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Introduccion

En general, los vegétales nos proporcionan una serie de nutrientes a nuestro
organismo que son benéficos para nuestra salud, éste es el caso de los vegetales
de la familia Brassicaceae (o0 Cruciferae), que contienen muchas sustancias como
vitaminas, compuestos fendlicos, minerales esenciales y glucosinolatos, estos
ultimos de una gran importancia para esta familia de los vegetales. La
glucobrasicina es un glucosinolato que se encuentra en los vegetales como la col
de Bruselas (Brassica oleracea var. gemmifera) y el brécoli (Brassica oleracea

italica), entre otros.

La glucobrasicina es un compuesto muy importante para el presente estudio,
debido a que contiene un nucleo inddlico sin sustituyentes, en este tipo de
vegetales los representa la glucobrasicina, que es muy abundante en plantas de la
familia Brassicaceae, que en el ambiente acido del estbtmago da lugar a la
formacion del indol-3-carbinol y posteriormente se convierte en su dimero 3,3'-
diindolilmetano (DIM).

El DIM es un compuesto que se ha obtenido a través de sintesis de laboratorio a
partir del indol y el formaldehido, mediante una reaccion de sustituciéon electrofilia
aromatica; la transformacion se ha llevado empleando irradiacion infrarroja como
fuente de activaciéon y bentonita como catalizador, en ausencia de disolventes,
pero no se ha llegado a reportar la obtencion de este compuesto a partir de
extractos de los vegetales como son el brécoli o la col de Bruselas, usando

bentonita y la radiacion infrarroja.

Ante este panorama, el presente trabajo busca desarrollar una nueva alternativa
para la obtencion del DIM mediante un proceso quimico, utilizando extractos de
las hojas de la col de Bruselas y la inflorescencia del brocoli, con el empleo de una
arcilla bentonitica como catalizador y medio de reaccién, en ausencia de
disolventes y energia de infrarrojo como fuente para la activacion de las

reacciones.



Hipotesis

Al contener la glucobrasicina un nucleo indodlico, a partir de los extractos
metanalicos del brécoli y la col de Bruselas, al ser irradiados con energia infrarroja
como fuente de activacion y en presencia de una bentonita como catalizador y
medio de reaccion, siguiendo principios de la Quimica Verde, sera posible la

generacion del 3,3’-diindoliimetano como un nuevo método par su obtencion.



OBJETIVOS

Objetivo general

Disefiar un nuevo método para la obtencién del 3,3 -diindoliimetano, a partir de

extractos de hojas de la col de Bruselas (Brassica oleracea var, gemmifera) y la

inflorescencia del brécoli (Brassica oleracea italica), dentro del contexto de la

Quimica Verde

Objetivos particulares

Obtener los extractos metandlicos de las hojas de col de Bruselas y la
inflorescencia del brocoli.

Utilizar energia infrarroja como fuente de activacion en las reacciones.
Evaluar el uso de una arcilla bentonitica a pH acido, neutro y basico, como
catalizador y medio de reaccién (en ausencia de disolventes en las
mezclas de reaccion).

Purificar y caracterizar los productos obtenidos empleando cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)

Comparar la obtencion del 3,3 -diindolilmetano y compuestos con nucleo
inddlico obtenidos de los extractos de las hojas de col de Bruselas y el

brécoli, bajo las diferentes condiciones de reaccién empleadas.



Capitulo I. Generalidades

1.1 Quimica verde

En la actualidad la industria en general se ve inmersa en un ritmo creciente de
produccion para abastecer las necesidades de una poblacion mundial en continuo
crecimiento. La quimica es una de las ciencias que contribuye en gran medida a la
mejora de la calidad y al bienestar de la humanidad aportando ideas y soluciones en
diferentes campos como la salud, nuevos materiales, la vida cotidiana, etc., sin
embargo, los beneficios que produce no deben realizarse a expensas del medio

ambiente.

Como consecuencia de esta preocupacion surgid la denominada Quimica Verde o
Quimica Sostenible, con el fin de minimizar la contaminacion y desarrollar nuevos

meétodos quimicos menos agresivos con el medio ambiente.

En la actualidad muchas organizaciones internacionales aplican los principios de la
Quimica Verde, entre ellas: Green Chemistry Enviroment (Estados Unidos), Royal
Society Chemistry (Reino Unido) Japanese Chemical Innovation Institute (Japén), que
la promueven a través de la publicacion de su revista Green Chemistry, entre otras
actividades. (Cabildo, 2006).

1.2Los 12 principios de la Quimica Verde

El disefio de productos y procesos benignos con el medioambiente debe de regirse
por los 12 Principios de la Quimica Verde, propuestos por P.T. Anastas y J.C. Warner

en su obra Green Chemistry: Theory and Practice, (Manahan, 2007) que son:

1. Prevencion de residuos: Es mejor evitar la produccién de residuos que

tratar de eliminarlos después de su formacion.



2. Economia atémica: Los métodos de sintesis deben disenarse de
manera que el producto final incorpore al maximo todos los materiales usados

durante el proceso, minimizando la formacion de subproductos.

3. Metodologias de sintesis de toxicidad reducida: Los métodos de sintesis
deben disefiarse para utilizar y generar sustancias que tengan poca o
ninguna toxicidad, tanto para la especie humana como para el medio

ambiente.

4. Disefio de compuestos quimicos mas seguros: Los productos quimicos
deben ser disefiados de manera que mantengan la eficacia de su funcién a la

vez que presenten una escasa toxicidad.

5. Disminuciéon del uso de sustancias auxiliares: Se evitara emplear
sustancias que no sean imprescindibles y, en el caso de que se utilicen,

deben ser inocuas (disolventes, procesos cromatograficos, etc.).

6. Eficiencia energética: Los requerimientos energéticos seran catalogados
por su impacto medioambiental y econdmico, reduciéndose en lo posible. Se
intentara llevar a cabo los métodos de sintesis a presion y temperatura

ambiente.

7. Utilizacion de materias primas renovables: Las materias primas deben
ser preferiblemente renovables, en lugar de agotables, siempre que sea

técnica y econdmicamente viable.

8. Reduccion de derivados: Se debe evitar en lo posible la formacién de
derivados (grupos de bloqueo, de proteccién/desproteccion, modificacion

temporal de procesos fisicos/quimicos).

9. Potencializacion de la -catalisis: Se deben emplear catalizadores
reutilizables (lo mas selectivos posibles), en lugar de reactivos

estequiométricos.

10.  Disefio de productos biodegradables: Los productos quimicos se deben
disefiar de tal manera que, al finalizar su funcion, no persistan en el medio

ambiente, sino que se transformen en productos de degradacion inocuos.



11.  Desarrollo de técnicas para analisis en tiempo real: seguimiento y
control en tiempo real del proceso, previo a la formacion de sustancias

peligrosas.

12.  Minimizar el potencial de accidentes quimicos: Se deben elegir
sustancias empleadas en los procesos quimicos de forma que se minimice el

riesgo de accidentes, incluidas las emanaciones, explosiones e incendios.

1.3 Bentonita

La bentonita es una arcilla de origen natural, compuesto principalmente de
montmorillonita, por lo que la estructura de la bentonita puede describirse en términos
de la montmorillonita. La estructura basica de la montmorillonita se compone de dos
laminas tetraédricas de silice con una lamina octaédrica de aluminio intermedia de
tipo estructural 2:1 (tetraédrico-octaédrico-tetraédrico, “tot”, Figura 1). La carga entre
la capa octaédrica y las capas tetraédricas no esta equilibrada debido a la sustitucion
isomorfa de AIP* por Si** en las laminas tetraédricas y Mg?* y AI®* en las hojas
octaédricos. La sustituciéon de estos iones de valencia inferior induce una carga
negativa permanente en la estructura reticular. La carga negativa se equilibra
mediante cationes tales como protones, sodio, calcio y magnesio, generalmente.
Estos cationes son intercambiables, y en funcién del cation intercambiable la bentonita

se nombra como de sodio o de calcio (Mishra, 2015).

