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Os glicosinolatos (beta-tioglicosidio-N-hidroxissulfatos)
sdo precursores dos isotiocianatos e ocorrem em
dezesseis familias de espécies vegetais. Uma grande
parte das espécies que sintetizam estas substancias
pertencem aos géneros Brassicaceae, Caricaceae e
Capparaceae (FAHEY; ZALKMANN; TALALAY,
2001). Os glicosinolatos sao convertidos na planta em
isotiocianatos por acdo da enzima mirosinase. Esta
enzima, presente no préprio vegetal ou na microflora
do trato digestivo humano, inicia sua atividade quando
o tecido vegetal sofre algum tipo de injuria ou sob
acao de fungos ou ainda mastigacao de insetos ou pela
préopria mastigacao das plantas frescas (BONES;
ROSSITER, 1996). No caso do mamoeiro (Carica
papaya), o isotiocianato de benzila (BITC), formado a
partir do glicosinolato de benzila sob a acéo da
mirosinase no mamao, ja foi relatado por apresentar
atividade anti-helmintica (KERMANSHAI et al., 2001).

Durante os ultimos vinte anos, muitas evidéncias
foram mostradas ressaltando que o aumento do
consumo de frutas e vegetais reduz a incidéncia de
cancer (TALALAY, 1999), em alguns casos na ordem
de 50%. As propriedades quimio-protetoras dos
vegetais sao atribuidas a presenca de substancias
como os glicosinolatos. Alguns destes (por exemplo o
glicosinolato de benzila, de p-hidroxibenzila e de 2-
hidroxibut-3-enila) induzem os mecanismos de
desintoxicacao celular da Fase 2 (WATTENBERG et
al., 1986; TAWFIQ et al., 1995; FAHEY; ZHANG;
TALALAY, 1997), induzindo, por conseqiiéncia, os
mecanismos quimicos de defesa contra agentes
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cancerigenos, aumentando a resisténcia celular.
Outros metabdlitos atuam como indutores das enzimas
da Fase 2 do mecanismo de desintoxicacao celular,
mas tém papel inibitério das enzimas da Fase 1
(GAMET-PAYRASTRE et al., 2000; NAKAMURA et
al., 2000). Alimentos que sao reconhecidas fontes de
glicosinolato e isotiocianatos foram descritos, por
serem capazes de ativar o mecanismo de
desintoxicacao celular e de proteger contra o cancer
(SHAPIRO et al., 2001).

O mamao faz parte da nossa dieta diaria e é
reconhecida fonte de glicosinolatos e isotiocianatos. A
atividade funcional atribuida a essas substancias
suscita o interesse em se estabelecer métodos
validados para sua quantificacdo. Um método de
andlise de isotiocianato de benzila utilizando
cromatografia gasosa com um detetor de fotometria
de chama (CG-DFC), ja foi estabelecido anteriormente
por Castro, Anjos e Silva (2005) e adapta-se bem para
a matriz mamao. Neste método, no entanto, observa-
se que é dificil efetuar a quantificacdo do isotiocianato
em concentracoes baixas. Isto levou a desenvolver o
presente método, utilizando um outro detetor -
detector de nitrogénio-fésforo (DNP) - que tem maior
sensibilidade que o DFC usado no método original.

Método de Analise de Isotiocianatos

As amostras de mamao ainda verdes foram adquiridas
no mercado local. Depois de retiradas as sementes, a
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polpa e a casca foram cortadas em pequenos cubos,
imediatamente antes da analise. A extracao foi feita
usando-se cerca de 20g de amostra (polpa + casca)
com acetato de etila, durante quinze minutos no Ultra-
Turrax. Apds filtracao em papel de filtro rapido, a
solucao foi evaporada em rota-evaporador e
transferida para baldo volumétrico de 10 ou 25mL
com acetato de etila. A solucdo contendo o analito foi
aplicada em um sistema cromatografico composto
por: cromatégrafo gasoso Trace 2000 fabricado pela
Thermo® equipado com a) um detetor de fotometria de
chama com filtro de enxofre (sistema CG-DFC) ou b)
detetor de nitrogénio fésforo (sistema CG-DNP);
coluna J&W Scientific DB-1701 P (28,5m x 0,32um x
0,25um); programacéo de temperatura, 50 a 130°C
(25°C/min) e de 130 a 200°C (5°C/min); injetor sem
divisao de fluxo a 225°C (tempo de abertura da
vélvula - Tmin); volume injetado - O,8pL.

Os extratos da amostras de mamao foram analisados
em duplicata por CG-DFC e por CG-DNP e
quantificados por padronizacado externa. As curvas
padrao de BITC, obtidas nos dois sistemas, foram
construidas usando triplicatas.

