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1. RESUMEN

Se determino la presencia de 4.76 mg/g (0.476 % P/P) de Sulforafano
de la muestra de retofios de brécoli que se cultivé bajo un sistema controlado
(Tabla No. 3), temperatura 18-22 °C, pH 6.5, fotoperiodo de 11-13 horas de luz,
humedad relativa intermedia a baja, ademas el brécoli fue cortado al 5°. dia de
retofio (Anexo No. 1, Fotografias No. 1-13), para la obtencién de o6ptimos
resultados. Bajo este proceso se obtuvieron 16 retonos de brocoli (ver anexo

No. 1, fotografia No. 12), con lo que se procedi6 a la fase de extraccion.

En el proceso de extraccion se realizdé una hidrdélisis con una solucion de
acido clorhidrico a pH 3 con lo que la glucorafanina se transforma a
Sulforafano. Posteriormente se realizaron extracciones liquido-liquido usando
como solvente diclorometano quedando un gel de color café (Anexo No. 1,
Fotografias No. 14-17).

Se separd el Sulforafano presente de los otros compuestos
contaminantes usando cromatografia por exclusiéon de tamafo (Sephadex) y
una placa cromatografica de silica gel preparativa, identificando 'y
cuantificando de esta manera el Sulforafano presente en el extracto por
Cromatografia liquida de Alta Resolucién con detector de luz ultravioleta -
visible (UV-Vis).
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2. INTRODUCCION

Brassica oleracea var italica, conocida con el nombre comun de brécoli,
es una planta horticola, una especie de col, muy afin taxonGmicamente a la
coliflor. El brécoli es una mata ramificada de unos 60 cm. de altura con
capitulos verdes comestibles y tallos gruesos. Presenta flores carnosas de
colores purpura y blanco, también comestibles. La variedad pequefia o

calabresa es conocida en algunos lugares como brocoli italiano (1,2).

La Brassica oleracea var italica es un alimento natural utilizado como
protector del cancer; en la ultima década se han realizado estudios
demostrando el importante papel de esta crucifera en la prevencién de un gran
numero de tumores, gracias a los isotiocianatos que posee en especial 1-
isotiocianato-4-(metilsulfinil)butano llamado también Sulforafano, proveniente
de la glucorafanina presente en brocoli, este compuesto actia como precursor
de enzimatico, estimulando las defensas anticancerigenos previniendo la

formacion y crecimiento de tumores cancerigenos (1,3).

Tomando en consideracion lo anterior, se extrajo, identifico y cuantifico el
Sulforafano  [1-isotiocianato-4-(metilsulfinil)  butano],  proveniente  de
glucorafanina como precursor, presente en Brassica oleracea var italica,
(brécoli), en su estado fenolégico de retofo, ya que durante esta etapa posee

mayor cantidad (3).

El proceso se inicio con el cultivo de brocoli, seguido de una hidrélisis para
la conversion de glucorafanina a Sulforafano y luego por extraccion liquido-
liguido para la obtencion de Sulforafano, purificandolo por columna
cromatografica de Sephadex y placa cromatografica preparativa de silica gel, y
por ultimo se identifico y cuantificé el Sulforafano por cromatografia liquida de

alta resolucién —HPLC- con detector ultravioleta-visible (UV-VIS).
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3. ANTECEDENTES

3.1.Descripcién Botanica del Brocoli:
Brassica oleracea var. italica o brécoli pertenece a las Brasicaceas,
que son hierbas anuales o bianuales con cerca de 100 especies, algunas de
estas son consideradas malezas y otras son utilizadas como alimento o
condimento (1) (Anexo No. 1, Fotografia No. 1).
El brécoli, es considerado como una verdura y se han desarrollado varias
variedades para su mejoramiento, cada una de estas tiene caracteristicas
especiales (1):
o Sultan: Variedad capaz de soportar el calor. La cabeza es llena y las
flores son pequenias (4).

o Mariner: Cabeza en forma de domo, flor pequefia y apariencia uniforme,
color intenso (4).

o0 Barbados: Cabeza en forma de domo, color excelente y tallo robusto (4).

o Arcadia: Puede subsistir a varios climas, produce cabezas en forma de
domo con ramificaciones robustas (4).

Se debe de cultivar en un clima frio, ya que para su 6ptimo desarrollo
requiere temperatura alrededor de los 8 °C, aunque puede soportar
temperaturas entre los 2°C y 25°C y un fotoperiodo de 11-13 horas luz y la

humedad relativa intermedia a baja.

3.2.Fenologia del crecimiento:
Se divide en varias fases hasta que es cosechado, el tiempo de la misma

depende de la variedad que se esté utilizando:

3.2.1. Fase Juvenil: Se inicia con la germinacion y se

caracteriza porque en esta fase so6lo se forman hojas

().

3.2.2. Fase de Induccién Floral: Por la accion de las
bajas temperaturas esta en la aptitud para reproducirse

y en la capacidad para formar un cogollo de yemas



15

hipertrofiadas y hojas. Para la formacion de las flores
ademas, se debe considerar la variedad y la edad de la
planta, cuando inicia la floracion termina la produccién
de hojas (5).

3.2.3. Fase de formaciéon de cogollos o fase de retoino:
Las ramificaciones preflorales del cogollo inician un
crecimiento en longitud, lo que ocasiona una
descompactacion de la inflorescencia. En esta fase es
importante el clima y la humedad relativa. Para poder
florecer, los cultivares necesitan frio (5). Esta es la fase
de mas importancia para la presente investigacion, ya
que segun los estudios realizados por Fahey (1997,
Maryland, Estados Unidos) se sabe que durante esta
fase el brocoli presenta mayor cantidad de

glucorafanina precursor del Sulforafano (3,5).

3.2.4. Fase de polinizacion y de fructificacion: Es
cruzada y entomofila. Comercialmente el corte de las
flores se realiza previa a que las flores se abran para
poder ser polinizadas, debido a que la compactacion de

la cabeza se reduce y ocurre un cambio de coloracion

(5).

3.3.Compuestos presentes en Brassica oleracea italica
(brécoli):

Brassica oleraceae var. italica, (brocoli) es una verdura muy utilizada
ya que es una fuente concentrada de vitaminas, minerales, fibra y
sustancias fitoquimicas no nutritivas, como por ejemplo compuestos
azufrados, los cuales en un trabajo pionero de Wattenberg (1977) se
identificaron en las cruciferas cuya aplicacion es la proteccién contra el
cancer (6).

A continuaciéon se presenta la tabla No. 1 que ilustra la composicion
del brécoli (7):



Tabla No. 1:

Compuestos y elementos presentes en Brassica oleracea var. italica (Brocoli)(6)

Componente Precursor’ Metabolito Beneficios para la salud
® Glucorafanina Isotiocianatos: Pueden inhibir tumores.
L En brécoli se aislé el 1-
o
3 5 CegHoN,OC=NOS0,0K RSO(CH.),.NCS isotiocianato-4-
=3 | CH3SO(CH,),NCS | (metilsulfinil)butano
8 o SC:H; 05 (Sulforafano) que es un potente
& inhibidor de tumores mamarios
y estomacales.
®» Sinigrina Isotiocianatos: Pueden proporcionar
@ —_— L
S w . proteccion contra los agentes
2 e C:HsC=NOSO,0K RSO(CH,).NCS quimicos inductores de cancer,
% S | inclusive de la replicacion del
4 ) irus VIH.
g 8 o SCeH110s vird
o S5 T
2 ©
§ Glucobrasicina Isotiocianatos: Previene el cancer en general,
S o también se ha determinado que
o % CoH:NC=NOSO, 0K RSO(CHZ).NCS son protectores de canceres
3 | inducidos por hormonas.
© SCH; 05
o
(2}
£
% Neoglucobrasicina Isotiocianatos:
c
2 CoH:NC=NOSO,0K RSO(CHZ).NCS
E |
© SCH;, 0
CHy1 O
Sulfoxidos S-metilcistein sulféxido | Inhibe La mutagénesis inducida
uimicamente or radiacion
(RZS:O) C13H2803S ?JV y p
Vitaminas Vitamina A, C, Tiamina, | Las vitaminas A y C se ha
- . . demostrado que poseen
Niacina y Riboflavina. . : .
propiedades anticancerigenos
ademas de las que ya se
conocian.
Minerales Potasio, Magnesio, | Ayudan en el crecimiento y
. . . fortalecimiento de huesos vy
Hierro, Zinc, Fésforo y | .
dientes sanos.
Calcio
Fuente: Mazza, G. Alimentos Funcionales. Aspectos Bioquimicos y de Procesado. Edicion

Acribia S.A. Espaiia. 1998. Pp. 33-55.

