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DETERMINATION OF BENZYL ISOTHIOCYANATE IN Carica papaya USING GAS CHROMATOGRAPHY WITH
SELECTIVES DETECTORS. In the present work, a method was developed and validated for the quantification of benzyl
isothiocyanate (BITC) in the fruits of Carica papaya. The quantification of this compound was carried out by gas chromatography

(GC) with selective detectors - nitrogen phosphorus detector (NPD) and flame photometric detector (FPD). The performance of these
detectors showed a higher sensitivity of the NPD with a broader linear range of detection. The LOD/LOQ were 0.038/0.100 pug/mL
for NPD and 5.78/19.29 pug/mL for FPD. The recovery of the method for BITC was 90,64%. An average value of BITC concentration

in all the analyzed samples was 16,23 ug BITC/g.

Keywords: isothiocyanates; Carica papaya; gas chromatography.

INTRODUCAO

Os glicosinolatos (B-tioglicosidio-N-hidroxissulfatos) sdo pre-
cursores dos isotiocianatos, e ocorrem em 16 familias de espécies
vegetais, existindo, pelo menos, 120 estruturas diferentes identifi-
cadas em plantas. Uma grande parte das espécies que sintetizam
estas substancias pertence aos géneros Brassicaceae, Caricaceae e
Capparaceae.'

Os glicosinolatos sao convertidos nas plantas em isotiocianatos por
agdo da enzima mirosinase. Esta enzima, presente no proprio vegetal ou
na microflora do trato digestivo humano, inicia sua atividade quando
o tecido vegetal sofre algum tipo de injuria ou sob a¢do de fungos ou,
ainda, pela mastigagdo de insetos ou, entdo, pela prépria mastigacio
das plantas frescas.> Alguns estudos mencionam efeitos nocivos dos
glicosinolatos na satde: a formacdo de bdcio,? caracteristicas anti-
nutricionais e toxicidade causadas pela dieta,* efeitos citotdxicos e a
indugdo de aberracGes cromossomiais constam da literatura.™

Existe, no entanto, uma dicotomia no que tange os efeitos de
glicosinolatos e isotiocianatos na dieta didria. Vérios estudos regis-
tram a ocorréncia de glicosinolatos em vegetais que constituem uma
parcela importante da dieta da populagio. Muitas evidéncias mostram
que o aumento do consumo de frutas e vegetais reduz a incidéncia
de céncer, em alguns casos, na ordem de 50%.° As propriedades
quimio-protetoras dos vegetais séio atribuidas a ocorréncia em baixas
concentracdes de certas substancias como os glicosinolatos. Alguns
destes induzem os mecanismos quimicos de defesa contra agentes
cancerigenos aumentando a resisténcia celular. Os glicosinolatos
formam tiocianatos, isotiocianatos e nitrilas."'° Os isotiocianatos
atuam tanto com os indutores das enzimas da Fase 2 do mecanismo
de desintoxicagdo celular,'"'> mas também com o papel inibitério
das enzimas da Fase 1,'*'3!* acentuando o desempenho celular no
processo de defesa de desintoxicagdo quimica."'?

O brocolis (brdssica), importante fonte de glicosinolato e iso-
tiocianatos, possui substancias que sdo capazes de ativar a fase 2 de
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desintoxicag@o celular e de proteger contra o cancer.'®!” O isotiocia-
nato de benzila, encontrado no mamao, pode agir como um inibidor
no desenvolvimento de cincer de pancreas'® e também como anti-
helmintico.!”” Os isotiocianatos de benzila e de feniletila exibiram
atividade sobre o cincer de pulmio, aumentando a ocorréncia de
apoptosis das células cancerosas.?**!

De forma bem conclusiva, a atividade anti-carcinogénica dos
isotiocianatos (ITCs) ja foi comprovada e depende, em grande parte,
do seu acimulo no interior das células.? Os isotiocianatos estimulam
0s mecanismos quimio-protetores, mas, dependendo da sua concen-
tragdo, podem também induzir o estresse celular. As doses de ITCs
abaixo de certo nivel acentuam o mecanismo de defesa. Por outro lado,
as concentragdes de ITCs, acima de um limite, favorecem o estresse
celular e seus efeitos toxicos.” O BITC induz a apoptosis das células
de cancer de pulmio em baixas concentracdes (<10 uM), mas causa
até a necrose do tecido em concentragdes de 25 uM.?!