Las fuerzas que asocian los constituyentes de las capas (cationes, oxigenos e
hidroxilos) son de naturaleza idnica-covalente, de manera que el conjunto es muy
estable. Por el contrario, las fuerzas intermoleculares que unen capas sucesivas son
mucho menos intensas (fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno), lo que

permite entender a las diferentes capas como laminas superpuestas.

Las capas se encuentran separadas por cationes débilmente hidratados
(fundamentalmente Ca?*, Mg?* y Na'* u otros cationes de transicion, producto de otros

minerales u oxidos presentes en la bentonita), que compensan las cargas negativas



resultantes de las sustituciones isomorficas, tanto tetraédricas como octaédricas, de

cationes por otros con valencias diferentes. (Membirillo, 2006).

'ﬁ

Capa tetraedrica

Capa octaédrica >‘ Lamina

apa tetraédrica
Capa tetraéd Y

Espacio

*: Al Fe, Mg o0
o Si e Al

Figura 1. Estructura de la montmorillonita

havavaw, ha
VATATAW/‘TATLYAW /
ﬂr

.. “'l'

‘Ar' AL NN
.. AR ./

/‘mlm!h /ATA'AY"

LYAYAYAY

AN AN

il i
- CAPA TETRAEDRICA CAFA OCTAEDRICA

Figura 2. Conjunto de unidades “tot” que forman un conglomerado de laminas y

multiples espacios intercapa



Caracteristicas de la arcilla

Las principales caracteristicas de la bentonita (Vargas, 2073) son las siguientes:

a) Tamano de particula: Esta en el orden de micras (cuatro o menor de cuatro

micras)

b) Capacidad de intercambio idnico: Se define como la capacidad de intercambiar

facilmente iones fijjados en la superficie exterior de los cristales, en los

espacios interlaminares o en otros espacios de las estructuras, por otros

existentes en las soluciones acuosas envolventes. Los atomos de aluminio en

la estructura octaédrica, podrian ser reemplazados por otros como magnesio,

cromo, manganeso, hierro, entre otros. Dado que solo se trata de especies

cationicas, esto suele llamarse como la “capacidad de intercambio catiénico”, la

que, de manera mas especifica, se define como la suma de todos los cationes

de intercambio que un mineral puede absorber a un determinado pH, que es

equivalente a la medida del total de cargas negativas del mineral.

c) Superficie especifica: Se define como el area de la superficie externa mas el

area de la superficie interna de las particulas constituyentes por unidad de

masa expresada en m?/g. En general, esta arcilla posee una elevada superficie

especifica.

d) Capacidad de adsorcion: Algunas arcillas encuentran su principal campo de

aplicacion en el sector de adsorbentes, esto debido a que la intercapa es capaz

de aumentar su espesor de 1 a 20-40 nm.

e) Puede tener diferentes clasificaciones. Una de ellas en funcion de su

capacidad de hinchamiento en agua (misma que se deposita en la intercapa):

o Altamente hinchables o sddicas
o Poco hinchables o calcicas

o Moderadamente hinchables o intermedias

Usos y aplicaciones

Las caracteristicas de la arcilla, descritas en el apartado anterior, le han dado un lugar

en muchos procesos Yy actividades humanas (Bafios, 2011; Fernandez, 2010).

Algunos de los usos y aplicaciones se describen a continuacion:



a) Arenas de moldeo: Estan compuestas por arena y arcilla, generalmente

bentonita que proporciona cohesion y plasticidad a la mezcla, facilitando su
moldeo y dandole resistencia suficiente para mantener la forma adquirida

después de retirar el modelo y mientras se vierte el material fundido.

b) Adsorbentes: Generalmente, se usa en la decoloracion y clarificacion de vinos,

d)

sidras, cervezas, aceites comestibles, entre otros. Tienen gran importancia en
los procesos industriales de purificacion de aguas que contienen diferentes
tipos de aceites industriales y contaminantes organicos. También suele
utilizarse como soporte de productos quimicos como herbicidas, pesticidas e

insecticidas.

Ingenieria Civil: Los usos en este campo se pueden resumir en:

o Creacidon de membranas impermeables en torno a barreras en el suelo o
como soporte de excavaciones.

o Prevencion de hundimientos, utilizando lechadas de bentonita en las
paredes.

0 Proteccion de tuberias, al lubricar y rellenar grietas.

o En cementos, trabajando la plasticidad y capacidad de manejo del mismo.

o0 En tuneles, como estabilizante y soporte.

Catalizador: Son muchas las aplicaciones de las arcillas como catalizadores o
soporte de catalizadores en diferentes procesos quimicos, como en la
desulfuracién de gasolina, isomerizacion de terpenos, polimerizacion de
olefinas, cracking de petroleo, entre otras. Las propiedades cataliticas de las
bentonitas son resultado directo de la elevada superficie especifica y centros

activos acidos de Broensted-Lowry y de Lewis.

Industria farmacéutica: Se usa como excipiente en la industria farmacéutica,
debido a que no es tdxica ni asimilable por el cuerpo humano. Generalmente
se requiere en pequefas cantidades, que van desde 1.5-2 % cuando se usa

como adsorbente.



f) Agricultura: Se utiliza para mejorar las propiedades de suelos arenosos o

acidos.

g) Industria cosmética: Para la elaboracién de cremas, jabones y maquillaje.

h) Industria de los detergentes: Se usa como emulsionante. Su capacidad de

intercambio idnico le da la cualidad de “ablandar” el agua.

i) Para la fabricacion de pinturas, grasas, lubricantes y plasticos.

j) Industria alimentaria animal: Se utiliza en la peletizacion de alimentos, ya que
su uso ha logrado grandes beneficios para los animales alimentados por este

medio.

k) Lodos de perforacion: A pesar de que la formulacion de los lodos de
perforacion en la industria petrolera o de construccion ha variado a lo largo del

tiempo, la bentonita sigue siendo uno de los componentes a usar.

Actividad catalitica

La montmorillonita presenta en su estructura sitios acidos de Lewis y de Bronsted-
Lowry. Los sitios acidos de Lewis pueden encontrarse en la superficie de la estructura,
en donde el catidn esta expuesto y disponible para aceptar la donacién de electrones
provenientes de un ligante. Los sitios acidos de Bronsted-Lowry son producto de los
iones H* ubicados en la zona de intercapas o por la disociacion del agua, producto de

los cationes metalicos intercambiables, de acuerdo al siguiente equilibrio:
M(H20)*  ==mmmmmmmme- >M(H20)x-1™"+0OH- + H* (x =moléculas de agua, n = carga del
cation)

El grado de acidez que proveen estos cationes metalicos depende en gran parte del
radio del mismo. A mayor radio de carga del ién, éste estara mas hidratado vy, por lo
tanto, se tendra un acido mas fuerte. Por lo tanto, una arcilla con Al*3 como ion

intercambiable es mas fuerte como acido de Bronsted que una arcilla con Na*.
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Como se ha visto, el contenido de agua modifica la acidez de Bronsted-Lowry, pero
también es un factor que modifica la acidez de Lewis. En funcién de la acidez que se
desee prevalezca en la arcilla, pueden o no eliminarse las moléculas de agua previo a

la utilizacion de la arcilla (Jiménez, 2014).

1.4. Espectro electromagnético

La naturaleza de la luz ha sido estudiada desde hace muchos anos por cientificos
notables como Newton y Max Plank y ha sido interpretada de diversas maneras, hasta
que finalmente de Broglie en 1942 unifica la teoria electromagnética y la de los

“cuantos” (descrita por Maxwell y Plank), demostrando la doble naturaleza de la luz.

