et al. (2006), when
stored at 4 °C, obtained a 60% reduction in antioxidant
capacity, values fell from 104.8 to 47.6 mg 100 g' after
14 days. Nicola et al. (2010) had a decrease of 69% by
storing at 12 °C with 1.96 mol Fe?* g”! point out that, the
antioxidant capacity was devoted to control the radical
species formed after cutting and significantly influenced
by storage temperature over time.

Vitamin C

Vitamin C content is maintained within the range of 86.3
to 48.3 mg g in the treatment 2.98 ug mL"' + inoculum,
while the treatment without GLs + inoculum declined to
19.5 mg g' (Table 3). Authors like Kim and Ishi (2007)
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respecto sefialan que la capacidad antioxidante, fue dedicada
a controlar las especies de radicales formados después del
corte y significativamente influenciada por la temperatura
de almacenamiento a través del tiempo.

Vitamina C

El contenido de Vitamina C se mantuvo dentro de los valores
de86.3a48.3mgg", enel tratamiento 2.98 pgmL"' +indculo,
mientras que en el tratamiento sin GLs +indculo decayd hasta
19.5 mg g' (Cuadro 3). Autores como Kim e Ishi (2007)
obtuvieron contenido de vitamina C de 1.45 mg g'alos 10
dias de almacenamiento a 4 °C en hojas de artigula, valores
mas bajos a los obtenidos en este trabajo. El contenido es
importante en la conservacion de alimentos, toda vez que es
uno de los antioxidantes mas efectivos, con efecto protector
frente a los radicales libres (Gonzalez-Aguilar, 2005). En el
Cuadro 6 puede apreciarse que para esta variable existieron
diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos con
concentraciones de GLs contenidos en el jugo debrocoliy GLs
coninoculo, aplicados durante todo el periodo de evaluacion.

obtained vitamin C of 1.45 mg g after 10 days of storage
at 4 °C in arugula leaves, lower the values obtained in this
work. Content is important in food preservation, since it is
one of the most effective antioxidants with protective effect
against free radicals (Gonzalez-Aguilar, 2005). The Table 6
shows that for this variable significant differences (p>0.05)
between the treatments with GLs concentrations contained
inbroccolijuice and GLS with inoculum applied throughout
the evaluation period.

Regarding the effect of temperature, we obtained that the
treatment 0f 2.98 pg mL-"' + inoculum at 0 °C was the best
preserved the vitamin C with a value at the end of storage
of37.4 mg g unlike the treatment which showed a value
of 32.1 mg g'. Meanwhile Nicola et al. (2010), found a
decrease 0f32.5% in the content of vitamin C (9.3 mg 100
g tobe stored at4 °C and 46.6% at temperatures of 12 °C
after 10 days of storage. Martinez-Sanchez et al. (2006),
determined values of 50 mg 100 g at 8 °C storage. Kim
and Ishi (2007) mentioned that, the availability of vitamin
C is influenced by numerous factors such as the intensi

Cuadro 3. Efecto de concentraciones de GLs y temperaturas de almacenamiento en el contenido de vitamina C en hojas
de arugula, el dato representa el promedio de n repeticiones.
Table 3. Effect of concentrations of GLs and storage temperatures in the content of vitamin C in arugula leaves, the data

represents the mean of n repetitions.

Factor/nivel Dias de vida poscosecha

pgmL'de GLs 0 3 5 7 9 11 13 15
Vitamina C mg g’