O consumo de ITCs, disponiveis ao ser humano através da die-
ta, mostra uma relagdo inversa ao risco de cancer. Estes resultados
sugerem seu uso como um tratamento preventivo de cancer ou como
agente terapéutico.”* O mamao é um fruto amplamente consumido
pela populagdo brasileira e, por conseguinte, constitui-se em um
item importante da dieta. A presenca de isotiocianato de benzila no
mamao (Carica papaya) ja foi relatada em diferentes ocasioes. '+
Neste fruto foi constatado que a concentracdo de BITC aumenta
nas sementes e diminui na polpa, & medida que o fruto amadurece.
Da mesma forma, no fruto verde, a concentragdo de glicosinolato ¢
maior que apés o amadurecimento.! No que tange a seguranca ali-
mentar e o uso de propriedades funcionais dos alimentos, torna-se
muito importante conhecer-se a qualidade do alimento que se estd
ingerindo e os seus efeitos na saide humana apds a ingesta. Assim,
este estudo teve por objetivo estabelecer e validar um método de
andlise para determinar as concentragdes de isotiocianatos presentes
em alimentos, mais especificamente em mamao (Carica papaya). A
aplicagdo deste método de andlise de isotiocianatos nas amostras de
mamao permitiu uma avaliagdo preliminar da sua concentracdo e sua
distribui¢do no produto.
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PARTE EXPERIMENTAL
Amostras

Foram utilizadas amostras de mamao verde, predominantemente
com grau de maturacio 2, 3 ou 4, ou seja, frutos com 10-25%, 25-40%
e 40-55% da area superficial da casca na cor amarela, segundo uma
escala de maturagio elaborada por Balbino.”® As amostras prove-
nientes de cultivo convencional foram adquiridas no mercado local;
as amostras cultivadas de forma organica foram coletadas no campo
experimental da Embrapa Agrobiologia. Cada fruto foi considerado
como uma amostra e cada amostra foi analisada em duplicata.

Preparo das amostras

Durante esta etapa, todas as amostras foram cuidadosamente
manuseadas no laboratdério usando-se luvas descartdveis para evitar
contaminag¢des e danos ou injurias ao fruto. Depois de retiradas as se-
mentes, a polpa e a casca foram cortadas, utilizando facas de ago inox,
em pequenos cubos de 0,5 cm, imediatamente antes da extragao.

Extracao

Efetuou-se a extragdo de cerca de 20 g de amostra (polpa+casca)
com acetato de etila, durante 15 min em um homogeneizador de alta
rotagdo (Ultra-Turrax). Ap6s filtragdo em papel de filtro rdpido, a
solucdo foi evaporada em rota-evaporador e transferida para balao
volumétrico de 10 ou 25 mL com acetato de etila. A solucio contendo
o analito foi aplicada em um sistema cromatografico composto por
um cromatografo gasoso com um detector de fotometria de chama
(sistema CG-DFC) ou com detector de nitrogénio fésforo (sistema
CG-DNP).

Padrio de isotiocianato de benzila

Utilizou-se isotiocianato de benzila 99,7% (BITC) fabricado pela
Fluka, referéncia 13505.

Solucodes padrao de BITC

As solugdes padrao foram feitas utilizando o padrdo BITC da
Fluka em acetato de etila. Foram preparadas solugdes de BITC nas
concentracdes de 5,18; 10,36; 16,86; 22,48; 33,72; 44,96 e 56,20 g/
mL para serem usadas no sistema CG-DFC; solucdes de BITC com
0,10; 5,02; 10,03; 20,06; 30,09; 40,12 e 50,15 pg/mL foram usadas
no sistema CG-DNP.

Sistemas e parametros cromatograficos

Utilizou-se um cromatégrafo gasoso Trace 2000, fabricado pela
Thermo®, equipado com um detector de fotometria de chama com
filtro de enxofre (sistema CG-DFC) ou com um detector de nitrogénio
fosforo (sistema CG-DNP); coluna DB-1701 P (28,5 m x 0,32 mm x
0,25 pm) fabricada pela J&W Scientific; programagdo de tempera-
tura, 50 a 130 °C (25 °C/min) e de 130 a 200 °C (5 °C/min); injetor
splitless a 225 °C (tempo de abertura da vdlvula de 1 min); o volume
injetado corresponde ao volume da agulha de 10 uL. Hamilton 701N
(0,8 pL); fluxo de gés de arraste (hélio) de 1,1 mL/min. Detector
DFC: temperatura da base 300 °C; temperatura do detector 150 °C;
fluxo de hidrogénio de 90 mL/min; fluxo de ar sintético 105 mL/min.
Detector DNP: temperatura da base 300 °C; fluxo de hidrogénio de
2,3 mL/min; fluxo de ar sintético 60 mL/min; fluxo de nitrogénio
(make up) 30 mL/min; corrente da pérola 2,35 pA.
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Analise por CG-DFC e CG-DNP

Foram feitas andlises em triplicata das solucdes padrdo de BITC e
obtidas as curvas padrio de isotiocianato de benzila por cromatografia
gasosa usando os detectores DFC e DNP. Os extratos das amostras
de mamdo foram analisados nos sistemas CG-DFC ¢ CG-DNP em
duplicata por padronizagdo externa através da curva padrio.