! Revisar estructuras en el Anexo No. 2




3.4.Investigaciones previas:

3.4.1. Brécoli como anticancerigeno:

Desde 1977 la Universidad Johns Hopkins se intereso por el estudio
del brécoli, debido a los compuestos azufrados presentes, ya que podrian
ser una cura para el cancer, estos estudios fueron realizados tanto por
cientificos estadounidenses como franceses. Uno de los profesores que
mas ha dedicado su trabajo a la investigacion del brécoli como
anticancerigeno es el profesor J. Fahey de la Universidad de Johns
Hopkins de Baltimore (Maryland, USA), en 1997 logré aislar e identificar
una sustancia llamada Sulforafano [1-isotiocianato-4-metilsulfinil)butano) ],
un compuesto natural del brécoli que seria el motor del aumento de las
enzimas que bloquean la formacién tumoral (8).

De igual manera J. Mercola (1997) comprob6 en estudios con
animales, que el Sulforafano promueve enzimas que dan proteccion
molecular al cancer causado por quimicos y ayudando a reducir este mal
(9).

La funciéon del Sulforafano consiste en actuar como un quimico-
protector-deliberado, que incrementa en el cuerpo mecanismos de
defensa que reducen la susceptibilidad a carcinégenos (9).

El Sulforafano actia de una forma indirecta, estimulando nuestras
defensas anticancerigenas y de esta forma previene la aparicion de
tumores, actua rapidamente con la desintoxicacion por electrofilos y la
reactividad del oxigeno a los metabolitos que pueden causar la
mutagénesis de las células y la neoplasia (3,9).

El trabajo elaborado en el 2001 por Finley, J. et. al. y el Centro
Nacional de Investigacion Cientifica de Francia, afirma que esta hortaliza
puede ser un eficaz sustituto de los antibidticos que eliminan la bacteria
Helicobacter pylori. Ademas de ayudar a la digestidon de los alimentos, el
Sulforafano presente en grandes cantidades, es eficaz contra todo tipo de

cancer (10,11).
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3.4.2. Presencia del Sulforafano en brécoli:

En el afo 1992 Paul Talalay y sus colaboradores aislaron el
Sulforafano y desde entonces se han hecho multitud de trabajos para
comprobar sus propiedades anticancerigenas (12).

En un trabajo efectuado por T. Shapiro, et. al. (2001), se reporta que
la sustancia presente en el brécoli es la glucorafanina como precursor del
Sulforafano. La glucorafanina se hidroliza y produce Sulforafano, siendo
este el compuesto que finalmente consume el organismo como

anticancerigeno (13).

3.4.3. Cantidad presente de glucorafanina (precursor del
Sulforafano) en brécoli:

A mayor cantidad de glucorafanina en brécoli mayor sera la

cantidad de Sulforafano a obtener (14). La siguiente reaccion muestra

la conversién de Sulforafano a partir de glucorafanina y la enzima

mirosinasa presentes en el brocoli (14).

HO
O
g SWOH Glucosa ‘C‘S‘) QH HSO, o
— ~ -

‘0,50 =~

Sulforafano
Glucorafanina

El retofio de brdcoli es una excepcional fuente de introducciéon de
células enzimaticas que desintoxican de los quimicos cancerigenos, ya
que en dichos brotes existe una concentracion elevada de Sulforafano
(14,16,17).
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En el aflo 2001 Paul Talalay reportd que pequefas cantidades de
retoio de brocoli fresco contienen grandes cantidades de proteccion
contra el cancer en forma natural, calculos aproximados determinaron que
retofos de brocoli en Estados Unidos poseen cinco gramos de
glucorafanina (precursor del Sulforafano) en 150 gramos de brécoli, o que
equivaldria a 0.6 %P/P de Sulforafano debiéndose consumir 720 gramos
de brécoli (17,18).

Una persona debe consumir 720 gramos de retofio de brécoli fresco
durante la semana para reducir en un 50% el riesgo de cancer (16).

Estudios realizados por Talalay (2001) y Mercola (2002), advierten
que la cantidad de Sulforafano en el brocoli fresco varia
considerablemente de unos brotes a otros, por lo que es muy dificil
obtener cantidades tan elevadas de Sulforafano en todos sus brotes (3,
9,10).

3.4.4. Isotiocianatos procedentes de glucosinolatos

presentes en Brassica oleracea var italica (brocoli):

El Sulforafano fue identificado en 22 variedades de repollo,

inicialmente por Daxenbichler, y luego por un método modificado de

Daxenbichler y VanEtten, detectando ademas del Sulforafano

compuestos muy parecidos llamados isotiocianatos que también se
encuentran en Brassica oleracea var italica (18).

Los compuestos azufrados reportados de mayor importancia se

especifican en la tabla No. 2 (Pag. No. 17). Todos estos compuestos han

sido identificados por cromatografia de gases y cromatografia de gases

acoplado a espectroscopia de masas (18).
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Tabla No. 2

Isotiocianatos presentes en Brassica oleracea var. Italica (brécoli)

1
S~ ——N=C=s8

1-isotiocianato-4-(metilsulfinil)butano
Sulforafano

(compuesto anticancerigeno)
[a]®p: -79.3 (c = 1.22g/100ml en cloroformo)
[a]*°p: -78.6 (c = 1.19g/100ml en cloroformo)
UVmax 238 nm (e =910 M'em™)
UViax 226 nm (€ = 15300 M'em™), sobre
adicion de 0.1M NaOH.

0O
|

S~ N=cC=5

1-isotiocianato-3-(metilsulfinil)propano

4-(metilsulfinil)butanonitrilo(12).

5-(metilsulfinil)pentanonitrilo

Rosa Patricia Navas Najera, 2004.

Para la separacion, purificacion e identificacion de isotiocianatos se

utiliza basicamente un proceso que consiste en una hidrdlisis, extraccion

con solventes y determinacion por HPLC (19,20).
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4. JUSTIFICACION

En la ultima década se ha demostrado el importante papel de la
incorporacion del brécoli en la dieta con el propdsito de prevenir un gran
namero de tumores e inhibir la ocurrencia de cancer gracias a la presencia
de Sulforafano procedente de la glucorafanina presente en retofios de
brécoli. El Sulforafano  [1-isotiocianato-4-(metilsulfinil) butano], actua
estimulando las defensas anticancerigenas previniendo la aparicién de
tumores. Segun investigaciones previas los retofios de brocoli después de
su germinacion, contienen mayor cantidad de glucorafanina y por lo tanto
mayor cantidad de Sulforafano, que en la planta madura.

Ante la alternativa de la incorporacion del brocoli y otras cruciferas con
las propiedades mencionadas en la dieta y considerando que se trata de
un cultivo no tradicional de exportacion y de comercializacion en
Guatemala se pretende identificar y cuantificar el Sulforafano en el estado
fenoldégico de retofio del brécoli en una de las especies mas cultivadas en

nuestro pais.
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5. OBJETIVOS

5.1.General:

Cuantificar el Sulforafano, [1-isotiocianato-4-
(metilsulfinil)butano], procedente de glucorafanina presente en
Brassica oleracea var. Italica en su fase de retofio mediante

cromatografia liquida de alta resolucion-HPLC-.

5.2. Especificos:

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

Cultivar retofios de Brassica oleracea var. Italica, cultivada en
condiciones controladas de temperatura, pH, luz y humedad
relativa.

Aislar el Sulforafano, [1-isotiocianato-4-(metilsulfinil)butano]
procedente de glucorafanina presente en Brassica oleracea
var. italica.

Identificar y cuantificar Sulforafano, [1-isotiocianato-4-
(metilsulfinil)butano] procedente de glucorafanina presente en
Brassica Oleracea var. Italica por cromatografia liquida de alta
resolucion-HPLC- con detector de Ultravioleta-Visible (UV-
Vis).
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6. HIPOTESIS

Retofios de Brassica oleracea var italica, cultivados en condiciones
controladas de temperatura, pH, luz y humedad relativa presenta cantidades

medibles de Sulforafano.



24

7. MATERIALES Y METODOS

7.1.Universo: Brassica oleracea var italica
7.2.Muestra: Brassica oleracea var italica cultivada en medio
controlado.
7.3.Recursos:
7.3.1. Humanos:
7.3.1.1. Asesor Interno: Licenciada Diana Pinagel

7.3.1.2. Asesor Externo: Licenciado Jorge Garcia

7.3.2. Materiales:
7.3.2.1. Recursos Institucionales:

7.3.2.1.1. Empresa R.G.H., S.A.

7.3.2.1.2. Unidad de Analisis Instrumental, Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad San
Carlos de Guatemala.

7.3.2.1.3. Departamento de  Quimica  Organica,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
Universidad San Carlos de Guatemala.

7.3.2.1.4. Departamento de Fisicoquimica, Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad San
Carlos de Guatemala.

7.3.2.1.5. Departamento de Toxicologia, Antigua
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
Universidad San Carlos de Guatemala.