Quantificacdo Usando o Sistema CG-DFC

No primeiro método desenvolvido utilizando o detetor
DFC que é seletivo para o enxofre, obteve-se a curva
padrdao com sete pontos exposta na Figura 1. Vé-se
que para os dois pontos de menor concentracao (série
1 da Figura 1), a resposta do detector é similar mas
difere da obtida para os pontos mais concentrados
(série 2 da Figura 1), ou seja, os fatores de resposta
do DFC nas faixas de baixa e alta concentracéo do
analito sdo diferentes. Assim, calculando o valor do
coeficiente de correlacado (R?) para diferentes faixas
de concentracao, determinou-se a faixa de linearidade
da curva (15,53 a 56,2ug BITC/mL), que corresponde
aos cinco pontos de maior concentracao. A curva de
calibracdo apresentou um R? de 0,987, o que é
considerado aceitavel para a faixa de trabalho usada.
Neste sistema cromatografico foram analisadas
amostras de mamao seguindo o protocolo
experimental previamente descrito. A identificacao do
pico de interesse - BITC - nas amostras de mamao,
ocorreu através da comparacao entre os tempos de
retencao do padrao e os tempos de retencao dos picos
observados nos cromatogramas das amostras. Como o
detector DFC é seletivo e s6 responde as substancias
sulfuradas, obtéve-se cromatogramas “limpos” sem a
presenca de interferentes (CASTRO; ANJOS; SILVA,
2005).
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Fig. 1. Curva de calibracdo de BITC no sistema CG-DFC

O valor médio da concentracao de isotiocianato de
benzila nas amostras de mamao analisados por CG-
DFC foi de 17ug de BITC/g amostra. Este resultado é
coerente com dados publicados por Nakamura et al.
(2000) para o mamao papaya, demostrando assim o
bom desempenho do método usado. Entretanto,
considerando tanto a equacao da reta (coeficientes
angular e linear) como a faixa de linearidade, vé-se
que a andlise por CG-DFC nao pode ser aplicada para
diluicoes onde o analito esteja presente na solucao
final em concentracdes < 15ug/mL. Para resolver este
problema foi desenvolvido um novo método que
apresenta maior sensibilidade que o sistema com DFC.

Novo Método: Determinacao de
Isotiocianatos por CG-DNP

A curva padrdo de BITC para o sistema CG-DNP se
encontra na Figura 2. A maior sensibilidade deste
detector é claramente visualizada pelas areas dos
picos. Usando a mesma faixa de concentracao de
BITC, para efeito de comparacao entre os dois
detectores, vé-se que utilizando o DNP as areas dos
picos sdo dez vezes maiores do que com o DFC. A
maior sensibilidade do DNP possibilita a obtencao de
um fator de resposta bem melhor, permitindo a
quantificacao de concentracdes bem mais baixas do
que no método original. O coeficiente linear da
equacao da reta obtida pela regressao da curva é
positivo e o valor de R? é 0,9964. Estes resultados séo
coerentes com as recomendacoes para analise de
tracos.

O fato mais importante que deve ser ressaltado no
método proposto é a auséncia do “efeito de matriz”. O
DNP é um detector seletivo e detecta apenas
substancias que contenham nitrogénio ou fésforo. Esta
caracteristica permitiu, no caso da matriz mamao, a



obtencao de um cromatograma onde nao se observam
outros picos além do BITC, facilitando a quantificacao
do mesmo. A Figura 3 mostra o cromatograma obtido
neste sistema. A especificidade do detetor utilizado e
a prépria natureza da matriz estudada propiciam a
obtencao de cromatogramas isentos da presenca de
interferentes. As andlises de BITC, efetuadas em 42
amostras de mamao cultivados de forma orgéanica e
convencional, permitiram a determinacao do teor
médio de 23ug de BITC/g de amostra. Este valor é
ligeiramente superior ao obtido anteriormente usando
CG-DFC, mas esta diferenca poderia ser atribuida a
variabilidade entre os frutos, a sazonalidade, a origem
e/ou a forma de cultivo. Observou-se certa tendéncia
de se encontrar concentracdes mais elevadas de
isotiocianatos para os frutos cultivados de forma
orgénica do que para as amostras provenientes do
cultivo convencional.
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Consideracoes Finais

O método proposto para andlise de isotiocianatos,
utilizando o sistema cromatografico CG-DNP,
demonstrou ser simples de ser executado. Ficou
evidente a maior sensibilidade e fator de resposta do
detector de N e P frente ao analito do que o detector
DFC, usado no método original. Observou-se
linearidade na faixa de concentracao usualmente
encontrada neste tipo de matriz. A determinacao de
isotiocianato de benzila por CG-DNP, demonstrou ser
bastante adequada, tendo sido quantificadas
concentracOes baixas de BITC em algumas amostras
de mamao sem se detectar a presenca de nenhum
interferente.
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Fig. 3. Cromatograma do BITC em uma amostra de mamé&o no

sistema CG-DNP
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