Validaciao da metodologia e avaliacao de critérios de
desempenho

A valida¢do de um procedimento analitico tem como objetivo a
comprovacdo de que o método a ser utilizado € apropriado a finali-
dade para a qual foi desenvolvido. A determinacéo dos parametros de
validacdo do método faz-se necessdria para verificar o cumprimento
de alguns critérios de desempenho. Neste estudo, foram aplicados os
critérios/recomendagdes técnicas da Comunidade Européia.”’-*® Os
parametros considerados incluem a seletividade, faixa de trabalho,
linearidade (coeficiente de correlacio, homo/heterocedasticidade, F),
taxa de recuperag@o e limites de quantificagdo e de deteccdo.

Seletividade

O isotiocianato de benzila, que € de ocorréncia natural na matriz
mamao, pode ser identificado sem interferéncia de outros componen-
tes da matriz pelos detectores seletivos, DFC e DNP, usados nos dois
sistemas cromatograficos. A inje¢do de uma amostra de mamao no
sistema CG-DFC mostra apenas um pico com o mesmo tempo de
retengdo do padrdo de BITC. Neste sistema cromatogréfico foram
analisadas amostras de mamao seguindo o protocolo experimental
previamente descrito. A identificacdo do pico de interesse - BITC - nas
amostras de mamao ocorreu através da comparagao entre os tempos
de retencdo do padrdo e os tempos de retenc@o dos picos observados
nos cromatogramas das amostras. Como o detector DFC ¢ seletivo
e s6 responde as substancias sulfuradas, obteve-se cromatogramas
“limpos” sem a presenca de interferentes.” De forma andloga,
utilizando o sistema cromatografico com um detector seletivo de
nitrogénio-fésforo (CG-DNP), a inje¢do de uma amostra de mamao
gera um cromatograma com apenas um pico com o mesmo t, do
padrdo de BITC.

A confirmacio destes resultados foi feita por espectrometria de
massas (sistema CG-DSM). Neste caso foram utilizados os mesmos
parametros analiticos usados nos sistemas com DFC e DNP (coluna,
programagdo de temperatura do forno, fluxo de gés, inje¢do), con-
firmando a identidade do pico da amostra. Este pico tem 0 mesmo t,,
que o padrdo de BITC e apresenta um espectro de massa compativel
com o isotiocianato de benzila, segundo a comparagdo com espectros
da biblioteca Wiley e do préprio padrdo de BITC.

Linearidade e faixa de trabalho

A faixa de trabalho do método em estudo corresponde ao inter-
valo de concentracdes do analito usadas na composi¢io da curva
de calibracido que deve, obrigatoriamente, apresentar linearidade.
A construg@o da curva analitica através do método dos minimos
quadrados permite a quantificagdo do analito caso a curva obedega
a certos critérios de desempenho.

A avaliagdo da homogeneidade na variancia dos residuos (homo/
heterocedasticidade) indica se em todo o intervalo de trabalho consi-
derado o método dos minimos quadrados pode ou nao ser usado na
andlise de regressao da reta. Para isso aplica-se o teste de Cochran
(C), onde se calcula o valor de C=s_, %/>'s? que € a relacdo entre a
maior variancia obtida e o somatério das variancias, sendo que o
valor de C deve ser inferior ao C

calculado tabelado”

Os coeficientes de correlacdo (R?) e o de correlagdo linear (1),
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usados para avaliar a linearidade de curvas, revelam a relacdo entre
concentracio X drea, mas nao devem ser empregados isoladamente
para esta finalidade. Os valores de r pertencem ao intervalo -1<r<1,
sendo que quanto mais préximo da unidade melhor a correlacdo entre
X ey, e os valores proximos de zero sugerem auséncia de relacdo
linear entre x e y.

A avaliacdo de um modelo indicando a significincia estatistica da
curva ajustada ¢é feita pelo teste F. Para isso foi utilizada a ferramenta
andlise de variancia da regressdo (ANOVA) disponivel no Excel (MS
Office) para se confirmar a linearidade da curva. O teste de hipdtese
da significincia da regressao, onde a hipétese nula (H,) considera o
coeficiente angular b = 0 e na hipétese alternativa (H,), b # 0. Se o
valordeF  >F enifcacio? & hipétese nula € rejeitada e a alternativa
aceita, evidenciando a linearidade no intervalo estudado.

O valor P, probabilidade de hip6tese nula, calculado através da
ANOVA, deve ser maior ou igual a 0,05 em relacio ao coeficiente
linear, isto €, a reta deve passar proxima a origem. Caso contrario
indica que o método estd sujeito a erros sistematicos.

Ensaios de recuperagdo de BITC

Primeiramente, a concentragdo original de isotiocianato de ocor-
réncia natural (valor base) na amostra de mamao usada nestes ensaios
foi determinada em 10 replicatas; nestas andlises foram usados os
procedimentos otimizados do modo de preparo e extracio seguidos
da quantificacdo pelo sistema CG-DNP. O mesmo valor base de BITC
na mesma amostra foi calculado através de uma curva de adicio de
isoticianato a matriz também por CG-DNP. Os dois resultados obti-
dos (média das 10 replicatas e valor calculado por curva de adi¢do)
mostraram coeréncia entre si.