7.3.2.2. Equipo:

7.3.2.2.1. Rotavapor

7.3.2.2.2. Cromatoplacas de Silica gel 60F-254

7.3.2.2.3. Columna Cromatografica de Vidrio de
3X50cm

7.3.2.2.4. Balanza analitica Sartorius

7.3.2.2.5. Lampara de luz ultravioleta 254nm Merck A-
132
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7.3.2.2.6. Desecadora

7.3.2.2.7. Cromatografo para Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién Merck HITACHI. (Anexo No. 1,
Fotografia No. 18).
Bomba:  Merk HITACHI Bomba Inteligente LC 62002
Detector : Merk HITACHI UV-VIS L 2450
Columna: Merck LiChrospher Rp-18e 250X22.5 mm

7.3.2.3. Cristaleria:

Capacidad Material
Camara Cromatografica 20X 20 Vidrio
Balones aforados 100, 50, 25 ml Vidrio
Probeta 100, 25, 10 ml Vidrio
Beakers 250, 100, 50, 25 ml Vidrio o plastico
Kitazato 250 ml Vidrio
Probeta 50 ml Vidrio
Tubosdeensayo - Vidrio
Campanas - Dunhan
Capilares Sin heparina
Vidrio de reloj Pequefio Vidrio
Termoémetro 0-300°C ----
micro pipetas 10 cm. de longitud Vidrio
Espatua e Acero inoxidable
Rejilla e Asbesto

Pinzas universales
Balanza

_____ Semi-analitica

Manguera 3 pies de largo Para vacio
Soporte universal - -——-
Tijeras e e
Matraces Earlenmeyer 250y 25 ml Vidrio
Micropipetas - Vidrio

7.3.2.4. Reactivos:
7.3.2.4.1. Fertilizante liquido 75N 25P 25K
7.3.2.4.2. Hexano p.a.
7.3.2.4.3. Diclorometano grado reactivo
7.3.24.4. Sulfato de sodio anhidro Pureza 99.8%
7.3.2.4.5.  Agua desmineralizada
7.3.2.4.6. Sephadex G-10
7.3.24.7. Nitrégeno gaseoso
7.3.2.4.8. Metanol p.a.
7.3.24.9. Acetona p.a.



7.3.2.4.10. Cloroformo p.a.
7.3.2.4.11. Acetonitrilo HPLC
7.3.2.4.12. Agua HPLC
7.3.2.4.13. Acido clorhidrico

7.3.3. Métodos:
7.3.3.1. Resumen (Anexo No. 3):

Se cultivaron 16 plantas de brocoli bajo un sistema controlado,
dentro de la ciudad de Guatemala a temperatura 15-22 °C, pH 6.5,
fotoperiodo de 11-13 horas de luz, humedad relativa intermedia a baja,
este proceso se detalla en inciso 7.3.3.2. (21).

Luego se realiz6 una hidrdlisis con una solucion de acido
clorhidrico de pH 3, para obtener Sulforafano a partir de glucorafanina.
Posteriormente se realizaron extracciones liquido-liquido usando como
solvente diclorometano y agua hasta llevar el extracto a un aceite de
color café-dorado, este proceso se detalla en el inciso 7.3.3.3. (19).

Se separé el Sulforafano de los otros compuestos mediante
cromatografia en columna utilizando Sephadex como fase estacionaria
y metanol al 5% como fase movil; ademas una placa cromatografica de
silica gel que se eluye con hexano:eterdietilico 50:50, segun la
metodologia del inciso 7.3.3.4. Y por ultimo se identificd y cuantificd por
medio de cromatografia liquida de alta resolucion —HPLC- con detector

de luz ultravioleta-visible, como lo indica el inciso 7.3.3.5. (19).

7.3.3.2. Cultivo:

7.3.3.2.1. Medir la distancia entre planta y planta, ya
que este debe de ser de 22 cm en disposicion
triangular, esto es para permitir una mejor
distribucion de plantas y de esa manera una
mejor difusion de aire, mejor sanidad vy
temperatura de cultivo.

7.3.3.2.2. Sembrar 20 plantas.

7.3.3.2.3. Fertilizar con fertilizante liquido 75N, 25P, y
25K :



7.3.3.2.4. Controlar que el pH del suelo tomando dos
gramos de este mezclarse en agua y tomar el
pH este debe de oscilar entre los 55 a 7.5
siendo el 6ptimo 6.5.

7.3.3.2.5. Cortar el cultivo al llegar al 5to. dia de retoiio,
es decir cuando tiene dos hojas, se corta el

cultivo.

7.3.3.3. Aislamiento de Sulforafano:

7.3.3.3.1. Pesar 900g de brécoli y licuar hasta la
formacion de una pasta.

7.3.3.3.2. Desgrasar la muestra con 400mL de hexano
a temperatura ambiente.

7.3.3.3.3. Separar la muestra, filtrar y dejar al aire
hasta secar.

7.3.3.3.4. Pesar la muestra seca y adicionar 500ml de
solucion de acido clorhidrico a pH 3 para su
hidrolisis durante 24 horas.

7.3.3.3.5. Liofilizar el producto obtenido (harina).

7.3.3.3.6. Extraer con diclorometano seco a
temperatura ambiente.

7.3.3.3.7. Concentrar en un rotavapor a 40°C el
extracto crudo de diclorometano, hasta la
obtencién de un aceite de color café oscuro.

7.3.3.3.8. Lavar el concentrado dos veces con 150ml de
agua.

7.3.3.3.9. Mezclar las capas acuosas y homogenizar

7.3.3.3.10. Saturar con cloruro de sodio las capas
acuosas y reextraer con 400ml de
diclorometano.

7.3.3.3.11. Secar la capa de diclorometano con

sulfato de sodio anhidro.
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7.3.3.3.12. Concentrar al vacio en un rotavapor a
40°C, hasta que el extracto concentrado sea de
color café dorado.

(Diagrama de flujo, Anexo No. 3.2.)

7.3.3.4. Separacion de Sulforafano en columna de
Sephadex:

7.3.3.4.1. Colocar el extracto de brécoli obtenido en el
inciso 6.3.3.3.12, dentro de una columna
preparatoria abierta (60cm X 3cm de diametro
interno) conteniendo Sephadex gel de filtracion
medio.

7.3.3.4.2. Eluir con metanol al 5% en agua a una
velocidad de flujo de 2-5ml/min.

7.3.3.4.3. Descartar un volumen de aproximadamente
220ml.

7.3.3.4.4. Colectar 10 fracciones de eluato de 10ml
cada una.

7.3.3.4.5. Saturar con cloruro de sodio las capas
acuosas.

7.3.3.4.6. Reextraer con 400ml de diclorometano cada
capa.

7.3.3.4.7. Secar la fase de diclorometano con sulfato de
sodio anhidro.

7.3.3.4.8. Concentrar cada fraccion al vacio en un
rotavapor a 40°C,

7.3.3.4.9. Secar bajo nitrogeno, hasta la formacion de
una sustancia semicristalina de color café claro.

7.3.3.4.10. Las fracciones derivadas de brocoli
contienen isotiocianatos y nitrilos (19):

e 1-isotiocianato-4-(metilsulfinil)butano (IMSB)

¢ 1-isotiocianato-3-(metilsulfinil)propano
(IMSP)

e 4-(metilsulfinil)butanonitrilo (MSBN)

e 5-(metilsulfinil)pentanonitrilo (MSPN)
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(Diagrama de flujo, Anexo No. 3.3.)

7.3.3.4.11. Purificar las fracciones concentradas en

columna de Sephadex, representando el

rendimiento de 1-isotiocianato-4-
(metilsulfinil)butano (IMSB) en 50g de Brocoli.

7.3.3.4.12. Purificar las fracciones concentradas por
medio de cromatografia en capa fina preparativa
de silica gel (20 X 20cm, espesor 1mm), usando
como solventes hexano:eter dietilico 50:50.

(Diagrama de flujo, Anexo No. 3.4)

7.3.3.5. Identificaciéon y cuantificacion de
Sulforafano [1-isotiocianato-4-
(metilsulfinil)butano] por cromatografia liquida
de alta resolucién -HPLC-:
7.3.3.5.1. Para la identificacién y cuantificacion del
Sulforafano por cromatografia liquida de alta
resolucion —HPLC-, diluir las muestra obtenidas
de la cromatografia en capa fina de silica gel, en
0.5 ml con acetonitriio y establecer Ias
siguientes condiciones:
7.3.3.5.1.1. Columna: LiChrospher Rp-18e 15um
7.3.3.5.1.2. Fase movil:
acetonitrilo:acido clorhidrico pH 5.4
(85:15)
7.3.3.5.1.3.  Flujo: 1 ml/min.
7.3.3.5.1.4. Detector: Ultravioleta-visible (236nm)
7.3.3.5.1.5. Inyeccion: 10 pl.

(Diagramas de flujo, Anexo No. 3.5.)
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7.4.DISENO DE INVESTIGACION:

Debido a la naturaleza de la prueba y el analito que se analiza
(Sulforafano), cuyas concentraciones varian de un cultivo a otro e incluso
entre un estado fenoldgico y otro, y tomando en consideracién que no se
ha realizado ningun tipo de estudio en brocoli cultivado en Guatemala se
realiz6 un estudio exploratorio donde se verificO la presencia de
Sulforafano y se cuantifico por Cromatografia liquida de alta resolucion.

Se realizo ensayo de repetibilidad (5 repeticiones) y de linealidad (5
puntos), para confirmar que los resultados son confiables con el método
utilizado.

En el ensayo de repetiblidad se calculo es coeficiente de variacion y en
el de linealidad el coeficiente de regresion lineal.