Las cargas eléctricas estacionarias producen campos eléctricos, las cargas eléctricas
en movimiento producen campos eléctricos y magnéticos. Los cambios ciclicos en
estos campos producen radiacién electromagnética y de esta manera la radiacion
electromagnética consiste en una oscilacion perpendicular de un campo eléctrico y
magnético. La radiacion electromagnética transporta energia de un punto a otro, esta
radiacion se mueve a la velocidad de la luz (siendo la luz un tipo de radiacion

electromagnética).

Las ondas de radiacion electromagnéticas se componen de crestas y valles
(convencionalmente las primeras hacia arriba y las segundas hacia abajo). La
distancia entre dos crestas o valles se denominan longitud de onda (A). La frecuencia
de la onda esta determinada por las veces que ella corta la linea de base en la unidad
de tiempo; esta frecuencia es tan importante que las propiedades de la radiacion
dependen de ella y esta dada en Hertz. La amplitud de onda esta definida por la
distancia que separa el pico de la cresta o valle de la linea de base. La energia que
transporta es proporcional al cuadrado de la amplitud. La unidad de medida para

expresar distancias tan pequefas es el nanometro (10-° metros)

La luz visible, es decir, las ondas electromagnéticas para la cual el ojo humano esta

adaptado, se encuentra entre longitudes de onda entre los 400 nm (violeta) y 700 nm
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(rojo). Como lo predijeron las ecuaciones de Maxwell, existen longitudes de onda por

encima y por debajo de estos limites.

Estas formas de “luz invisible” se han encontrado y organizado de acuerdo a sus

longitudes de onda en el espectro electromagnético, Figura 3.

Si las ondas electromagnéticas se organizan en un continuo, de acuerdo a sus
longitudes de onda, obtenemos el espectro electromagnético en donde las ondas mas
largas (longitudes desde metros a kilbmetros se encuentran en un extremo (ondas de
radio) y las mas cortas en el otro (longitudes de onda de una billonésima de metros,

rayos gamma).

Microondas '.r‘.'l.r | R
Longitud de onda | I [ 1 | I | | ! I I |

-

A (m) 17 107 1 10 mb o LEE [V

NS \/\/\/\/\/Wl

Mombre comim -w | In.lj-o - .
aﬁ
|

Tamano de
onda

Frecuencia T TSN I T S S S S SIS I S ST
{Hz) 10° 108 100 107 e 10 0" 10" 10" 10? 1049
Efecto a nivel @il b i) 11 ﬁ YN /

—
atomico/malecular *\_-_"j .

Figura 3. Espectro electromagnético, donde se resalta el lugar de las microondas.

1.4.1 Radiacion infrarroja

Se sabe que la energia puede generarse de diferentes maneras; la obtencion de calor
ha interesado al hombre desde hace mucho tiempo, desde la creacion del fuego,
hasta las complejas fuentes de energia modernas. Dentro de las fuentes de energia
alternas a la térmica convencional utilizadas en sintesis organica, se encuentra la

energia infrarroja.

La radiacion infrarroja del espectro electromagnético se divide en tres regiones: el

infrarrojo cercano, medio y lejano, asi nombrados por su relacion con el espectro
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visible. El infrarrojo lejano (aproximadamente 400-10 cm') se encuentra adyacente a
la regidbn de microondas, posee una baja energia y puede ser usado en
espectroscopia rotacional. El infrarrojo medio (aproximadamente 4000-400cm-")
puede ser usado para estudiar las vibraciones fundamentales y la estructura
rotacional vibracional (espectroscopia de infrarrojo), mientras que el infrarrojo cercano

(1400-4000 cm-') puede excitar vibraciones armonicas (Vargas, 2013).

La radiaciéon infrarroja es capaz de generar varios tipos de movimientos internos
cuando a ella se exponen moléculas de origen organico. De estos movimientos, se
puede hacer una clasificacion en extensiones y flexiones, entendiéndose por la
primera al cambio continuo en la distancia interatdmica a lo largo de los ejes de

enlace, pero sin presentar cambios dentro de los angulos.

Las vibraciones dadas por flexion se caracterizan por presentar cambios en los
angulos de los enlaces y se pueden clasificar basicamente en cuatro tipos:
oscilaciones en el plano, tijereteo, sacudida y torsién (figura 4). Lo anterior se traduce
en un incremento energético dentro de los sistemas, lo cual favorece la ruptura y
formacion de enlaces, ademas de la produccion de calor y, por consiguiente, la
elevacion de la temperatura de los sistemas expuestos a la energia infrarroja
(Gutiérrez, 2000).

Vibraciones de tension

2

0
\o

4

Simétrica Antisemeétrica
Vibraciones de flexion
Balanceo en el plano Tijereteo en el plano

&\o A &\o

Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano

E

Figura 4. Movimientos de extension y flexion en las moléculas
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Capitulo Il. Antecedentes

2.1 Sintesis de 3,3’-diindolilmetano con enfoque en la Quimica Verde

Se ha establecido anteriormente una ruta alternativa y ambientalmente benigna para
la sintesis selectiva de varios aril-3,3’-diindoliimetanos, a partir del indol y de una serie
de aldehidos aromaticos (Penieres, 2003). Las correspondientes reacciones de
sustitucion electrofilica aromatica procedieron con buenos rendimientos y en tiempos
de reacciéon cortos, empleando irradiacion infrarroja como fuente de activacion y
bentonita como catalizador, en ausencia de disolvente (figura 5).
<R
®
>

onlirve = OO

bentonita
ausencia de
disolventes,
15min
55-95%

R=H, p-Me, p-OMe. p-N(Me),, p-CO,Et, m-NO,, m-CN, p-NO,

Figura 5. Sintesis de diindoliimetanos

Los resultados obtenidos mediante esta metodologia y considerando también el
antecedente de que el diindolilmetano mas sencillo (figura 6) es un compuesto que se
ha obtenido a través de sintesis a partir del indol y el formaldehido (la reaccion de
sustitucion electrofilia aromatica se ha llevado empleando irradiacion infrarroja como
fuente de activacién y bentonita como catalizador, en ausencia de disolventes), se
sabe también que éste presenta actividad anticancerigena importante, especialmente

contra cancer de préstata, de mama y cervical.

N N
H H

Figura 6. Estructura del DIM

14



2.2 Brécoli y col de Bruselas

Las variedades mas antiguas del brécoli ya se cultivaron en la época Romana, por
este motivo el brécoli también se llama Brassica oleracea italica. Desde ltalia, esta
variedad de las cruciferas se ha distribuido por todo el mundo con mucho éxito. Es
una hortaliza muy sabrosa y ademas esta en el punto de atencion cientifico porque
todas las variedades de este género contienen la concentracion mas elevada de
sustancias azufradas con una funcién terapéutica potente: los glucosinolatos y sus

derivados (isotiocianatos, sulforafano, indoles, entre otros).

Las coles de Bruselas (Brassica oleracea var. gemmifera) son variedades de coles
pertenece a la familia de las Brassicaceae, e incluye también a la col, col lombarda,
col rizada, col china, brécol, brécoli, coliflor, col, rabano y nabo, aunque las coles de
Bruselas se diferencian por tener mas vitamina A, mucho potasio y calcio, fésforo,

sodio y magnesio.

El brécoli es un miembro de la familia de las brassicas, ahora llamadas cruciferas, que
se cultivdo hace ya 6000 afios, asi que probablemente es la hortaliza mas
antiguamente cultivada. El brécoli, como lo conocemos hoy en dia, se distribuyo
durante el siglo XIX y XX desde Italia al resto del mundo. El nombre es procedente de
la palabra italiana “brocco” que significa “brote” (del latino “brachium”, rama), que
refiere a la forma tipica de las flores que estan unidas con pequefias ramas al tronco

compacto.