Para os ensaios de recuperagao de BITC, realizados usando 25 g
desta mesma amostra, foi aplicado exatamente o mesmo procedimento
experimental usado para se determinar o valor base de isotiocianato;
os ensaios foram feitos em triplicatas para trés niveis de fortificagdo,
1,40; 2,80 e 4,15 pg de BITC/g de amostra. O valor base encontrado
foi acrescido a quantidade tedrica de BITC adicionada em cada nivel
de fortificac@o para efeito do calculo da % de recuperacdo. Todas as
andlises seguiram os procedimentos descritos anteriormente.

Limites de detecgdo e quantificagdo

Os limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) s@o as
menores concentragdes do analito que se pode detectar e quantificar,
respectivamente, com preciso e exatiddo. Quando se utilizou o sis-
tema CG-DFC, o LD e o LQ foram calculados utilizando dados da
regressdo da curva de calibracdo calculada pela ferramenta Regressao
disponivel no software Excel (MS Office). O erro padrdo da curva foi
calculado e este valor usado para o cdlculo dos limites de deteccdo e
quantificacdo, sendo LD=3 s/b e LQ=10 s/b, onde s € o desvio (erro
padrdo) e b € o coeficiente angular da reta.

Quando se utilizou o sistema CG-DNP, o calculo dos limites de
deteccdo e de quantificacdo foi feito utilizando a relagdo sinal/ruido,
onde € aceita a razdo 3:1 e 10:1 para o LD e LQ, respectivamente.
Para se estabelecer estes limites foi usada a menor concentragao de
BITC capaz de fornecer um pico que tenha trés ou dez vezes a am-
plitude do sinal de ruido. Os ensaios foram feitos em triplicata para
cada concentragdo testada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O modo de preparo e a extragdo das amostras sdo as etapas mais
criticas deste método. A concentracio de BITC nos frutos, que € ge-
rado pela acdo da mirosinase sobre os glicosinolatos ap6s algum tipo
de injdria,” sofre a influéncia do tipo de processamento empregado.

Foram testados dois modos de preparo da amostra: homogenei-
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zada em um processador ou cortada em cubos. Usando-se acetato de
etila como solvente, foram avaliadas duas temperaturas e diferentes
formas de extragdo: agitacdo magnética, Ultra-Turrax (homogenei-
zador/dispersor de alta rotac@o), ultrassom ou um gral e, também, a
adicdo de celite. Os resultados obtidos para a quantificagao de BITC
em mamao no sistema CG-DFC, utilizando os diferentes modos de
preparo e extragdo, estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da determinacéio de BITC por CG-DFC em
mamao apds diferentes tipos de preparo de amostra e modos de
extracao

BITC (pg/g de amostra)

amostras
Modo de extragio
2 3 4
AcOEt temp. amb. AcOEta4°C
preparo: cortada em cubos
Turrax 192 196 125 14,1 82 81 11,1
Us 7,1 7,0
Gral 7,0

Turrax ¢/ celite 80 7,6

preparo: homogeneizada em processador

Turrax nd nd
UsS nd nd
Agitagdo nd nd

nd — nao detectado. US - ultrassom

Os resultados da Tabela 1 mostram que o preparo da amostra onde
se utilizou a homogeneiza¢do do mamao em processador pode ser
logo descartado. Neste tipo de preparo, onde a polpa/casca € trans-
formada em uma pasta homogénea, nao foi detectada a presenca de
BITC apds nenhuma das extra¢des. Provavelmente, os vactiolos onde
se encontra a mirosinase no interior da célula'®” foram destruidos
durante o processamento, diminuindo drasticamente a possibilidade
de contato entre esta enzima e o substrato, evitando assim a formacao
de ITCs. O preparo da amostra onde os frutos sdo cortados em cubos
mostrou bons resultados para extra¢des a temperatura ambiente.
Neste tipo de preparo, a maior parte das células vegetais do mamao é
preservada e a agdo do equipamento usado na extragdo (Ultra-Turrax,
ultrassom ou gral) faz com que o mecanismo de formagdo de ITCs
entre em agao.

Em relacdo a extragdo com acetato de etila, o procedimento
efetuado com solvente mantido a 4 °C mostrou resultados menos
eficazes que com o uso de solvente a temperatura ambiente. Este
resultado pode ser atribuido a maior dificuldade de solubilizagdo dos
isotiocianatos em solvente resfriado e/ou a desativagio da mirosinase
pela baixa temperatura.