7.4.1. Muestra analizada: Brocoli cultivado en Guatemala
(Brassica oleracea var. Italica).

7.4.2. Variables medidas: Concentracion de sulforano
expresado en gramos de Sulforafano por gramo de

muestra.

Se obtuvieron 16 retofios realizando el proceso de extraccion vy

cuantificacion por duplicado.
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Se cultivo brécoli en las condiciones predeterminadas como lo demuestra

la siguiente tabla:

Tabla No. 3

Condiciones de cultivo desde siembra de pilones hasta su cosecha

Condiciones Fase Fase de Retonos
juvenil | induccién Dias
(pilones) Floral
1 2 | 3|4 5
Temperatura °C - 18-22 20|21 |22 | 18 18
Humedad - Intermedia Intermedia
pH del suelo --- 6.5 6.5/65/65|/6.5| 6.5
Fotoperiodo - 13 13 113 | 13 | 13 13
Fotos 2-3 4-6 71819 |10]|11-13

Para la obtencion del extracto se comenz6é con secar la muestra. La
muestra seca se hidrolizé y luego se extrajo con diclorometano, el cual se
evapord en un rotavapor hasta la obtencion del extracto que luego se purificd

por

cromatografia en columna (F.M metanol al 5%; F.E. Sephadex) y

cromatografia en capa fina (F.M. hexano: éter dietilico 50:50; F.E. Silica gel),
como se aprecia en la siguiente tabla:

Tabla No. 4

Obtencién de extracto a partir de retonos de brécoli

Muestra humeda

Muestra seca

Extracto obtenido

Cantidad (g) 900.00 205.50 3.4060
Color Verde Café claro Café dorado
Apariencia Pastoso Harina Gel
Solvente 600 ml de 4 litros de

utilizado para
la extraccion

Acido clorhidrico

pH 4

Diclorometano

Fotos

15-16

17
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La concentracién del Sulforafano procedente de retofios de brocoli se
calculo por referencia de un estandar y de la ecuacién obtenida por el ensayo
de regresion lineal, 1o que se aprecia en la siguiente tabla:

Tabla No. 5
Cuantificacion de Sulforafano procedente de extractos de retoinos de brécoli

Concentracion
Anexo No. 6.5 | Sulforafano | Tiempo | Area | Concentracién | de Sulforafano
de del | de Sulforafano| en 100g de
retencion | pico (ng/ml) muestra
(%P/P)
Cromatograma Estandar 2.41 43100 70.8 -
No. 12
Cromatograma Extracto 2.40 61221 95.26 0.476
No. 13

Se realizd un ensayo de repetibilidad y linealidad con el fin de observar la
precision del método y su modelo lineal, teniendo muy buenos resultados, lo
que se demuestra en la siguiente tabla:

Tabla No. 6
Ensayo de Repetibilidad y Linealidad de Sulforafano
Ensayo Coeficiente de Coeficiente de Cromatogramas
Variaciéon regresion lineal en Anexos
Ensayo de 0.63 -—- Anexo 6.6
repetibilidad
Ensayo de --- 0.9938 Anexo 6.7
linealidad
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9. DISCUSION DE RESULTADOS
9.1. Cultivo de brocoli

Se cultivd brocoli (Brassica oleracea var italica), a la sombra a
temperaturas entre los 18-22°C, ya que a mayores temperaturas la
descomposicion de glucorafanina es inevitable, siendo posible cuantificar
Sulforafano en estos retofios cultivados, bajo las condiciones que se muestran
en la tabla No. 3 logrando la obtencién de 6ptimos resultados en el crecimiento
y desarrollo de la planta.

El brocoli fue cortado al quinto dia de su fase de retofio (Anexo No. 1,
Fotografia No. 11), su caracteristica principal es la formacion de yemas, Los
retofios de brécoli cortados al quinto dia no presentan el mismo tamafo (Anexo
No. 4, Fotografia No. 12), ésto es debido a que las plantas tienden a
desarrollarse en forma muy distinta y de alli que la concentracion de

Sulforafano también varia de cultivo a cultivo.
9.2. Extraccion de Sulforafano

Una vez licuada la muestra se hidroliza con una solucion de &acido
clorhidrico en pH de 3, para la transformacion de glucorafanina en Sulforafano

segun la siguiente reaccion:

HO
? S‘\ o Glucosa ? QH HsSO, e}
P P SH_A | s < A
‘ -OHQHO Mirosinasa C ‘ s N=C=35
] 7 \/\/
‘0,50 N
0504

Sulforafano

Glucorafanina

La muestra homogenizada se seca al aire sin calentamiento para evitar la
descomposiciéon del Sulforafano.

La extraccion de Sulforafano se realizé6 con diclorometano, ya que el
Sulforafano resulta muy soluble en este solvente, ademas gracias a su bajo
punto de ebullicibn no es necesario llevarlo a altas temperaturas para su
evaporacion con lo que se evita la descomposicién de Sulforafano provocado

por altas temperaturas, y se obtiene el extracto deseado.
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Segun la tabla No. 4 los retofios de brocoli contienen un 77.22% de agua,
teniendo unicamente el 23.88% de otros compuestos para la obtencion del
extracto, con lo que se explica que la cantidad de extracto final sea unicamente

de 3.4060g, a partir de 900.00 g iniciales de muestra.

9.3. Determinacién y cuantificacion del Sulforafano

9.3.1. Evaluacion de ruido

Antes de empezar todos los ensayos para la determinacién y
cuantificacion del Sulforafano por cromatografia liquida de alta resolucion se
verific6 que el ruido estuviera en 2, ya que este afecta la cuantificacién

afectando la definicion de la base del pico (Anexo No. 6.1, Cromatograma No.

1),

9.3.2. Evaluacion de columna

Se continué con la evaluacion de la columna LiChrospher Rp-18, usando
una solucion patron de hidrocarburos (antraceno, naftaleno y tolueno)
obteniendo picos simétricos y delgados los que se evaluan como muestras
(Anexo No. 6.2, Cromatogramas No. 2-4) para obtener una desviacion estandar
de su area y por consiguiente de su concentracion, dicha desviacion estandar
tuvo un valor numérico de 1.68 % (Anexo No. 4, Tabla No. 8), lo que nos indica

que la columna esta en control.

9.3.3. Ensayos para la determinacién y cuantificacién de Sulforafano

9.3.3.1. Determinacién de longitud de onda

El ensayo No. 1 se realizé para determinar cual era la mejor longitud de
onda para realizar el analisis de Sulforafano, dicho analisis se realizé a 215nm,
236nm y 260nm (Anexo No. 6.3 Tabla No. 9), ya que el maximo de absorcion
en ultravioleta reportado para el Sulforafano es a 236nm en acetona y pH

basico, verificando que la mejor longitud de onda se mantiene a 236nm en
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acetonitrilo, donde se obtuvo un pico simétrico y delgado que se observo en el
minuto 2.39 con un area de 48597 que representa una concentracion de 70.80
pag/ml (Anexo No. 6.3 Cromatograma No. 5). A pesar de que el area del pico es
mayor a 215nm, también se observaron otros 11 picos que representan
contaminantes en el estandar, estos picos resultaron representativos ya que
sus areas son mayores a 2000, mientras que a 236nm sus areas son menores
a 2000 y se identifican solamente 10 picos (Anexo No. 6.3 Cromatogramas No.
6y7).

El pico del Sulforafano a 260nm tiene un area muy baja por lo que no se

trabajo a esta longitud (Anexo No. 6.3 Cromatograma No. 8).

9.3.3.2. Purificacion del extracto de retonos de brocoli

Se realizé una solucién de extracto de 20 mg/ml de extracto de brécoli a
este se le adicion6 6xido de magnesio para la precipitaciéon de las clorofilas
(14), esta muestra es inyectada en el cromatografo para observar en que
estado se encuentra (Anexo No. 6.4 Cromatograma No. 9), lo que confirma que
la muestra aun no se encuentra lista para ser cuantificada; esta solucion se
hace pasar por una columna cromatografica de Sephadex usando como
solvente metanol al 5% para la elusion del Sulforafano y otros compuestos
polares (Anexo No. 6.4 Cromatograma No. 10), se observa un cambio notable
de la muestra detectando un pico exactamente en el tiempo de retencidn
donde se observa el estandar. Se continud con la purificacién de la muestra
usando para ello una placa cromatografica de silica gel que se eluyé con n-
hexano:éter dietilico 50:50 con lo que se logro la separacion de compuestos
apolares aun presentes en la muestra. (Anexo No. 4, Tabla No. 12) Al inyectar
la muestra se puede cuantificar el Sulforafano (Anexo No. 6.4 Cromatograma
No. 11), la concentracién inicial del extracto (20 mg/ml), se mantuvo ya que se
colocaron 20 ul de la solucion y al terminar la corrida cromatografica se disolvié
en 1 ml de acetonitrilo, el mismo tratamiento recibio el estandar con lo que se
confirmé con relacion al area que no se perdio Sulforafano bajo este método de

purificacion.