Las investigaciones epidemioldégicas confirman que el consumo de las brassicas vy
sobre todo de la col de Bruselas, se asocian con una disminucién del riesgo de varios
tipos de cancer, mucho mas que el consumo de las verduras o la fruta en general. A la
familia de la Brassicaceae pertenecen todas las variedades de la col, la mostaza,

colza y el nabo (Figura 7). De esta familia, el brécoli atrae mas la atencién cientifica.
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Figura 7. Vegetales del género Brassica

Los efectos saludables de estos vegetales se suelen atribuir a la alta concentraciéon de
glucosinolatos, que son una familia de compuestos azufrados, y también a sus
derivados, en donde los mas importantes son los indoles y los isotiocianatos (Nutricion
evolutiva, 2017).

2.3 Glucosinolatos

Los glucosinolatos son la clase principal de metabolitos secundarios que se
encuentran en los cultivos de cruciferas. Cada vez que comemos vegetales y
ensalada de los cultivos de cruciferas, éstos se degradan inmediatamente después de
dano tisular, debido a la accién de tioglucosidasas enddgenas (principalmente la

mirosinasa), para liberar productos responsables de los sabores picantes y calientes

caracteristicos de las cruciferas.

La estructura y bioquimica de la diversidad de glucosinolatos, es debido a su

biosintesis, la cual es a partir de precursores aminoacidos.

H

o

,.er
H H ¥NP ‘t‘;‘D

R

Figura 8. Estructura quimica general de los glucosinolatos.

Los glucosinolatos son aniones organicos solubles en agua, que incluyen

aproximadamente 120 compuestos (se ha encontrado que solo 6 contienen un nucleo
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inddlico), cuya estructura quimica corresponde a ésteres N-hidroxisulfatos de [-
tioglucosilo o ésteres (Z)-N-hidroximinosulfatos o tiohidroximatos de S-glucopiranosilo.
Poseen un atomo de azufre unido a una B-D-glucopiranosa y una cadena lateral (R)
unida al carbono del grupo imino, como se observa en la figura 8 (Suzuki, 2006). La
cadena lateral los clasifica en glucosinolatos alifaticos, aromaticos e inddlicos,
dependiendo de su precursor biosintético, segun sea metionina, fenilalanina o
triptofano, respectivamente (Brown, 1995; Visentin, 1992; Li, 2004), y a la vez
determina las diferencias en las propiedades quimicas, la actividad bioloégica y los
productos de degradacion (Gimsing, 2005). Las cadenas laterales se caracterizan por

una gama amplia de estructuras quimicas, resumida en la tabla 1.

Los productos de hidrélisis mas comunes, los isotiocianatos, se forman por un
reordenamiento de Lossen, que involucra la migracion de la cadena lateral desde el
carbono de la oxima hasta el nitrdgeno adyacente. Cuando la cadena lateral del
glucosinolato porta un grupo hidroxilo en el C-2, los isotiocianatos formados son
inestables y se ciclan a oxazolidin-2-tiona, una clase de sustancias conocidas por
causar efecto goitrogénico (afectan la glandula tiroides). En otras plantas, los
principales productos de la hidrdlisis son nitrilos; la formacion in vitro de éstos es
favorecida por un pH menor a tres o en la presencia de iones Fe?* (Michajlovskij,
1968, 1974).

En el anadlisis de glucosinolatos un factor determinante es la preparaciéon de la
muestra, en la cual se debe evitar su degradacién ya sea por contacto con la
mirosinasa o por degradacion térmica, la cual se alcanza a temperaturas superiores a
125°C. Por lo tanto, cuando se va a realizar la determinacion de los glucosinolatos, el
material vegetal debe conservarse intacto. Las plantas trituradas liofilizadas deben ser
mantenidas a -20°C hasta su uso. En el caso de plantas completas, para prevenir las
pérdidas y reducir la actividad de la enzima mirosinasa, el material deber ser
congelado con nitrégeno liquido o didxido de carbono sélido (Smiechowska, 2010).
Generalmente la extraccion se lleva a cabo en agua o en una mezcla de metanol y
agua. Para prevenir la degradacién enzimatica, el material a ser extraido primero se
trata a 100°C. Otros autores han realizado la extraccion a temperaturas, entre 70-

100°C, para inactivar la mirosinasa. (Gimsing, 2005; Mohn, 2007).
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Tabla 1. Clasificacion de los glucosinolatos (Gsl) de acuerdo con la cadena lateral

N°® de Ejemplo de la
Estructura Clase
Gsl estructura
Cadenas laterales que contienen azufre A 25 A~y |
Cadenas laterales alifaticas lineales B 6 P
Cadena alifatica ramificada C a /\_)\x
Cadena olefinica ramificada y lineal D 10 ﬁ/\/i
E
Cadena alifatica ramificada con alcoholes 12 g/!
Cadena alifatica con cetona F 4 ,j\/v’
O
Aromaticos G 17 ﬂ/@’l\’ I
Wy
w-hidroalguil benzoatos H 8 @jv"f
X
Indolicos | 6 @I\C
!u:l:m
Multi-glicosilado y otros J 6 '“’; 9 g

La separacion eficiente de los glucosinolatos es dificil debido a la elevada polaridad
de las moléculas, por lo que ésta depende de sutiles diferencias de polaridad en la
cadena lateral. Los métodos para la separacion incluyen cromatografia en capa fina
preparativa o papel, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de gases y
cromatografia liquida de alta eficiencia. La cromatografia de gases (GC) no puede ser
usada para la determinacion de glucosinolatos intactos, debido a la naturaleza iénica
de los mismos; sin embargo, la conversion a derivados volatiles tales como los

desulfoglucosinolatos permite su uso (Arias, 2011).
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2.3.1 Glucobrasicina

Linser (1939) informd que los vegetales del género Brassica contenian altos niveles
de compuestos inddlicos. Henbest aislé el indol-3-acetonitrilo de la col y demostré que
tenia menor actividad como agente de crecimiento que el acido indolacético. En 1961
y 1962, se realiz6 el aislamiento y la identificacion de los dos primeros glucosinolatos
de indol: la glucobrasicina, figuras 9 y 10(a) (Gmelin, 1961), y la neoglucobrasicina,
figura 10(b), y la constatacion de que los productos observados fueron resultado de su
hidrdlisis enzimatica. Ademas de éstas, la 1-sulfonatoglucobrasicina (c) también se
caracterizd. Este producto natural unico se ha estudiado hasta ahora muy poco,
principalmente debido a la falta de métodos satisfactorios para su aislamiento y
analisis. También, se publicé el descubrimiento de dos glucobrasicinas con anillo

oxigenado (d) y (e), ademas de la presencia de acetil-1-glucobrasicina (f) (figura10).