As concentragdes de isotiocianatos obtidas para amostras cortadas
em cubos (amostra 1 —Tabela 1) mostraram que as extragdes efetuadas,
empregando o mesmo tempo (15 min), por ultrassom (US) e por ma-
ceracdo em gral tém resultados equivalentes. Na tentativa de melhorar
o processo de extragdo de ITCs nesta matriz, aplicou-se a técnica de
dispersdo da matriz em fase s6lida, DMFES - Matrix Solid Phase Disper-
sion - MSPD,**3? efetuando outro ensaio com a adi¢do de celite durante
aextracdo no Ultra-Turrax. Este ensaio mostrou resultados ligeiramente
superiores as extragdes com ultrassom e no gral, mas mostrou-se menos
eficiente que a extragdo sem celite. Nos trés casos (US, gral e celite),
como as concentragdes de BITC foram inferiores aos da extracio com
Ultra-Turrax, estes procedimentos foram rejeitados.
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Seletividade

A seletividade de um método reside na capacidade de se identi-
ficar, de maneira inequivoca, o analito considerado. No caso espe-
cifico deste estudo, a seletividade deste método foi avaliada através
da injecdo, nos dois sistemas — CG-DFC e CG-DNP - do extrato da
amostra de mamdo obtido de acordo com o procedimento experi-
mental apresentado. Nos dois sistemas cromatograficos sdao obtidos
cromatogramas “limpos” com apenas um pico cujo t, coincide com
o do padrdo de BITC. A Figura 1 mostra os cromatogramas que
exibem apenas um pico dos extratos da amostra de mamao nos dois
sistemas cromatograficos. A confirmacdo destes resultados, feita
por espectrometria de massas (CG-DSM), assegurou a identidade
do pico da amostra que tem o mesmo t, e espectro de massa que o
padrdo de BITC.

N

mV- (a) CG-DFC 9,72 mm\‘
isotiocianato
de benzila
750 (BITC)
o T
0,00 t (min)
mV+ 9,72 min
(b) CG-DNP N\,
isotiocianato
de benzila
1600 (BITC)
o T
0,00 t (min)

Figura 1. Cromatogramas do extrato da amostra de mamdo nos sistemas (a)
CG-DFC e (b) CG-DNP; coluna DB-1701 P (28,5 m x 0,32 mm x 0,25 um);
programagdo de temperatura de 50 a 130 °C (25 °C/min) e de 130 a 200 °C
(5 °C/min); injetor splitless a 225 °C; Viecio 0,8 uL, fluxo de gds de arraste
(hélio) de 1,1 mL/min

Cabe ressaltar o fato do isotiocianato de benzila ser uma substan-
cia de ocorréncia natural no mamao e a extragdo com AcOEt deste
fruto mostrard normalmente a presenga de BITC. Assim, torna-se
impossivel a andlise de uma “amostra em branco” (sem o analito) e
a obtenc@o de um cromatograma “limpo”, sem picos. A andlise por
CG-DFC ou -DNP de seus extratos nao produz cromatogramas sem
picos, uma vez que ndo existe uma matriz isenta deste analito. Estes
ensaios comprovaram que nfo existem, nesta matriz, interferentes
que contenham em sua estrutura S, N ou P.

Linearidade e faixa de trabalho para o sistema CG-DFC

Através da aplicac@o das solug¢des padrdo de BITC no sistema
CG-DFC (seletivo para o enxofre) obteve-se os resultados da Tabela
2 e foi possivel compor a curva de calibragio com sete pontos exposta
na Figura 2. Inicialmente foi usado um intervalo com concentracdes
de isotiocianato situadas na faixa de 5 a 56 ug/mL.

Para se avaliar a homogeneidade na variancia dos residuos foi usa-
do o teste de Cochran, que foi aplicado para o conjunto total dos sete
pontos da curva e somente para os cinco pontos de maior concentragao
(série 2 da Figura 2). Nos dois casos o resultado do teste indicou que
as variancias sdo homogéneas para os intervalos usados, ou seja, hd
homocedasticidade nas duas faixas de trabalho consideradas.

Quim. Nova

12000000 - BITC por CG-DFC
10000000 4 ¥ = 225826x- 3E+06
8000000 - R2=0,9847
g 6000000 -
5]
% 4000000 - < Sériel
2000000 - ® Sériez
——Linear (Série2)
0 —<—=% . . : . .
~2000000 9 /10/ 20 30 40 50 60
~4000000 - Concentracio (ng/mL)

Figura 2. Curva padrdo de BITC obtida no sistema CG-DFC (n=3) utilizando
as condigdes de andlise descritas na Parte Experimental

Tabela 2. Resultados das andlises das solu¢des padrao de BITC no
sistema CG-DFC efetuadas em triplicata; coluna DB-1701 P (28,5 m x
0,32 mm x 0,25 pm) da J&W Scientific, programagdo de temperatura
de 50 a 130 °C (25 °C/min) e de 130 a 200 °C (5 °C/min), injetor
splitless a 225 °C (tempo de abertura da vadlvula de 1 min); volume de
injecdo de 0,8 pL e fluxo de gds de arraste (hélio) de 1,1 mL/min

Coeficiente de

padrdo de BITC (ug/mL) Média das dreas

variagdo
5,18 99549 1,27
10,36 283022 2,08
16,86 642222 15,36
22,48 1617133 13,09
33,72 4024184 9,04
44,96 6243092 7,87
56,20 9686286 2,18