9.3.3.3. Identificacion y Cuantificacion de Sulforafano presente
en retonos de brécoli por Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion:

Una vez purificada la muestra se lleva a cabo la comparacion del tiempo
de retencion entre los picos de la muestra y el estandar para su identificacion
los cuales se encuentran en 2.40 min. y 2.41 min. correspondientemente, la
diferencia entre ambos es de 0.01 que es menor al 1% por lo que se toma
como el mismo compuesto. Luego se realiza el calculo para determinar la
concentracion de Sulforafano en el extracto procedente de retofios de brdcoli,
este calculo se realizé usando el ensayo de regresion lineal (Anexo 6.5,
Cromatogramas 12-13; Anexo No. 7 Calculos).

La concentracion de Sulforafano asciende a 4.76 mg/g (0.476 % P/P), con
lo se confirma la hipotesis de que el brocoli cultivado en las condiciones ya
mencionadas posee cantidades medibles de Sulforafano a través de este
método de purificacion y cuantificacion. Cabe mencionar que el Sulforafano no
es necesario en cantidades muy elevadas para actuar como anticancerigeno,
ademas podemos afirmar que la cantidad de sulforafano presente en los
retofos de Brocoli cultivados es buena, ya que lo reportado en la literatura es
de 0.6 %P/P .

9.3.3.4. Ensayo de repetibilidad para el Sulforafano

El ensayo de repetiblidad se realizé para verificar la precision del método,
las condiciones fueron repetitivas (mismo analista, mismo dia y mismo
instrumento). El coeficiente de variacién obtenido en el ensayo de repetibilidad
fue de 0.63 lo que nos indica segun la USP, un criterio de aceptacién de 98.5 -
101.5 (Anexo No. 4, Tabla No. 15; Anexo 6.6, Cromatogramas No. 14-16) (25).



9.3.3.5. Ensayo de linealidad para el Sulforafano

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre
la concentracion del analito y su respuesta, para su determinacion se preparo
una serie de cinco diluciones en un rango comprendido de 18.75 a 150.00
ug/ml, con lo que se obtuvo un coeficiente de regresion lineal de (R?) 0.9938, lo
que indica que el modelo lineal se ajusta, una pendiente de 636.94 que es
indicativo de la sensibilidad del método y la ordenada al origen con un valor de
544.11 que evalua la proporcionalidad de la funcién analitica, es decir que la
recta pase por el origen y ademas que cualquier desviacion pueda adjudicarse
unicamente a un error aleatorio (Anexo No. 4, Tabla No. 17; Anexo No.5,
Figura No. 1; Anexo 6.7, Cromatogramas No. 17-21)
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10. CONCLUSIONES

Se logré el aislamiento de Sulforafano procedente de retofios de
brécoli por medio de cromatografia en columna (Fase estacionaria:
Silica gel y Fase movil: metanol al 5%) y cromatografia en capa fina

(Fase estacionaria: Silica gel y Fase movil Hexano:éter dietilico 50:50).

Se logr¢ la identificacidon del Sulforafano presente en retofos de brécoli
por cromatografia liquida de alta resolucion, por comparacion del

tiempo de retencion entre la muestra y el estandar.

Se logré determinar la concentracion de Sulforafano presente en el
extracto de retonos de brécoli cultivado en condiciones controladas por
cromatografia liquida de alta resolucion la cual asciende a 476 mg/g
(0.476 % PIP).

Se determinaron ensayos estadisticos necesarios para la validez del
método de identificacion y cuantificacion del Sulforafano encontrando
para el ensayo de repetibilidad una desviacién estandar de 0.88
indicando la precision del método y para el ensayo de linealidad en el
rango comprendido de 18.75 a 150.00 pyg/ml un coeficiente de

regresion lineal de 0.9938, que confirma el modelo lineal.
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11.RECOMENDACIONES

Cultivar retofios de brécoli a una temperatura de 8°C, esto podria ser en
areas de nor-occidente tales como Quetzaltenango en los meses de
octubre y noviembre para observar si la concentracion de Sulforafano

aumenta.

Determinar la presencia y concentracion de Sulforafano presente en
desperdicio (hojas y raiz) de brdcoli, ya que esta puede ser fuente

industrial de la obtencién de Sulforafano a un bajo precio.

Disefar una metodologia para determinar la presencia y concentracion
de sulforafando en brocoli cocinado por distintos métodos o condiciones

de almacenamiento.

Determinar y cuantificar la presencia de todos los compuestos
azufrados  [1-isotiocianato-4-(metilsulfinil)butano, 1-isotiocianato-3-
(metilsulfinil)propano, 4-(metilsulfinil)butanonitrilo, 5-
(metilsulfinil)pentanonitrilo] presentes en retofios de brocoli, por

cromatografia liquida de alta resolucion.

En futuros trabajos de investigacién se podria disefiar una metodologia
de bajo costo para aislar el Sulforafano procedente de retofios de

brécoli ya que su precio comercial asciende a $10,000.00 el gramo (27).
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13. ANEXOS

Anexo No. 1 Fotografias de Brocoli

Fotografia No. 1 Brécoli
Fuente: Enciclopedia Encarta Microsoft 2004

Patricia Navas, 2004

Fotografia No. 2 Brocoli con 15 dias
de germinacion (Pilones)

Fotografia No. 3 Broécoli con 21 dias de
germinacion 6 dias de cultivo (Pilones)

Patricia Navas, 2004

Fotografia No. 4 Brocoli en Fase Juvenil



Fotografia No. 9 Brocoli en Fase de retofio Dia 3



-

i
Patricia Navas, 20045

Fotografia No. 13 Comparacion de Brocoli maduro
y Brécoli en retofio en fotografia de izquierda a derecha.
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Fotografia No. 14 Retofios de Brocoli para licuar.

Fotografia No. 15 Retofios de Broécoli licuados
(Muestra humeda)

v LA Wi .
el - cia-Na\ 20U4

Fotografia No. 16 Extracciones realizadas con diclorometano

Patricia Navas, 2(_)_'—_:' .‘

Fotografia No. 17 Extracto obtenido de retofios de Brocoli




Fotografia No. 18 Cromatografo para Cromatografia Liquida de Alta Resolucion Merck HITACHI
Bomba Merck HITACHI Bomba inteligente LC 6200 A
Detector Merck HITACHI L-2450 UV-VIS
Columna Merck LiChrospher Rp-18

Anexo No. 2 Estructuras de compuestos presentes en Brocoli

Anexo No. 2.1 Glucosinolatos:

HO
o)
S
R OH
| HO OH
0,50

Anexo No. 2.1.1. Gluconapina:
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HO
SMOH

'ogso’N
Anexo No. 2.1.2. Sinigrina:
HO
S O
S OH
| HO OH
'OgSO’N

Anexo No. 2.1.3. Glucobrasicina:

Segar s

ogso

Anexo No. 2.1.4. Neoglucobrasicina:

@wv&f

0303
Anexo No. 2.1.5. Glucorafanina:
I
/,S
'0380’
Anexo 2.2 Isotiocianatos:

Anexo No. 2.2.1. 1-isocianato 4-metilsulfinilbutano (Sulforafano):



O
|

S N=C=5
7 \/\/_
Anexo No. 2.2.2. 1-isotiocianato 3-metilsulfinilpropano:

O
5.~ N=c=s
Anexo 2.3. Ditioltionas:
O o
)=
R S5—35

Anexo 2.4. Sulféxidos:

Anexo 2.4.1. Metilcistein sulféxido:
NH, O
HO

Anexo 2.5. Vitaminas:
Anexo 2.5.1. Retinol (Vitamina A):
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Anexo 2.5.2. Acido Ascérbico (Vitamina C):

O OH

O

Hﬁ""‘%—\
HO S

OH

Anexo 2.5.3. Tiamina (Vitamina B):

CH,
N N Q
H,e” TN e, TS HO™ sl

0—F—0
OH
Anexo 2.5.4. Niacina:
QO
s OH
N
Anexo 2.5.5. Riboflavina:
CHO
HO——H
HO——H
HO——H
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Anexo No. 3 Diagramas de flujo

Anexo No. 3.1 Diagrama de flujo general para la identificacion y
cuantificacion de Sulforafano en Retonos de Brocoli

Aislamiento
Separacién
Purificacion por columna

(. J

|
h. 4 A 4

[ Identificacion ] [ Cuantificacién por HPLC




Anexo No. 3.2 Diagrama de flujo de Aislamiento de Sulforafano
presente en retofios de boécoli

Aislamiento
|

| Pesar el brécoli |

| Licuar el brocoli |

| Fase acuosa |

Adicionar acido clorhidrico a
pH 3

| Liofilizar la harina |

| Extraer con diclorometano |

54

| Fase oleosa

| | Fase acuosa

Concentrar hasta la
formacioén de un aceite

Descartar

Lavar el concentrado con
150ml de agua

Saturar la capa acuosa con
cloruro de sodio

Reextraer con
diclorometano

| Secar con sulfato de sodio

|

Concentrar hasta la
formacién de un aceite color
café dorado
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Anexo No. 3.3 Diagrama de flujo de Separacion de Sulforafano
presente en retofos de Brocoli

Separacion

Colocar en una
columna

Fluir con metanol al
5% en agua

Descartar la primera
fraccion.