OH
o =
Ha/om,s N
OH -“Of W0
o
NH

Figura 9. Glucobrasicina
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Figura10.Estructura de glucosinolatos indélicos. R = (a) glucobrasicina; (b)
neoglucobrasicina; (c) 1-sulfonatoglucobrasicina; (d) y (e) de anillo oxigenado; (f) 1-
acetilglucobrasicina
Algunas variedades de col rizada, coles de Bruselas y coliflor son fuentes
especialmente ricas en glucosinolatos. Como con otros glucosinolatos, los factores
agrondmicos y ambientales ejercen un control considerable sobre los niveles de estos
compuestos (Heaney, 1983). Las hojas y la inflorescencia son particularmente ricos
en glucobrasicina. En la col, los niveles de glucosinolatos inddlicos son generalmente
del orden de 4500 a 9000 ppm, tales niveles pueden representar menos del 40% del
contenido total de glucosinolatos (McGregor, 1978). Las determinaciones de

glucosinolatos individuales contenidos en cruciferas son menos comunes. (Tabla 2)
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Tabla 2. Contenido de glucosinolatos indélicos en brocoli y col de Bruselas (umol g-')

Glucosinolatos-inddlicos Brécoli Col de Bruselas
Glucobrasicina 1.1+£04 3.2+0.2
4-Hidroxiglucobrasicina 0.2+0.1 0.6 +0.1
4-Metoxiglucobrasicina 04+£04 0.4+0.2
Neoglucobrasicina 0.2+0.2 0.2+01

Mosbah y colaboradores (1999) evaluaron los glucosinolatos en 5 grupos y 65
adquisiciones de Brassica oleracea (50 brocoli, 4 coles de Bruselas, 6 repollo, 3
coliflor y 2 coles rizadas) cultivadas en condiciones culturales uniformes. Los
glucosinolatos y sus concentraciones variaron entre los diferentes grupos y dentro de
cada grupo. Los glucosinolatos predominantes en el brécoli fueron glucorafanina,
gluconapina, y glucosinolato-3-indolilmetilo (glucobrasicina). Las concentraciones de
los otros glucosinolatos en el brdcoli variaron de manera similar en un amplio
intervalo. En coles de Bruselas, repollo, coliflor y col rizada, uno de los glucosinolatos

predominantes fue la glucobrasicina (3.2, 0.9, 1.3 y 1.2 ymol g-', respectivamente).
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2.4 Obtencién de 3,3’-diindolilmetanos a partir de plantas de la familia
Brassicaceae

La glucobrasicina da lugar a una variedad de productos de la hidrélisis enzimatica, por
la mirosinasa, a pH 7 (Fenwick, 1983); ésta proporcionaria en primer lugar un
producto inestable que posteriormente se somete a un reordenamiento tipo Lossen,
para producir escatol e isotiocianatos (Il), aunque parece ser que el isotiocianato, si es
que se forma, produce inmediatamente ion tiocianato e indol-3-carbinol (IIl). El dltimo
se auto-condensa eliminando formaldehido, para dar 3,3'-diindolimetano (IV), figura
11. El acido ascérbico, si esta presente, reacciona preferentemente con indol-3-
carbinol para producir ascorbigeno. A pH 3-4, una via diferente ocurre produciendo
azufre elemental, sulfuro de hidrégeno e indol-3-acetonitrilo (V). En el intervalo de pH

3-7 se forman diversas cantidades de todos los productos anteriores del indol.

N
's-O" oH

©)
/N OH
S Q OH
N OH I
NH
pH=7 Mirosinasa pH=3.,4 CN
NCS

N A\
. N NH v
OH O
\ \ NH

J— .
NH
11 O \
NH
v

Figura 11. Descomposicion enzimatica de la glucobrasicina: | glucobrasicina; Il
isotiocianato de 3-metilindol; 11l indol-3 carbinol; IV 3,3'-diindolilmetano; V indol-3-
acetonitrilo.

22



Por otro lado, la descomposicion quimica de glucobrasicina se resume en la figura 12.
Proceso A: ocurre la via habitual de la descomposiciéon de un acido tiohidroxamico,
que inicialmente produce indol-3-acetonitriio (no mostrado) que genera indol-3-
acetamida y el acido indol-3-acético. Ademas, productos menores, como indol,

escatol, indol-3-carboxaldehido, también pueden ser producidos.

7
\Y -
'S-0" oH
o\
N OH
/ o
S OH
A OH
N
H
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4 /z ZE /i
/\ /\
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Iz / Iz /

; /i
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—
=

Figura 12. Descomposicion quimica de glucobrasicina: La ruta A, la principal via de
degradacion, da lugar a indol-3-acetamida, acido indol-3-acético y escatol (un
producto de menor importancia). La ruta B da indol-3-carboxaldehido, acido indol-3-
carboxilico e indol.

La degradacién térmica de glucosinolatos del indol se analizé en detalle por Campbell
(1989). Se observd que el tratamiento térmico dio como resultado una

descomposicion sustancial de glucosinolatos inddlicos con iones tiocianato e indol-
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acetonitrilos como productos, mientras que la autdlisis (tejido macerado) dio indol-
acetonitrilos en baja concentracion, pero altos niveles de iones tiocianato y carbinoles.
Un producto de degradacion interesante usando metilglucosinolato de indol-3-ilo
sintético es el 2-(3’-indolilmetil)glucosinolato (figura 13). Esto se produjo usando un
sistema por ebullicién por 1 h en agua pura (Chevolleau, 1997). Sin embargo, este

compuesto aun no ha sido identificado en las verduras cocidas.

OH

Figura 13. Estructura del 2-(3’-indolilmetil)glucosinolato.

Segun N. Michajlovskij (1968) la degradacion de la glucobrasicina también pude darse
empleando irradiacion de luz ultravioleta durante 45 minutos, obteniéndose el indol-3-
carbinol y el DIM. Ademas, se ha encontrado que, en el ambiente acido del estobmago,
el indol-3-carbinol, en contacto con los jugos gastricos se convierte en el dimero 3,3'-
diindolilmetano (McDanell, 1987)

También, se ha publicado el efecto del proceso de ebullicion en el contenido de
ascorbigeno, indol-3-carbinol, indol-3-acetonitrilo y 3,3'-diindoliimetano en la col
fermentada (Ciska, 2009). La col se hirvié durante 5 a 60 minutos, lo que resulté en
una disminucion del contenido total de los compuestos analizados. Uno de los
productos de degradacion era indol-3-carbinol; la disminucién en el contenido de
ascorbigeno fue acompafado por un aumento drastico en el contenido de DIM, como
producto de condensacion de indol-3-carbinol. Después de 40 y 50 min de la
ebullicion, el contenido total del DIM en la col y la coccién del agua fue de
aproximadamente 0.2 mol / 100 g.
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Capitulo lll Parte experimental

Material y equipo

La arcilla bentonitica utilizada es marca Tonsil Actisil FF® de Tonsil Mexicana, S.A. de
C.V., Previo a su utilizacion se activdo mediante secado en estufa a una temperatura
de 110-180 °C durante una hora.

Para el seguimiento por cromatografia en capa fina (ccf) se emplearon cromatofolios
Alugram® Sil G/UV 254 y gradientes de una mezcla de hexano /acetato de etilo 70:30

como fase movil.

Para la fuente de irradiacion de infrarrojo se utilizé una ldmpara marca OSRAM de
250W conectado a un redstato, que se manejé al 70% de su capacidad, alcanzando

un intervalo de temperatura de 72 a 92 °C.

Para la cromatografia de gases acoplado a masas (CG-EM) se empleé un
cromatégrafo de gases (Modelo G3440A) y un detector selectivo de masas (modelo
G3172A) ambos de marca Agilent Techonologies, con una columna Agilent 1909 1B-
101 de 12 m x 200 um x 0.33 ym, usando como gas acarreador helio a una velocidad
constante 1.9264 mL/min, la temperatura del inyector fue de 280 °C, la temperatura
inicial del horno fue de 90 °C, con una rampa de calentamiento de 20 °C/min hasta
300°C y se mantiene durante 4 minutos, empleando el modo SPLIT con un radio 10:1,
un volumen de inyeccion 3 uL, las condiciones de espectrometro de masa fueron a
una energia de ionizacion de 70 eV, temperatura de la fuente 230 °C y la temperatura
del cuadrupolo de 150 °C.