A inspec¢do visual da curva da Figura 2 mostra que para os dois
pontos de menor concentragio (série 1 da Figura 2), a resposta do
detector € diferente da obtida para os pontos mais concentrados (série
2 da Figura 2). Isto sugere que o fator de resposta do DFC, nas faixas
de baixa e alta concentra¢@o do analito, € diferente. Isto se reflete
no coeficiente de correlaciio (R?) calculado nos dois intervalos de
trabalho. O R? para o intervalo contendo os sete pontos da curva foi
de 0,9546, enquanto que para a faixa de trabalho com cinco pontos
(serie 2 da Figura 1), 0 R2€0,9847. O coeficiente de correlacdo linear
(1), calculado para o conjunto com sete pontos foi de 0,9770, e para
o conjunto de cinco pontos foi de 0,9923.

Os valores encontrados para r e R? calculados para os dois con-
juntos de sete e de cinco pontos conduziram ao estabelecimento de
uma faixa de trabalho mais adequada, como sendo no intervalo de
16,86 a 56,2 ug BITC/mL, por ter apresentado um coeficiente de
correlacio superior e o coeficiente de correlag@o linear mais préximo
da unidade. No entanto, este resultado ndo pode ser usado isolada-
mente para se testar a linearidade. A significancia estatistica da curva
é feita pelo teste F. Para isso foi utilizada a andlise de variancia da
regressdo (ANOVA) para se confirmar a linearidade da curva. Para
esta curva, o valorde F_ "(=834,8) > F isnificacio (=3,5x10), o
que demonstra a significdncia da regressdo e ratifica a linearidade
da faixa de trabalho estudada. O valor calculado da probabilidade
de hipétese nula (P), calculado também através da ANOVA, foi
3,048x10%, indicando que a reta ndo passa pela origem, o que é
facilmente visualizado na Figura 2.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram
calculados utilizando dados da regressdo da curva de calibrag@o.
A equacdo da reta nesta faixa de trabalho € y = 255826x-3.10°. O
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célculo destes limites forneceu os valores de LD = 5,78 ug/mL e LQ
=19,29 ug/mL.

Linearidade e faixa de trabalho para o sistema CG-DNP

Através da aplicacdo das solucdes padrdo de BITC no sistema
CG-DNP (seletivo para nitrogénio) foi possivel compor a curva de
calibragdo exposta na Figura 3. Inicialmente foi usado um intervalo
com concentragdes de isotiocianato situadas na faixa de 0,10 a 50,15
ug/mL.

BITC por CG-DNP

v =498911x + 209042
R*=0,9988

30000000
25000000
20000000

£ 15000000

10000000

(I T T T T T !
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Concentracio (ng/mL)

Figura 3. Curva padrdo de BITC obtida no sistema CG-DNP (n=3) utilizando
as condigoes de andlise descritas na Parte Experimental

A avalia¢do da homo/heterocedasticidade, na faixa de trabalho
considerada para o CG-DNP, € feita pelo teste de Cochran. Este
teste indicou que as variancias sado homogéneas neste intervalo, isto
&, ha homocedasticidade, e 0 método dos minimos quadrados pode
ser usado para a regressao linear da curva. A regressdo da reta e a
analise de varidncia ANOVA foram realizadas no Excel (MS Office)
utilizando os resultados mostrados na Tabela 3.

O coeficiente de correlacio da curva (R?) obtido foi de 0,9988
e € considerado bem satisfatorio. O coeficiente de correlacdo linear
(r) foi de 0,9994, bem préximo da unidade, e expressa a relacao de
linearidade entre a concentra¢do e a drea na curva. A andlise por
ANOVA mostraum valorde F_ . (=16088) superiorao F sgnificacio
(=2,74.10°) comprovando a linearidade do intervalo considerado
neste estudo. O pardmetro P (probabilidade de hipétese nula) que deve
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Tabela 3. Resultados das andlises em triplicata das solu¢des padrao de
BITC no sistema CG-DNP efetuadas em triplicata; coluna DB-1701
P (28,5 m x 0,32 mm x 0,25 pm) da J&W Scientific, programacao
de temperatura de 50 a 130 °C (25 °C/min) e de 130 a 200 °C (5 °C/
min), injetor splitless a 225 °C (tempo de abertura da védlvula de 1
min); volume de inje¢do de 0,8 uL e fluxo de gds de arraste (hélio)
de 1,1 mL/min

padrdo de BITC (ug/mL)  Média das dreas Cocficiente de

variagdo
0,10 88826 9,72
5,02 2694650 6,95
10,03 5127661 4,09
20,06 10376287 1,42
30,09 15583937 2,12
40,12 20298583 2,52
50,15 24908963 0,20

ser maior ou igual a 0,05 para a intersecdo, foi de 0,075, portanto,
pode-se considerar que a reta passa pela origem e que o método ndo
estd sujeito a erros sistematicos.