Colectar 100
fracciones de eluato
de 10ml cada una.

Extraer con
diclorometano

Fase acuosa

Saturar con cloruro
de sodio

Reextraer con
diclorometano

Fase oleosa

Identificacion de
IMSB

Fase acuosa

Descartar

Fase oleosa

Secar con sulfato de
sodio anhidro.

Concentrar

Secar bajo
nitrégeno.

Identificacion de
IMSB




Anexo No. 3.4 Diagrama de flujo para la purificacién de
Sulforafano presente en retofios de Brocoli

Purificacion
I

| Separar el IMSP y IMSB por HPLC |

|

| Diluir las muestra |

| Inyectar |

| Colectar los eluatos indicados por picos. |

| Concentrar los picos obtenidos |

| Liofilizar finalmente a un producto |

| Purificar por cromatografia en una columna abierta |

Anexo No. 3.5 Diagrama de flujo para la cuantificacion de
Sulforafano presente en retofios de Brécoli

Cuantificacion

| Diluir las muestra con una tercera parte de acetonitrilo |

| Inyectar |

Anexo No. 4 Tablas



Tabla No. 7
Condiciones de ensayo en Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién para la evaluacién de la columna

Patréon (Hidrocarburos): | Antraceno 6.8 ug/ml
Naftaleno 91.8 pg/mi
Tolueno 779.0 pg/mi
Columna: LiChrospher Rp-18
Longitud de onda: 254nm
Fase movil: Acetonitrilo:agua (75:25)
Tiempo de corrida: 10 minutos
Flujo: 1 ml/min
Atenuacion: 7
Velocidad de carta: 5
Tabla No. 8
Evaluacién de columna LiChrospher Rp-18
Patrén
(Hidrocarburos) Antraceno Naftaleno Tolueno
Tiempo de
retencion 4.50 5.20 8.74
(min.)
Concentracién
(ng/ml) 6.8 91.8 779.0
Area %[ ] Area %[ 1 Area %[ 1]
Cromatograma
No. 2 140236.00 | 99.48 |270238.00/100.11|505731.00|101.02
Cromatograma
No. 3 136505.00 | 96.83 |276329.00|102.37 | 510996.00 | 102.07
Cromatograma
No. 4 135759.00 | 96.30 |278869.00|103.31|523838.00 | 104.64
Promedio 97.54 101.93 102.58
Desviacion
Estandar 1.86 1.64 1.86
% de Desviacion 1.68

Tabla No. 9

Condiciones de ensayo en Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

en la determinacion de la longitud de onda

| Patrén : | Sulforafano
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Columna: LiChrospher Rp-18
Longitud de onda: 215, 236, 260nm
Fase movil: Acetonitrilo:agua pH 5.4
(85:15)
Tiempo de corrida: 10 minutos
Flujo: 1 ml/min
Atenuacion: 57
Velocidad de carta: 5,10
Tabla No. 10
Determinacién de la longitud de onda para la cuantificacién de Sulforafano
Longitud | Tiempo de Area Numero de
de onda retencion del Concentracion cromatograma
(nm) pico (ng/ml)
215 2.40 81198 70.8 5
215 2.38 42231 35.4 6
236 2.39 48597 70.8 7
260 2.38 18772 70.8 8
Tabla No. 11
Condiciones de ensayo en Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion en la purificaciéon de extracto
Patrén : Sulforafano
Columna: LiChrospher Rp-18
Longitud de onda: 236 nm
Fase movil: Acetonitrilo:agua pH 5.4
(85:15)
Tiempo de corrida: 10 minutos
Flujo: 1 ml/min
Atenuacion: 4,5, 7
Velocidad de carta: 5,10
Tabla No. 12

Proceso de purificacion de Sulforafano en extracto procedente de retoios de Brocoli
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Numero de Fraccion Tiempo de | Area Concentracion Método de
cromatograma | que posee | retencion del de Sulforafano | purificacion
Sulforafano Pico (ng/ml)
9 - - - - Sin purificar
10 1 2.41 68459 106.63 Cromatografia
en columna de
Sephadex
(Metanol al
5%)
11 1 2.40 61221 95.26 Cromatografia
en capa fina
Silica
(Hexano:eter
dietilico 50:50)
Tabla No. 13

Condiciones de ensayo en Cromatografia Liquida de Alta Resolucion para la

cuantificacion de Sulforafano en el extracto de retoiios de Brécoli

Patrén : Sulforafano
Columna: LiChrospher Rp-18
Longitud de onda: 236 nm
Fase movil: Acetonitrilo:agua pH 5.4
(85:15)
Tiempo de corrida: 10 minutos
Flujo: 1 ml/min
Atenuacion: 4,5, 7
Velocidad de carta: 5,10
Tabla No. 14

Condiciones de ensayo en Cromatografia Liquida de

Alta Resolucién para el

ensayo de Repetiblidad

Patrén : Sulforafano
Columna: LiChrospher Rp-18
Longitud de onda: 236 nm
Fase movil: Acetonitrilo:agua pH 5.4
(85:15)
Tiempo de corrida: 5 minutos
Flujo: 1 ml/min
Atenuacion: 5
Velocidad de carta: 5
Tabla No. 15

Ensayo de Repetibilidad
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Tiempo de | Area Nuamero de
retencion | del pico | Concentracion cromatograma
(pg/ml)
Estandar 2.42 46068 75 14
Muestra 1 2.42 46634 75 14
Muestra 2 2.42 46304 75 15
Muestra 3 2.42 46822 75 16
Coeficiente de variaciéon 0.63
Tabla No. 16

Condiciones de ensayo en Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion para el ensayo de linealidad

Patrén : Sulforafano
Columna: LiChrospher Rp-18
Longitud de onda: 236 nm
Fase movil: Acetonitrilo:agua pH 5.4
(85:15)
Tiempo de corrida: 10 minutos
Flujo: 1 ml/min
Atenuacion: 4
Velocidad de carta: 10
Tabla No. 17
Ensayo de linealidad para Sulforafano
Numero de Tiempo de Area
cromatograma | retencion del Concentracion
pico (ng/ml)
17 2.42 13236 18.75
18 2.42 23807 37.50
19 2.42 44890 75.00
20 2.40 67955 112.50
21 2.40 98186 150.00




Anexo No. 5 Curva de Linealidad

Figura No. 1
Gréfica de Regresién lineal para Sulforafano
Ensayo de linealidad para la cuantificacion de
Sulforafano
120000
100000
0 /
L 80000
o
$ 60000
©
2 40000 |
<
20000 -
O T T T 1
0 50 100 150 200
y =636.94x - 544.11  concentracién en mg/ml
R*=0.9938

Ecuacion y = 636.94x -544.11
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Anexo No. 6 Cromatogramas de ensayos por Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion:

Anexo No. 6.1. Evaluacién de ruido

Cromatograma No. 1

Evaluacion de ruido

CH. 1 C.5 28.88 ATT 5

MOISE 2
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Anexo No. 6.2. Evaluacion de columna

Cromatograma No. 2

Inyeccion No. 1 de Hidrocarburos para la evaluacion de columna

CH. 1 C.5 5.88 RTT 7 OFFS I @7-18-84 14:24
- . 1.13
B 4.58
a9- ; 5 .28
- T 7.az
- .82
- g.74
18- s gea
INJ BMO. OF STD = 3 ~» 5 REP ., 1=t level
D-2580a 87-18-84
METHOC: HIDROCRRBURD THE: 27 LCH: i
FILE: 1 CALC-METHOD: Ex%T-STD TRBLE: 1 COHC: RRER
N0 - RT ARERA CONMC  BC HEIGHT
2 4 .5@ 148236 123 .388 BUY 1T142
3 5.2 278238 169 .388 UB 22434
6 8.74 585731 189 .a88 VB 2644

FAW DATH STORARGE HWO. &
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Cromatograma No. 3

Inyeccion No. 2 de Hidrocarburos para la evaluacion de columna

CH. 1 C.5 5.88 ATT ¢ OFFS 3 87-18s84 14:35

IMJ NO. OF STD = 4 » 5 REP , 1st level
D-2508 B7-18-84 14:35
METHOD: HIDROCARBURO TRG: 28 CH: 1

FILE: 1 CALC-METHOD: EXT-STD THABLE: 1 CONC: ARER

NO . RT ARER CONC BC HEIGHT
2 4 .49 136585 186 .888 BU 12835
3 5.19 27?6329 188 .88 UB 23877
6 8.70 518996 180 .888 UB 26267

RAW DATA STORAGE NO. 7



Cromatograma No. 4

Inyeccion No. 3 de Hidrocarburos para la evaluacion de columna

CH. 1 C.5 5.88 ATT 7 OFFS 3 87-/18/84 14:47
5- 5.18
- 8 .68
18-
INJ NO. OF STD = 5 - 5 REP , 1st level
D-2508 87/18/04
METHOD: HIDROCARBURO TRAG: 29 CH: 1
FILE: 1 CALC-METHOD: EXT-STD TRBLE: 1 CONC: ARER
NO . RT AREA CONC BC HEIGHT
2 4.49 138759 180 .888 BY 12377
3 5.18 278869  108.088 UB 23384
6 8.68 523838 190.988 UB 27869