Concentraciones

Sin GLs, sin indculo 86.3" 67.5¢t 59.2¢ 51.6¢ 53.0c 478 ¢ 39.8¢ 34.5¢

Sin GLs +indculo 86.3 59.0d 41.5d 35.8d 32.6d 27.9d 22.4d 19.5d

1.49 GLs + indculo 86.3 70.1b 64.2b 56.1b 59.5b 54.0b 44.4b 39.4b

2.98 GLs+ indculo 86.3 73.8a 69.2 a 59.2a 67.5a 61.8a 53.4a 48.3a

DMSH 1.50 1.57 1.33 1.33 1.07 1.32 0.76

Temperatura °C

22 86.3 60.3 ¢ 47.0c¢ 32.1c¢ -1 - - -

4 86.3 69.0b 61.0b 56.5b 50.9b 4570 38.2b 33.5b

0 86.3 73.5a 67.6a 63.4a 553a 50.0a 41.6a 374a

DMSH 1.18 1.23 1.04 0.70 0.56 0.69 0.40

‘Medias con la misma letra dentro de columnas y factor no son diferentes (Tukey con p<0.05). "No significativo; DMSH= diferencia minima significativa honesta. GLs=

Glucosinolatos; 'datos perdidos por senescencia.

En relacion al efecto de la temperatura se obtuvo que el
tratamientode 2.98 ugmL! +indculoa0 °C fue el que conservod
mejor el contenido de vitamina C con un valor al final del
almacenamiento de 37.4 mg g'a diferencia del tratamiento a
temperatura ambiente el cual mostrd un valor de 32.1 mg g'!.

ty of light, storage temperature and exposure to pollutants
that may modify their content stored or products during
postharvest life as is one of the most vulnerable to the
conditions of processing and preserving constituents
(Davey et al., 2000).
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Porsuparte Nicolaetal. (2010) encontraron un decremento de
32.5%enelcontenidodevitaminaC(9.3mg 100g ") alalmacenar
a4°Cyde46.6% bajotemperaturasde 12 °C despuésde 10 dias
dealmacenamiento. Alrespecto Martinez-Sanchez et al. (2006)
determinaronvaloresde 50mg 100 g alalmacenara 8 °C.Kim
y Ishi (2007) mencionan que la disponibilidad de vitamina C
total es influenciada pornumerosos factores comolaintensidad
de la Iuz, temperatura de almacenamiento y exposicion
a contaminantes, que pueden modificar sus contenidos
en productos almacenados ¢ durante su vida poscosecha,
ya que es uno de los constituyentes mas vulnerables a las
condiciones de procesado y conservacion (Davey et al.,2000).

Fenoles

En relacion al contenido de fenoles (Cuadro 4), se observan
diferencias significativas (p> 0.05) entre las concentraciones
de GLs contenidos en el jugo de brocoli y GLs con inoculo,
los dias cinco, siete, nueve, once y quince de almacenamiento.
El mejor contenido de fenoles (0.22 mg g') se obtuvo en
la concentracion de 2.98 pg mL"! de GLs, mientras que el
tratamiento sin GLs +in6culo mostr6 una disminucion a partir
del dia nueve sin alcanzar el valor inicial terminando con 0.15
mgg',eneldia 15, los valores obtenidos son comparados con
los de Nicola et al. (2010) quienes reportan valores de 0.20 a
0.15mg g, sin embargo los valores obtenidos en este estudio
conlas concentracionde2.98 ugmL'y 1.49 pgmL"'de GLs+
inoculo fueronde 0.20y0.22 mg g, los compuestos fendlicos
sonun grupo deantioxidantes y laactividad puede seratribuida
alefectossinérgicodelavitamina Cylacapacidad antioxidante.

Maria Antonia Flores-Cérdova et al.

Phenols

Regarding the content of phenols (Table 4), significant
differences (p> 0.05) between the concentrations of GLs
contained in broccoli juice and GLS with inoculum days
five, seven, nine, eleven and fifteen storage were observed.
The best content of phenols (0.22 mg g') was obtained
in the concentration of 2.98 mug mL! of GLs, while
treatment without GLs + inoculum showed a decrease from
ninth day without reaching baseline ending 0.15 mg g,
on day 15, the values obtained are compared with those
of Nicola ef al. (2010), who reported values from 0.20
to 0.15mg g'; however, the values obtained in this study
with the concentration of 2.98 ug mL"! and 1.49 ug mL"!
of GLs +inoculum were 0.20 and 0.22mg g*!, the phenolic
compounds are a group of antioxidants and activity can
be attributed to the synergistic effects of vitamin C and
antioxidant capacity.