O cadlculo dos limites de detecgdo e de quantificagdo, usando o
detetor DNP, foi feito usando a relacéo sinal/ruido (3:1 parao LD e
10:1 para o LQ). Para se estabelecer estes limites foi usada a menor
concentracio de BITC capaz de fornecer um pico que tenha trés ou
dez vezes a amplitude do sinal de ruido. Os ensaios foram feitos
em triplicata para cada concentragdo testada. Os valores dos limites
calculados a partir destes ensaios foram LD = 0,038 ug/mL e LQ =
0,100 pg/mL. O Quadro 1 resume todos os parametros de validacéo
do método de andlise de BITC pelos sistemas CG-DFC e CG-DNP
citados neste estudo.

Taxa de recuperagdo

Outro pardmetro importante na validagio de um método € a percenta-
gem de recuperagdo. A taxa de recuperagdo de um analito € arazio entre
a quantidade do analito adicionado a amostra para ser quantificado por

Quadro 1. Resumo dos pardmetros de validacdo usados na validagdo do método de andlise de isotiocianato de benzila por CG-DFC e por

CG-DNP

Analise de isotiocianato de benzila

Pardmetros de validacdo

Faixa de trabalho

sistema CG-DFC
16,86 a 56,2 pg BITC/mL

sistema CG-DNP
0,10 a 50,15 pg BITC/mL

Teste de Cochran (homogeneidade das variancias) C_ =0,510<C_ = 0,684 homoceddstico C_ =0,551<C_ =0,561 homoceddstico

Regressdo linear

Coeficiente angular

Coeficiente linear

Coeficiente de correlagdo linear
Coeficiente de correlagdo

significancia da regressao:

calculado > Fde significagdo

Limite de deteccao

Limite de quantificacio

Y =255826 x - 3.10°
b =255826 mL/ug
a=3.10°
r=0,9923
R2=10,9847
F . =834,8285>F  =3,51.
101
linearidade da faixa de trabalho
LD =5,78 pg/mL
LQ =19,29 pg/mL

Y =498911x + 209042

b =498911 mL/ug
a=209042
r=0,9994
R2=0,9988

F . =16088,185>F =2.75.
10
linearidade da faixa de trabalho
LD = 0,038 ug/mL
LQ =0,100 pg/mL
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um método analitico e a quantidade tedrica adicionada a matriz antes do
procedimento. No caso do isotiocianato de benzila, que € uma substincia
de ocorréncia natural do mamao, o ensaio de recuperacio teve que con-
siderar a quantidade original de BITC presente na amostra (valor base)
visto que esta substincia € inerente & matriz. Assim, em paralelo a cada
ensaio de recuperacdo, foram feitas 10 determinagdes da concentragdo de
isotiocianato da amostra em estudo. Para o cdlculo da % de recuperagio
de isotiocianato, o valor da concentragdo original de BITC na amostra
— valor base - foi somado a concentracdo tedrica deste analito que foi
adicionada durante cada ensaio de recuperagao. Os niveis de fortificagdo
foram estabelecidos considerando a soma do valor base de BITC e da
concentra¢do que foi adicionada a matriz. Os ensaios foram feitos em
trés niveis de fortificacdo e os resultados da recuperagdo de BITC estdo
na Tabela 4. Para os trés niveis de fortificacdo, 1,40; 2,80 e 4,15 pg/mL,
amédia das recuperacdes foi 90,64%. Considerando a repetitividade do
método como o coeficiente de variagdo (CV), a partir da Tabela 4, pode-se
calcular o CV como sendo 2,88%. Estes resultados sdo coerentes com a
faixa de recuperacdo aceitdvel de 70 a 110% recomendada pelo Codex
Alimentarius® e também pela Unido Européia 7.

Tabela 4. Taxas de recupera¢do de BITC em mamaio e coeficiente
de variacdo do método

nivel de fortificacdo faixa de E;f)u peragdo Ni;j)l a
1,40 pg/mL 92,06 a 93,76 92,80
2,80 pg/mL 86,59 a 88,24 87,51
4,15 pg/mL 90,34 2 93,50 91,61
Meédia da recuperacio 90,64
%CV (repetitividade) 2,88

Aplicagdo do método validado

Determinagdes de isotiocianato de benzila, seguindo o método
validado descrito na Parte Experimental, foram efetuadas em 78
amostras de mamao. Os frutos analisados de Carica papaya eram
provenientes de cultivo orginico e convencional e boa parte pertence
a variedade Formosa, que ¢ amplamente consumida pela populacio
brasileira. Cada fruto foi enquadrado na escala de maturac¢ao proposta
por Balbino® e todos os resultados obtidos estdo dispostos nas Tabelas
5a e 5b. Estas andlises permitiram a determinagdo da concentragdo
média de 16,23 pg de BITC/g de amostra de mamao.