Obtencion de los extractos metandlicos de col de Bruselas y brécoli

Se adquirieron 100 g de hojas de col de Bruselas fresca y 100 g de inflorescencia del
brocoli fresco; éstas fueron picadas por separado en trozos pequefios y fueron
molidas con un mortero; posteriormente se administré 200 mL de metanol a cada una

y se dejo reposando durante 3 dias en matraces Erlenmeyer tapados. Posteriormente
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se separo el material vegetal usado del disolvente, filtrando a gravedad, se les agrego
carbon activado y se dejé agitando durante un periodo de 10 minutos, se filtra y se
recupera el metanol por medio del rotavapor marca Buchi a una temperatura de 40 °C
a 90 rpm, el concentrado de la muestra es filtrado en cartuchos Water Oasis HLB
(previamente acondicionados) para eliminar la clorofila, se deja en una campana de
extraccion a vacio hasta eliminar el disolvente remanente; una vez que el disolvente
fue eliminado de los extractos, se obtiene de 5 a 8 g de extracto y se almacenan en un

congelador a una temperatura de -24 °C para su posterior uso.

Los cartuchos Water Oasis HLB se acondicionaron de la siguiente manera: Se aplica
y succiona 1 mL de metanol a través del cartucho, posteriormente se aplica y
succiona 1 mL de agua a través del cartucho, al finalizar este proceso se aplica y

succiona la muestra y se lava con metanol.

De igual forma se adquirieron 100 g de hojas de col de Bruselas y 100 g de
inflorescencia de broécoli, se dejaron secar y se siguid el mismo procedimiento no

obteniéndose resultados para la generacion del DIM.

Cambio de pH de la bentonita

A 9 g de la arcilla bentonitica se le agrega 1 g de NaHCO3 o NaxCO3 y 90 mL de agua
destilada. Las mezclas se agitaron magnéticamente durante 10 minutos y
posteriormente se determind el valor de pH a cada una (tiras de pH), se filtré y se dejo
a sequedad y posteriormente se colocaron en una estufa a un intervalo de
temperatura de 110-180 °C. (Penieres, 1999)

Tabla 3. Valores de pH de suspensién acuosa base-arcilla.

Suspension base- pH
arcilla
Ninguna 3
NaHCO3; 7
Na2COs3 9
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Procedimiento General

Obtencion del DIM

o) O
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Figura 14. Esquema general para la obtencion del 3,3’-diindoliimetano

Para los extractos de brocoli y col de Bruselas.

Se pesaron 0.5 g de extracto de brécoliy 1 g de la correspondiente arcilla bentonitica
previamente activada en la estufa durante 1 hora. Se colocé la mezcla de reacciéon en

un reactor de vidrio tubular se coloca a reflujo y se irradia con luz infrarroja.

Se pesaron 0.5 g de extracto de brocoliy 1 g de la correspondiente arcilla bentonitica
previamente activada en la estufa durante 1 hora. Se colocé la mezcla de reaccién en
un reactor en un matraz se coloca a reflujo con energia convencional no se obtuvieron

resultados para la generacién del DIM.

El producto obtenido en todas las reacciones se compara con una referencia
sintetizada previamente del 3,3’-diindolilmetano por ccf, utilizando como fase mouvil
una mezcla de hexano/acetato de etilo en una relacion 7:3, respectivamente, y revela

un color rosado rojizo bajo luz ultravioleta y a la vista. (Garcia, 2005)

Las mezclas de reaccion se extraen con aproximadamente 30 mL de etanol, se filtra 'y
el disolvente se recupera con ayuda de un rotavapor, se concentra y se almacena en

el refrigerador a una temperatura de -24°C.
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Para el analisis de CG-EM, 0.5-0.8g extracto obtenido para cada reaccién se disuelve
con 300 pL y de etanol se toman 50 pL de etanol la que se inyecta al cromatografo a

las condiciones ya antes mencionadas

El 3,3 -diindoliimetano sintetizado como referencia, se evalua utilizando la técnica de

cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masa (CG-EM)

Para el calculo del porcentaje de los compuestos contenidos en los extractos, se tomd
solo las areas de los picos con el nucleo inddlico para cada cromatograma,
detectados por su espectro de la técnica de espectrometria de masas, se sumaron y
se consider6 este aspecto el 100%, después se sacO el porcentaje para cada

compuesto inddlico de interés.
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Capitulo IV. Resultados y discusion

Se obtuvo el cromatograma para el 3,3’-diindolimetano (Cromatograma 1), obtenido
mediante sintesis en el laboratorio (el producto no fue purificado por lo cual aparece
con ciertas impurezas y materia prima como el indol en un tiempo de retencién 2.495
minutos, cabe destacar que por reacciones anteriores se conoce que el DIM es el
compuesto mayoritario), para conocer el tiempo de retencion y el patron de
fragmentacion de este compuesto y poder identificarlo en los extractos de col de
Bruselas y brécoli, asi como su respectivo patrén de fragmentacion en el espectro 1.
El patron de fragmentacién molecular propuesto de este compuesto se encuentra en
la figura 14, su respectivo tiempo de retencion para este compuesto fue de 10.251
minutos estos parametros cualitativos sirven de base para la posterior localizacion e

identificacion de este compuesto en los extractos respectivos de col y brocoli.
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Espectro 1. EMIE para el DIM sintetizado.
Blancos de la col de Bruselas y el brécoli

En los cromatogramas 2 y 3 se presentan los extractos de brocoli y col de Bruselas
como blancos donde se demuestra que en ningun de los extractos anteriores se
presenta el 3,3’-diindolilmetano solo se presentan compuestos como el indol-3-
acetonitrilo e indol que son importantes ya que contienen un nucleo inddlico y que se
producen a partir de la glucobrasicina. Los tiempos de retencidn se muestran en la
tabla 4. En los tiempos de retencion donde se localizé anteriormente el DIM no se
encuentran este compuesto en ninguna de esta muestra, no hay un pico o patrén de

fragmentacion que determine la presencia de este compuesto.

Tabla 4. Blancos de col y brocoli, contenido de sus componentes con nucleo inddlico

Tiempo de retencion Porcentaje
Compuestos prc?medlo Col Brocoli
(minutos) o o
indol-3- 5.565 89.36 90.5
acetonitrilo
Indol 2.485 10.64 9.5
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El espectro 2 fue obtenido para el indol para el extracto de brécoli y col de Bruselas

Como se puede observar en el espectro, éste corresponde al tiempo de retencién de
2.495 min, por tanto, se llegé a identificar el compuesto inddlico (en la figura 15 se
puede observar el patrén de fragmentacion propuesto para este compuesto) que se
produce en la biosintesis (Brown, 1995); o en la degradacion de la glucobrasicina y se

observa que siempre esta en porcentajes muy bajos.
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Espectro 2. EMIE para el 1H-indol en extractos metandlicos
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Figura15. Patron de fragmentacion propuesto para el 1H-indol

El espectro 3 corresponde al indol-3-acetonitrilo para el extracto del brocoli y la col de
Bruselas (en la parte superior para el extracto de brécoli y en la parte inferior se

muestra el espectro de referencia).

Como se puede observar el espectro corresponde al patron de referencia por tanto se
llegd a identificar el compuesto indol-3-acetonitrilo que se produce a partir de una
descomposicion enzimatica a pH acido; si bien no es caracteristico de las condiciones
manejadas, se puede producir bajo el proceso biolégico normal de la planta y por

ende se puede encontrar en el extracto.

Los tiempos de retencion se encuentran en la tabla 4 que sirven como una base
cualitativa para la posterior localizacion de estos compuestos en los cromatogramas

obtenidos para los extractos en diferentes condiciones.
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Figura 16. Patron de fragmentacion propuesto para el indol-3-acetonitrilo

Obtencion del DIM a partir de extractos de col de Bruselas y brocoli
Bentonita a pH 3

Todas las reacciones se siguieron en cromatografia en capa fina, los extractos que
presentaban la aparicion del DIM, fueron analizados posteriormente por CG-MS,
algunas de las reacciones que se analizaron con este método fueron para comparar la

formacion de los compuestos inddlicos presentes en las reacciones.