Storage at 0 °C presented to maintain amounts of tannic acid
0f0.26t0 0.19 mg g ! after 15 days of storage. These results
were higher than those observed by Martinez-Sanchez et
al. (2006), who found values of 109.3 g to 56.3 mg 100
g1 of gallic acid in leaves of arugula, stored at 4 °C, for 14
days at representing a decrease of almost 50% compared
to the concentration used in this study which was lower.
Phenolic compounds have received considerable attention
as potential protective factors for cancer and heart disease,
inpart because ofits powerful antioxidant properties dietary
worldwide (Cartea et al., 2011).

Cuadro 4. Efecto de concentraciones de GLs y temperaturas de almacenamiento en el contenido de fenoles en hojas de
arugula, el dato representa el promedio de n repeticiones.
Table 4. Effect of concentrations of GLs and storage temperatures phenol content in leaves arugula, the data represents

the mean of n repetitions.

Factor/Nivel Dias de vida poscosecha

pgmL'de GLs 0 3 5 7 9 11 13 15
Fenolesmg g’

Concentraciones

Sin GLs, sin in6culo 0.32" 0.23 ¢ 0.21c¢ 0.20¢ 0.20¢ 0.20¢ 0.19¢ 0.17¢

Sin GLs + in6culo 0.32 0.23¢ 0.19d 0.18d 0.19d 0.18d 0.16d 0.15d

1.49 GLs + in6culo 0.32 0.26b 0.23b 0.22b 0.24b 0.23b 0.21b 0.20b

2.98 GLs+ in6culo 0.32 0.29a 0.26a 0.25a 0.26a 0.26a 0.24a 0.22a

DMSH 0.007 0.004 0.004 0.004 0.004 0.005 0.003

Temperatura °C

22 0.32 0.27a 0.22b 0.19¢ - - - -

4 0.32 0.24¢ 0.21b 0.21b 0.21b 0.21b 0.20a 0.18b

0 0.32 0.26b 0.24a 0.23a 0.23a 0.22a 0.20a 0.19a

DMSH 0.002 0.003 0.003 0.002 0.002 0.003 0.001

‘Medias con la misma letra dentro de columnas y factor no son diferentes (Tukey con p<0.05). "No significativo; DMSH= diferencia minima significativa honesta. GLs=
Glucosinolatos; 'datos perdidos por senescencia.
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El almacenamiento a 0 °C presenté mantener cantidades
de acido tanico de 0.26 a 0.19 mg g! después de 15 dias
de almacenamiento. Estos resultados estuvieron mas altos
que de los observados por Martinez-Sanchez et al. (2006)
quienes encontraron de valores de 109.3 g a 56.3 mg 100
g de acido galico en hojas de arigula, almacenadas a 4 °C,
por 14 dias lo que representd una disminucion casi del 50
%, en comparacion con la concentracion que se utilizé en
este estudio la cual fue menor. Los compuestos fenolicos
han recibido una considerable atencion por ser factores
potencialmente protectores contra el cancery enfermedades
del corazon, en parte debido a sus propiedades antioxidantes
potentes en la dieta en todo el mundo (Cartea et al., 2011).

Conclusiones

La aplicacion de GLs contenidos en el jugo de brocoli y el
almacenamiento a 0 °C preservaron mejor la fisiologia de las
hojas de artigula, segun lo muestran las variables evaluadas,
capacidad antioxidante, vitamina C y fenoles, las cuales no
se vieron afectadas y alargaron la vida de anaquel. Por lo
que estos resultados corroboran la actividad antifingica del
jugodebrocoli (GLs), in vitroy en vivo como unaalternativa
potencial para el control de Alternaria alternata en el manejo
postcosecha de aragula.
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