RAW DATA STORAGE NO. 8

14:47

65



Anexo No. 6.3. Ensayo para la Determinacién de longitud de onda

Cromatograma No. 5

Sulforafano a 215nm 70.80 pg/ml

CH. 1 C.5 18.88 ATT S OFFS 3 87718784 17:408

2.48
3- -
- 8 .97
18- Slﬁ 888
D-256806 87-18-84 17:48
METHOD: SULFORAFANO- TAG: 26 CH: 1
FILE: 1 CRALC-METHOD: RRERX TABLE: @ CONC: RRER
NO . RT AREA COMC BC HEIGHT
1 1.28 11834 18 .332 BU 973
2 1.88 1842 1.725 Yy 158
3 2.13 2276 2.126 WY 275
4 2.48 81198 76 .832 UV 18489
5 2.93 361 8.338 TBB 52
6 3.14 2448 2.292 TBB 344
7 3 .56 1383 1.228 TBY 218
8 3.74 715 B.678 TUU 93
9 3.94 558 B.522 TUB 65
18 4 .23 1381 1.218 TBY 181
11 4 .42 1888 1.768 TUB 157
12 8 .97 1885 1.765 BB 97
TOTAL
186793 1006 .888 13814
PERK REJ : [}

RAW DATAR STORAGE HNO. 14



Cromatograma No. 6

Sulforafano 215nm 35.4 pg/ml

CH. 1 C.5S 18.886 ATT 5 OFFS 3 B87-18-84 18:86

2.38
8-
- 3 .86
18- S5iP B8ae
D-2588 8771884 18:86
METHOD: SULFORAFANO- TRG: 28 CH: 1
FILE: 1 CALC-METHOD: RRERXZ TABLE: B CONC: ARER
NO . RT AREA CONC BEC HEIGHT
1 1.24 7855 13.878 BB 1322
2 1.98 1194 1.988 BUY 189
3 2.12 1367 2.276 VU 1?5
4 2.38 42231 78 .311 U 5251
5 3.15 1329 2.213 TBB 167
) 3 .56 679 1.124 TBU 186
7 3.76 388 B.513 Ty 49
8 3 .94 733 1.228 TUY 35
9 4 .26 1164 1.938 Tuv 185
10 4 .44 2433 4 .884 TUB 287
11 9 .86 794 1.2535 BB 55
TOTAL
68863 198 .880 7641
PEAK REJ = 5]

RAW DRTA STORAGE NO. 16



Cromatograma No. 7
Sulforafano a 236 nm 70.80 pg/ml

CH. 1 C.5 18

5- -
18- S P
D-2568

METHOD: SULF

FILE: 1 CHL

NO RT
B8.22
1.27
i.86
2.15
2.39
2.94
3.15
3.57
3 .94

18 4 .26

11 4 .45
TOTAL

WONTU B NN

PEARK REJ =

RAW DATAR STO

.88 ATT S5 OF.
B.22

Ul p ™ oy ey~

800

ORAFANO- THG:

C-METHOD: RRERAZXZ

ARER
842
1715
5182
1844
48597
1848
1661
528
1492
625
1261

64793
%

RAGE HNO.

30

TRAB

CONC
1.299
2.647
7 .998
2 .846

75 .8081
1.617
2.963
8.815
2.383
8.965
1.946

108 .080

18

CH:

LE:

BC
BB
BU
uu
Uy
vy
TBY
TUB
TBB
TBY
TUy
TUB

1

%)

4

18:27

8v-18-84

CONC: RARER

HEIGHT
69
284
215
178
6283
128
211
78
174
84
182

7638

18:27

68



Cromatograma No. 8
Sulforafano a 260 nm 70.80 pg/ml

CH. 1 C.5 S5.88 ATT 3

- :k_ 1.26

OFFS 3

i 5%

4 .29

D-2588

METHOD: SULFORAFANO- TH

FILE: 1 CRLC-METHOD: AR

MO . RT
1 1.26
2 2.38
3 2.94
4 I.16
5 3.59
) 4 .29
L

PERAK REJ :

Anexo No. 6.4.

ARER
364
18772
462
731
28508
888

23259
v

G: 32

ERX TAB

CONC
1.3565
88 .7989
1.986
3.143
8.814
3.783

188 .008

B7-18-84

CH: 1

LE: B

BC
BB
BY
TBUY
TUy
TUB
8B

CONC:

18:46

87-18-84

HEIGHT
61
2138
52

[

93

59

2465

Proceso de purificacion de Extracto

ARRER

69

18:46



Cromatograma No. 9

Extracto sin purificar 2 mg/ml

D-25088

METHOD

FILE:

NO

WOoNOUE R,

18
11
12
13
14
15
16
TOTAL

1

CH. 1 C.5 18.88 ATT 3 OFFS 3 ©87-25-84
1.308
e 2 13
8 .88

SULFORAFANG- TRG: 25 CH: 1
CALC-METHOD: RAREAX TRBLE: 8

RT ARERA CONC BC
1.30 2277 #.482 B8
2.13 138476 24 .458 BU
2.29 266404 47 .837 WY
2.58 3224 8.569 TBB
3.26 74831 13.871 Uu
3 .42 37 8 .887 TBB
3.52 5434 8.959 Uy
3.58 7168 1.266 UU
3.63 3583 #2.618 UuU
3 .68 2986 8.527 WU
3.78 19263 3.481 Uy
4 .98 18767 1.981 UV
4 .24 8717 1.539 uu
4 .51 9396 1.659 UV
4.87 8738 1.543 UB
8 .38 5953 1.851 BB

566374  189.888 .

PERK REJ

9

13:12

B7-25-04

CONC: ARER

HEIGHT
362
13474
16792
fg=1"]
3748
68
1388
1311
1281
1279
1658
930
668
548
358
78

44589

70

13:12



Cromatograma No. 10

Muestra purificada por columna cromatografica de Sephadex

MUESTRA PURIFICADR

CH. 1 C.5 18.88 ATT O

18- S.P

b-250808

METHOD: SULFORAFANO-

FILE: 1 CALC-METHOD:

5 RT
1 1.28
2 2.88
3 2 .41
% .84

.28
6 3 .66
7 4.01
8 4 .85
9 4 .54
L

PERK REJ :

8080

ARER
53847
88212
68459
2119

o4
367
67531
15424
28131

288685
%]

RAW DATA STORAGE MO .

TRG:

ARERX

v 31,84

OFFS 3

4 CH:

TRABLE:
CONC BC
2.883 BV
42 .287 YU
32.818 _Jy
1.811 TEBB
8.337 TBB
B .464 TBB
3.236 uyu
7.394 Yy
9.6568 uB

180 .688

CONC:

13:1%

B7-31/04

HEIGHT
571
4923

2587

61
95
14238
1444
1854

124388

ARER

71

13:186
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Cromatograma No. 11

Muestra purificada por placa cromatografica de Silica gel

CH. 1 €C.5 5.88 ATT 5 OFFS 3 B87-31-84 18:49

2.498
5_
18-
D-2588 8731784 18:49
METHOD: SULFORAFANO- TAG: 25 CH: 1
FILE: 1 CALC-METHOD: RREAX TABLE: 8 CONC: ARER
NO . RT ARER CONC BC HEIGHT
1 1.28 4487 3.398 BB 671
2 1.88 3518 2.814 BUY 883
3 2.84 15886 12.869 UV 982
4 2.24 7517 6.814 UU 1821
5 2.40 61221 48 .9782 Uy 6516
6 2.96 874 8.699 TBY 188
7 3.11 1134 8.3%a7 Tuy 118
8 3 .41 1673 1.338 TVB 142
9 3.99 1426 1.141 TB8B 180
i 4 .43 13793 i1.835 Wy 1885
11 5.84 18889 8.647 UB 688
12 6.71 3459 2.767 BB 188
TOTAL
124997 196 .888 122486
PERK REJ = 9
RAW DATA STORAGE NO. 18

Anexo No. 6.5. Cuantificacion de Sulforafano en extracto de retofios
de Brocoli
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Cromatograma No. 12
Sulforafano tratado por columna cromatografica

CH. 1 C.5 18.88 RATT S OFFS 3 B8vyrs31-84 13:42

2.41
5_
6 .43
18- slp saes
D-2568 87,31/84 13:42
METHOD: SULFORAFANG- TAG: 6 CH: 1
FILE: 1 CALC-METHOD: RREA% TABLE: @ CONC: ARERA
NO . RT AREA CONC  BC HEIGHT
1 1.26 1857 3.218 BB 291
2 1.86 1267 2.196 BU 277
3 2.12 2866 4.967 U 256
4 2.41 431080 74.692 VU 5321
5  3.83 1452 2.516 TBU 110
6 3.24 1685 2.781 TUB 161
7 3.70 718 1.244 TBB 65
8  4.13 1258 2.166 BB 189
9 4.66 914 1.584 BB 63
18 6.43 2161 3.745 BB 55
11 9.85 514 9.891 BB 37
TOTAL :
57784 109 .888 6745
PEAK REJ : )
RAW DATA STORAGE NO. 4