Para la obtencién del DIM se utilizé energia infrarroja en ausencia de bentonita pero
bajo estas condiciones no se llegd a la formacion de este producto por lo cual los
resultados no se presentan en este trabajo y que la bentonita es indispensable como

catalizador para las diferentes reacciones.
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Se utilizaron extractos secos con las diferentes técnicas y no se llegé a la obtencién
del DIM posiblemente a la degradacion de la GBS mientras estos productos se

estaban secando, con lo cual no se llego a la generacion del compuesto prioritario.

En la tabla 5 se puede observar los resultados con las arcillas a pH 3 y los diferentes
extractos que fueron empleados para la obtencién del 3,3 -diindoliimetano. Como se
puede observar, bajo estas condiciones no hay formacién DIM, ya que no se aprecia
mediante ccf ni mediante CG-EM, pero si se pueden apreciar otros grupos de interés
como son el indol-3-acetonitrilo y el indol los cuales se aprecian en los extractos de

brécoli y col de Bruselas.

En los espectros 2 y 3 se muestra el patrén de fragmentacién para el indol y el indol-3-
acetonitrilo, estos compuestos también se dieron a pH 3, 7 y 10, ya que generaron el

mismo tiempo de retencion y espectro mediante la técnica de CG-EM empleada.

Con bentonita a pH acido no se llegé a encontrar el DIM, por lo cual es un método que
se descarta para la obtencion de este compuesto en extractos metandlicos, ya que
solo se formaron otros compuestos como el indol o en mayor proporcion el indol-3-

acetonitrilo.

Tabla 5. Arcilla bentonitica a pH acido con lo diferentes extractos

Reaccion Bentonita Tiempode Condiciones INDOL INDOL-3- DIM
irradiacion % ACETONITRILO % %
Extracto
de 25 min 70% IR 3 97
brécoli 1g
Extracto
de col 30 min 70%IR 100
de
Bruselas

Bentonita a pH 7

En la tabla 6 se puede observar el comportamiento de la arcilla bentonitica a pH 7 con
los diferentes extractos que fueron empleados para la obtencion del DIM. En este

caso si hay formacioén del 3,3’-diindolimetano para el extracto de col de Bruselas pero
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no se da la formacion de éste en extractos de brocoli; en ambos extractos se aprecian
la formaciéon del indol-3-acetonitrilo y el indol, es importante aclarar que en los
extractos de brocoli también se encuentra la glucobrasicina, en menor
concentraciones (Mosbah, 1999), la formacion del nitrilo en este extracto podria
indicar, que la GBS se habia degradado con anterioridad al nitrilo o que en la planta
habia una considerable concentraciéon de Fe?*, lo que propicia a que la GBS se
degrade a indol-3-acetonitrilo (Michajlovskij, 1968, 1974). Aunque cabe resaltar que

esta degradacion también se forma a pH acidos.

Bajo estas condiciones de pH 7, para la col de Bruselas se aprecia la formacion del
compuesto de interés el DIM asi como otros compuestos ya antes mencionados,
aunque el DIM representa el 6.55 % de compuesto con nucleo inddlico obtenido en
todo el extracto que se pudieron identificar, se observa la aparicién del compuesto,
éste se llega a formar de manera natural a un pH 7 mediante la degradacion
enzimatica, pero de forma quimica a un pH 7 no hay antecedentes en los que se
encuentre la formacién de este compuesto, aunque se trabajé con el extracto de la
planta la enzima que produce dicha degradacion, se desactivo o inhibié debido a que
estos extractos se mantuvieron en el refrigerador a temperaturas -24 °C, ademas que
en los blancos de col de Bruselas no aparece este compuesto, no se pudo haber

formado con anterioridad.

Tabla 6. Arcilla bentonitica a pH 7 con los diferentes extractos

Bentonita Tiempo de INDOL % INDOL-3- DIM %
pH 7 irradiacion ACETONITRILO
%
1g 0.05 98.85 1.10
Extracto  1g, 3mL 30min 8.15 85.30% 6.55%
de col EtOH
de 1g 4.47 95.53
Bruselas  1g 3mL 1h
EtOH 0.66 99.34
Extracto 1g 100%
de 1g, 3 mL 30min 2.33 97.67 -
brécoli EtOH
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Como se puede observar en la grafica 1 el compuesto que se obtiene en mayor
proporcion es el indol-3-acetonitrilo, por lo que se puede deberse es que la GBS
prefiere formar dicho compuesto o ya bien por la presencia de Fe?*, lo que propicia la
formacion de este compuesto y no la del DIM a este pH el DIM alcanzo el 6.55 % de
formacion con respecto a los compuestos con nucleo indélico encontrados en el
extracto cabe sefalar que la condicion 6ptima fue al agregandole etanol al llevar la

reaccion durante un periodo de 30 minutos.
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Grafica 1. Comparacion de los compuestos con nucleo inddlico obtenido a pH 7
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Cromatograma 4. Reaccién a pH 7 en extracto de col de Bruselas
pH 10

En la tabla 7 se puede observar el comportamiento de la arcilla bentonitica a pH 10
con los diferentes extractos que fueron empleados para la obtencién del DIM. Como
se puede observar en la tabla 7 a pH 10 hay formacion del 3,3’-diindolimetano para el
extracto de col de Bruselas, pero no se puede apreciar, la formaciéon de éste en
extractos de brécoli, en ambos extractos se aprecia la formacion del indol-3-

acetonitrilo y el indol.

A este pH de trabajo no hay referencias que indiquen, la formacion de compuestos,
como el nitrilo ni el DIM, aunque si la del indol mediante una degradacién basica
(Fenwick, 1983), en los extractos a este pH de trabajo el compuesto aparecié en bajas
proporciones, pudiéndose deber que se forman los compuestos DIM e indol-3-
acetonitrilo y no toman la ruta de degradacion para obtener el indol, es poco el
porcentaje que se forma consecuente a esta degradacion aunque si aumenta con

respecto a los blancos de col y brécoli.

El porcentaje del indol-3-acetonitrilo en cada uno de los extractos es mayor al
compuesto de interés DIM, se ha dicho con anterioridad que, aunque se encuentra en

los blancos de extractos de col, aumenta su porcentaje en todas las reacciones,
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pudiéndose deber a que es mas facil la degradacion de la GBS para la formacion de
este compuesto y no para la formacion del DIM, o por la concentracion de iones Fe?*

que propician la formacién del indol-3-acetonitrilo.

No hay referencias que indiquen la presencia del DIM a un pH 10 ya sea de forma
quimica o enzimatica, en comparacion con los porcentajes de los extractos de col de
Bruselas con bentonita a pH 7 y pH 10 no hay distincion ya que a estos pH el maximo
porcentaje no rebasa el 7%, a condiciones a pH 10 la reaccion con 1hora de reaccién

y 0.5g de bentonita fue la 6ptima.

El DIM aunque no hay referencias que indiquen que a un pH 10 o a un pH 7 se pueda
formar en condiciones quimicas, si hay referencias que nos indican que al irradiar la
glucobrasicina con una longitud de onda ultravioleta se ha obtenido dicho compuesto
aunque no se trabajé a esos pH, por lo cual la irradiacién a una longitud de onda
infrarroja contribuyé a la formacién de estos compuestos, cabe destacar que también
se irradid con longitudes de onda de microondas los cuales tuvieron resultados

negativos por lo cual no se presentan en este trabajo.