Segundo dados da literatura, a concentracéo de isotiocianato nos
frutos diminui com a sua matura¢@o'**. Os resultados mostram uma
tendéncia de se encontrar quantidades maiores de BITC quanto menor
for a maturagdo, mas isto nio € tdo evidente em todos os conjuntos de
amostras. Existem mesmo diferencas razoaveis entre os resultados de
BITC obtidos para amostras de mesmo grau de maturagdo. Deve ser
levado em considerac@o que as amostras analisadas provém de culti-
vos e de dreas diferentes, o que pode gerar variagdes na composicio
do fruto. Esta diferenca poderia ser atribuida a variabilidade entre
as plantas/frutos, a sazonalidade, a sua origem e a forma de cultivo.
Foram feitos os cdlculos das médias de BITC das variedades Papaia e
Formosa cultivadas de maneira organica e convencional (Tabela 6).

Considerando o total das amostras analisadas, os resultados
obtidos mostram que os frutos da variedade Papaia apresentaram
concentracdes de BITC superiores aos da variedade Formosa. Além
disso, comparando os resultados obtidos para as amostras organicas
e convencionais, constatou-se que os frutos organicos mostraram
concentracdes de isotiocianatos maiores que os convencionais. No
entanto, para se confirmar este tipo de resultado, seria necessario
realizar estas andlises com um niimero bem maior de amostras.

Quim. Nova

Tabela 5a. Resultados das andlises de BITC em amostras de mamao
papaia (P) e também da variedade Formosa (F) provenientes de cultivo
convencional. Cada fruto coletado representa uma amostra, e cada
resultado representa a média de duas replicatas da mesma amostra

Cultivo convencional

Amostra BITC Amostra BITC Amostra BITC
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
F1 19,22 F 23 14,15 P3 7,66
F2 19,24 F 24 17,33 P4 7,67
F3 14,04 F 25 17,10 P5 7,05
F4 14,12 F 26 17,91 P6 7,02
F5 20,00 F 27 16,94 P7 7,65
F6 19,80 F 28 5,74 P38 7,60
F7 19,13 F 29 6,32 P9 7,32
F38 19,09 F 30 6,35 P10 7,28
F9 18,85 F 31 3,99 P11 3,80
F 10 18,89 F 32 3,96 P12 3,81
F11 18,80 F 33 17,10 P13 21,89
F12 18,82 F 34 17,10 P14 21,90
F 13 16,75 F 35 16,95 P15 26,92
F 14 16,78 F 36 16,93 P16 25,89
F 15 6,92 F 37 17,33 P17 47,10
F 16 6,91 F 38 17,32 P18 47,2
F 17 18,87 F 39 15,30 P19 9,27
F 18 19,11 F 40 15,33 P20 9,30
F 19 20,31 F 41 16,13 P21 22,18
F 20 25,18 F 42 16,17 P22 22,17
F21 26,00 P1 7,30
F 22 14,15 P2 7,27

Tabela 5b. Resultados das andlises de BITC em amostras de mamao
papaia (P) e também da variedade Formosa (F) provenientes de cultivo
organico. Cada fruto coletado representa uma amostra, e cada resul-
tado representa a média de duas replicatas da mesma amostra

Cultivo organico

BITC BITC BITC
Amostra Amostra Amostra

(ng/g) (ug/g) (ng/g)
F 43 19,20 P24 10,16 P29 25,30
F 44 19,12 P25 47,29 P 30 25,30
F 45 4,75 P26 47,33 P31 7,84
F 46 4,72 P27 17,44 P32 7,87
P23 10,13 P28 17,48

Tabela 6. Médias ponderadas das concentragdes de BITC as amos-
tras de mamao Papaia e Formosa (Carica papaya e Carica papaya
Var. Formosa, respectivamente) cultivados de forma convencional
e organica

médias das concentra¢des de BITC (ug/g)

convencional organico
Formosa 15,87 11,95
Papaia 15,24 21,62
média
ponderada total 15,65 18,85
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CONCLUSAO

O método proposto para andlise de isotiocianatos empregando
extrag¢do com acetato de etila e posterior andlise por CG com detecto-
res seletivos (DFC e DNP) demonstrou ser bastante adequado para a
gama de amostras usada, além de ser de execug@o simples. O uso de
detectores seletivos permitiu a obtencdo de cromatogramas isentos de
interferentes para o tipo de matriz, o que facilita muito a quantificaciio
da substincia de interesse. Observou-se comportamento linear da
curva na faixa de concentrac¢do de BITC usualmente encontrada nos
alimentos. Ficou evidente a maior sensibilidade e fator de resposta
do detector de N e P frente ao analito que o detector DFC. A determi-
nagdo de isotiocianato de benzila usando o DNP apresentou limites
de detec¢do e quantificacdo menores, possibilitando a quantificagio
de concentragdes baixas de BITC sem se observar efeito de matriz e
utilizando uma faixa linear de trabalho mais ampla. As determinacdes
de BITC em mamao forneceram um valor médio de concentracdo
em todas as amostras analisadas de 16,23 pg/g. Constatou-se certa
tendéncia de haver concentragdes mais elevadas de isotiocianatos nas
amostras de cultivo organico.
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