Cromatograma No. 13
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Muestra cuantificada

CH. 1 €. 5.88 ATT 5 OFFS 3 B87-31-84 18:49

2.48
5_
18-
D-2588 87-31/84 18:49
METHOD: SULFORAFANO- TAG: 25 CH: 1
FILE: 1 CRLC-METHOD: RREARZX TABLE: 8 CONC:=: ARER
NO . RT ARER CONC BC HEIGHT
1 1.28 4487 3.598 BB 671
2 1.88 3518 2.814 BUY 883
3 2.84 15886 12.869 UV 982
4 2.24 7517 6.814 VU 1821
5 2.48 61221 48 .978 Wy 63516
6 2.96 874 B.699 TBY 188
4 J.11 1134 B.%87 Tuy 118
8 3 .41 1673 1.338 TUVB 142
9 3.99 1426 1.141 T8B8B 160
i@ 4 .43 13793 i1.835 Uy 1885
11 5.84 16889 8.647 UB 688
12 6.71 3459 2.767 BB 188
TOTAL
124997 196 .888 1224586
PERAK REJ = 9
RAW DATA STORAGE NO. 18

Anexo No. 6.6. Ensayo de Repetibilidad

Cromatograma No. 14



Inyeccion No. 1

CH. 1 C.

INJ NO.

D-2508

METHOD:

WWNOAR NN,

18
TOTARL

PEAK REJ
SF
SAMP-AMT

RUERAGE
RT
2.42

RAW DATA

de 75ug/ml de Sulforafano

S 5.88 ATT 5 OFFS 3 87-31-84 16:38

OF UNKNOWN : 3 ~» 3 REP

SULFORAFANO- TRG: 17 CH: 1
CALC-METHOD: EXT-STD TABLE: 1  CONC:
RT AREA CONC  BC HEI
1.28 1175 @ .81 BB
1.88 815 9.801 BY
2.13 2370 8.982 UU
2.42 46822  186.111 UU 6
3.87 1008 @.881 TBU
3.27 1628 ®.0902 TUB
3.75 787 ®.081 TBB
4.17 3332 8.083 BB
4.76 2412 ®.282 BB
7.52 11722 8.012 BB
73071 186 .136 7
: 8
: 1 .898
: 1.000
CALCULATION
NAME CONC RSD
SULFOR 187 .868 0.88
STORAGE NO. 1g M

Cromatograma No. 15

87-31-84

GHT
227
146
289
393
186
164

79
283
i7v1
1638

933

16:58

75



Inyeccién No. 2 de 75ug/ml de Sulforafano

CH. 1 C.5 5.88 ATT 5 GOFFS 3 B87/31-84
- @.57
}E ) -3%
- 5.88 2 .42
5- 4.74
INJ NO. OF UNKNOWN = 1 ~ 3 REP
0-2588
METHOD: SULFORAFANO- TAG: 15 CH: 1
FILE: 1 CRLC-METHOD: EXT-STD TARBLE: 1
NO . RT AREA CONC BC
1 8.57 1806 @.902 BB
2 1.28 1954 @.981 BB
3 1.88 886 @.881 BUY
4 2.13 2114 @.802 Uy
5 2.42 46634 183 .475 yy
6 3 .96 1187 @.881 TBUY
7 3.27 1684 @.982 TUB
8 3.75 777 @.881 TBB
9 4.16 3348 @ .283 BB
19 4.74 2393 @.082 BB
TOTAL
61803 183 .4909
PEAK REJ : 8
SF : 1.009
SAMP-AMT : 1.0089
RAW DATA STORAGE NO. 8

16:46

B7-31-84

CONC: RAREA
HEIGHT
48

191
145
189
6295
113
167

76

285
171

7688

16:46



Cromatograma No. 16
Inyeccion No. 3 de 75ug/ml de Sulforafano

CH. 1 C.5 5.88 ATT 5 OFFS 3 B7-31-84 16:58

2 .42

INJ NO. OF UNKNOWN = 3 - 3 REP
D-2508 87,3184 16:58
METHOD: SULFORAFANO- TRG: 1¥v CH: 1

FILE: 1 CALC-METHOD: EXT-STD THBLE: 1 CONC: ARER

NO . RT ARER CONC BC HEIGHT
1 1.28 1175 A .881 BB 227
2 1.88 815 2.881 BWY 146
3 2.13 2378 8.882 Uy 208
4 2.42 46822 186 .111 WU 6393
S 3.8v 1988 8 .881 TBU 186
6 3.27 1628 B .882 TUB 164
7 3.75 787 8 .8a1 TBB 79
8 4.17 3332 B.883 BB 283
k4 4 .76 2412 8.882 BB 171
10 7.52 11722 8.8012 BB 168
TOTAL
73871 186 .136 7933
PERK REJ : 2]
SF : 1.080
SAMP-AMT : 1 .8088
RUERAGE CALCULATION
RT NARME CONC RSD
2.42 SULFOR 197 .868 0.88
RAW DATA STORAGE NO. 19 -

Anexo No. 6.7. Ensayo de linealidad



Cromatograma No. 17
Inyeccion de Sulforafano 18.75ug/ml

LOARD DRATA STORAGE HNO. 11 (RAY

OFF5S 3

CH. 1 C.5 16.88 ATT 4

l

18-

INJ NO. OF STD :

D-25080
METHOD: SULFORAFANO- THG: 13 CH
FILEs 1 CALC-WETHOD: EXT-5TD THBLE:
NO . RT ARER CONC
4 2.42 13236 18.758

RAW DATA STORAGE HNO. 11

)

B87-31-04

1 1 REP > 1st lewvel

BC
uB

17:14

B7-31-84

78

17:14
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Cromatograma No. 18
Inyeccion de Sulforafano 37.50ug/ml

LOARD DATA STORARGE NO. 12 (RAY )

CH. 1 C.5 18.88 ATT 4 OFFS 3 87-31s84 17:29

2.42

18-

INJ NO. OF STD = 1 ~» 1 REP . 1st level

D-2500 8v-31-84 17:29
METHOD: SULFORRFANO- TRG: 19 CH: 1
FILE: 1 CALC-METHOD: EXT-5TD TRBLE: 9 CONC: ARER

NO . RT RRER CONC BC HEIGHT

4 2.42 23887 18.738 VU 2971

RAW DATA STORAGE HNO. 12
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Cromatograma No. 19
Inyeccion de Sulforafano 75.00pg/ml

LORD DATA STORAGE NO. 12 (RAW D)

CH. 1 C.5 16.88 ATT 4 OFFS 3 Bvs31-84 17:29

- 6 .98

18-

INJ NO. OF STD = 1 » 1 REP , 1st level

D-25098 8731784 17:29
METHOD: SULFORAFANO- THG: 19 CH: 1

FILE: 1 CALC-METHOD: EXT-STD TRBLE: 9 CONC: ARERA

NO . RT ARER CONC BC HEIGHT
4 2.42 23887 18.758 UV 2971

RAW DATA STORAGE HNO. 12



Cromatograma No. 20

Inyeccién de Sulforafano 112.50ug/ml

LORD DATA STORARGE NO. ‘ 14 (RRAW

CH. 1 C.S 18.88 ARTT 4 OFFS 3 ©8rr31-84

)

3= 5.86

18-

INJ NO. OF STD = 1 » 1 REP ., 1st level

D-2508
METHOD: SULFORRFANO- THG: 21 CH:
FILE: 1 CALC-AETHOD: EXT-57D TABLE:
ND . RT ARER CONC BC
4 2.49 67955 i8.758 Uy

RAW DATA STORAGE NO. 14

17:37

87,3184

81

17:957



Cromatograma No. 21
Inyeccién de Sulforafano 150.00ug/ml

LOAD DATA STORAGE NO. 15 (RAW J

CH. 1 €C.5 18.86 ATT 4 OFFS 3 08vs31-84 18:88

1.27
1.45
= .86
2 .48
%1%
- 3 .88
4 .44
3 5.85
7 .38
18-
[NJ MO. OF STD = 1 < 1 REP 2nd level
p-256@ a7-31-84 18:88
METHOD: SULFORAFANO- TAG: 22 CH: 1
FILE: 1 CALC-METHOD: EXT-5TD TABLE: 5 CONC: RARER
MO . RT ARER CONC BC HEIGHT
4 2.49 98186 37.588 UV 11673
15

RAW DATA STORAGE NO.



Anexo No. 7 Calculos

Calculo de concentracion de muestra:

Ecuacion y = 636.94x -544.11

Area del pico del extracto 61221

X =(61221 — 544.11)/636.94 = 95.26pg/ml

95.26ug/ml * (25 ml de solucién /0.5 gramos de muestra) = 4763.16 ug/g

4763.16 uglg = 4.76 mglg = 0.476 %P/P

83
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