Tabla 7. Arcilla bentonitica a pH 10 con los diferentes extractos

Reaccion Bentonita Tiempo de INDOL % INDOL-3- DIM%
pH 10 irradiacién ACETONITRILO
%
Extracto 1g 30min 0.1 99.64 0.26
de col 1g, 3mL 194 76.21 4.39
de EtOH
Bruselas 1g I h 5.78 87.73 6.49
Extracto 1g 30min | - .o 0 -
de 1g, 3 mL 5.89 9410 -
brécoli EtOH

De igual forma se puede observar en la grafica 2 el mismo comportamiento con
respecto a la proporcion del indol-3-acetonitrilo, a valores de pH de 2, 7 y 10, en
donde es el compuesto mayoritario con el nucleo inddlico que se encontré en los
extractos, en comparacion con los demas compuestos inddlico, como el DIM y el
indol.
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Grafica 2. Comparacion de los compuestos con nucleo indélico obtenido a pH 10
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Cromatograma 5. Reaccion a pH 10 en extracto de col de Bruselas
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El espectro 4 se obtuvo de una de las reacciones con el extracto de col de Bruselas
donde se aprecia, la aparicion del DIM, en las demas reacciones donde se encontro el
DIM se observa el mismo patrén de fragmentacion, el patron de fragmentacion
propuesto para este compuesto se muestra en la figura 17, este espectro corresponde
con el sintetizado en el laboratorio (espectro 1) lo cual nos indica que si esta presente
el DIM.
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Espectro 4. EMIE para el 3,3’-diindolimetano que se obtuvo en la reaccién 26.
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Figura 17. Patron de fragmentacién propuesto para el DIM obtenido en los extractos

Este trabajo se realiz6 dentro del contexto de la Quimica Verde debido a que cumple

con los siguientes principios de la quimica verde:

1.- Prevencion de residuos. Las reacciones se llevan en menor tiempo con el uso de
luz infrarroja lo que contribuye a la reduccion de gases invernadero al entorno

ecologico.
2.- Economia atomica. No aplica.

3.- Metodologia de sintesis de toxicidad reducida: Las sustancias que se usaron

tienen poca o nula toxicidad, tanto para el medioambiente como para el ser humano.

4.-Disefio de compuestos quimicos mas seguros: Los compuestos quimicos obtenidos

tienen baja toxicidad e incluso el DIM tiene propiedades benéficas (anticancerigenas).
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5.-Disminucion del uso de sustancias auxiliares: No se emplearon procesos

cromatograficos para purificacion ni disolventes nocivos en las mezclas de reaccion.

6.- Eficacia energética: Las reacciones se llevan en menor tiempo con el uso de luz

infrarroja lo que contribuye a la reduccién de gases invernadero al entorno ecoldgico.

7.- Materias primas renovables: Los vegetales empleados son renovables y la arcilla

bentonitica puede ser utilizable varias veces antes de perder su capacidad catalitica.

8.-Reduccion de derivados: No se emplearon grupos protectores, ni auxiliares extras

para las transformaciones quimicas.

9.-Potencializacion de catalisis: La bentonita resulto ser parte esencial del trabajo

presentado, al fungir como catalizador en la transformacion quimica.
10.-Degradabilidad: Los vegetales y los compuestos generados son biodegradables.
11.-No aplica.

12.-Minimizar accidentes: todos los procesos y sustancias utilizadas son de bajo
riesgo y el procedimiento se llevd a cabo con las medidas de seguridad

correspondientes.
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Conclusiones

Se generd un nuevo método de obtencion del 3,3-diindoliimetano, a partir
de extractos de hojas de la col de Bruselas (Brassica oleracea var. gemmifera ) en

el contexto de la quimica verde

No se llegé a la obtencion del 3,3’-diindoliimetano en los extractos
metanolicos de la inflorescencia del brocoli (Brassica oleracea itélica),
probablemente debido a que el brécoli no contiene la suficiente cantidad de

glucobrasicina.

El empleo de irradiacién infrarroja como fuente de energia alternativa para la

activacion da lugar a tiempos de reaccion y a la formacion de este compuesto.

Se encontré que el empleo de la arcilla bentonitica a pH 7 y pH 10 fueron
condiciones adecuadas para la obtencién del 3,3 -diindolilmetano.

La separacion y caracterizacion de los productos obtenidos fue posible y
exitosa utilizando la técnica de cromatografia de gases acoplado a espectrometria

de masas

Se encontré que la degradacién de la glucobrasicina a estas condiciones
produce una mayor cantidad del compuesto indol-3-acetonitrilo y a un pH 10 y pH

7 hay una similar cantidad del 3,3-diindolilmetano.

Es de importancia enfatizar que no existen publicaciones en donde se
emplee los extractos de estos vegetales, ni bentonita, ni la irradiacion
infrarroja, para la obtencién del 3,3’-diindolilmetano siendo este el primer

trabajo con estas caracteristicas.
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Perspectivas

e Continuar con el estudio de los métodos de extraccion en la col de
Bruselas para generar una mejor obtencion de la glucobrasicina y asi

haya una obtencion mayor del 3,3’-diindolilmetano.

e Continuar con el estudio a utilizacién del brécoli en diferentes etapas de

crecimiento para llegar a la obtencién del 3,3’-diindoliimetano.

e Continuar con el estudio utilizando diversas fuentes de energia.
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Anexo 1

Tabla 8: Datos obtenidos para los extractos a diferentes valores de pH y tiempo de

irradiacion
Tiempo INDOL INDOL-3-ACETONITRILO DIM
de
reaccion % Tr Area % Tr area % tr area
y
bentonita
Extracto 100 | 5.65 | 46295625 | -
de col 30min
Extracto | PH3 2.9 | 2483 299127 | 97.1 [ 5591 | 9694712 | — | -
de
brocoli
30min | 0.05 | 2.479 | 127670 | 98.85 | 5.76 | 221855773 | 1.19 | 10.213 | 2433229
pH 7
30min | 8.15 | 2.483 | 4363230 | 85.30 | 5.663 | 45724261 | 6.55 | 10.2 | 3514718
pH 7
3ml EtOH
Extracto 1h 0.66 | 2.483 | 302069 | 99.34 | 5.65 | 44964096 | -- | -
de col
pH 7
3ml EtOH
1h 4.47 | 2.512 | 3969497 | 95.53 | 5.718 | 84759660 | -
pH 7
Extracto | 30min | 2.33 | 2.496 | 316846 | 97.67 | 5.612 | 13250881 | ---
de pH 7
brécoli | 3ml EtOH
30min 100 | 5.604 | 17953759 | ---
pH 7
30min 0.1 | 2.483 | 2180653 | 99.64 | 5.781 | 208292699 | 0.26 | 10.217 | 5297049
pH 10
30min | 19.40 | 2.479 | 3986748 | 76.21 | 5.616 | 15657070 | 4.39 | 10.192 | 900280
pH 10
E’(;"ac"l° 3ml EtOH
€co 1h 2.478 | 231602 5.663 | 63830180 | ---
pH 10
3ml EtOH
1h 5.78 | 2.483 | 2839133 | 87.73 | 5.646 | 43081982 | 6.48 | 10.204 | 3182270
pH 10
Extracto | 30min 100 | 5.565 | 8695033 | -
de pH 10
brécoli ™30in | 5.8 | 2.479 | 770124 | 94.2 | 5587 | 12291172 | — | —
pH 10
3ml EtOH
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Tabla 9. Resultados para extractos de brocoli y col de Bruselas sin reaccionar

INDOL INDOL-3-ACETONITRILO %
Extractos % tr area % Tr area
brocoli 9.50% 2.491 158667 90.50% 5.565 1510508
col de
Bruselas 10.64% 2.487 1787186 89.37% 5.625 14993978
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