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RESUMO - A identificacdo de moléculas presentes nas plantas por meio de técnicas cromatogréficas como HPLC, podem
trazer resultados promissores para o controle alternativo de doengas, uma vez que brassicas apresentam glicosinolatos, que
atuam na defesa das plantas. O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de alil isotiocianato por meio de HPLC
(cromatografia liquida de alta performance de fase reversa), através de diferentes métodos de extragdo. Foram utilizadas folhas
de Crambe abyssinica, secas em estufa a 45 °C por 48 h. Os métodos de extracdo consistiram em utilizar 200 mg L™ do
material vegetal para cada método: infusdo, solugdo aquosa, cetdnico, hidroalcodlico, metandlico, hexanico e cloroférmico. A
identificacdo e quantificagdo foi por meio de HPLC, com coluna C18, UV a 244 nm. O ensaio consistiu em sete tratamentos
com trés repeticOes, utilizando o teste de Tukey a p<0,05. Os solventes metanol e hidroalcodlico foram os que apresentaram
afinidade com as moléculas do alil isotiocianato, sendo o metanol o melhor solvente para a extragdo, com concentracdo de
133,88 mAU. O alil isotiocianato foi identificado no tempo de 4,29 min e 4,35 min para o extrato metandlico e hidroalcodlico
respectivamente.

Palavras-chave: Crambe abyssinica Hochst, glicosinolato, cromatografia.

Identification of allyl isothiocyanate in crambe by HPLC

ABSTRACT - The identification of molecules present in plants by chromatographic techniques such as HPLC, can bring
promising alternative to the control of plant diseases, since brassicas have glucosinolates, which act in plant defense. The
objective of this work was to verify the presence of allyl isothiocyanate by HPLC (High Performance Liquid Chromatography
Reverse Phase), using different methods of extraction. The plant material was leaves of Crambe abyssinica, dried at 45 °C for
48 h. The extraction methods used consisted of 200 mg L™ of plant material for each method: infusion, aqueous solution, and
cetonic, hydroalcoholic, methanol, hexane and chloroform solutions. The identification and quantification were by HPLC on
C18 column UV at 244 nm. The experiment consisted of seven treatments with three replicates using the Tukey p <0.05 test.
The solvents methanol and hydroalcoholic presented high affinity to molecules of allyl isothiocyanate, and methanol was the
best solvent for the extraction, with a concentration of 133.88 mAU. The allyl isothiocyanate was identified at the time of 4.29
min and 4.35 min for methanol and hydroalcoholic extract respectively.
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Identificacdo de alil isotiocianato em crambe ...

INTRODUCAO

O crambe (Crambe abyssinica Hochst), nativo da
regido mediterranea e pertencente a familia Brassicaceae, é
uma cultura que nos Gltimos anos vem sendo introduzido
em muitos paises, como nova fonte de 6leo industrial
contendo alto teor de &cido erGcico e cujo Oleo
(triglicerideos) ndo é comestivel (ONYILAGHA et al.,
2003).

Muitas plantas da familia Brassicaceae sdo
conhecidas por conter niveis elevados de glicosinolatos
(GLS), que séo degradados em isotiocianatos (ITCs)
guando o material vegetal se decompde. Os glicosinolatos
pertencem ao metabolismo secundario e agem na defesa
vegetal (CLARKE, 2010). Espécies de brassicas
geralmente conttm mais de um glicosinolato
(TRONCOSO et al., 2005).

Os glicosinolatos sdo ricos em enxofre, séo
glicosideos vegetais sdo responsaveis pelo odor e pelo
gosto caracteristico de vegetais como repolho, brécolis e
rabanete. A liberacdo desses compostos é catalisada pela
enzima hidrolitica mirosinase, que cliva a glicose na
ligacdo com o atomo de enxofre, resultando na aglicona,
gue sem agucar, reorganiza-se com a perda do sulfato para
originar produtos quimicamente reativos, incluindo
isotiocianatos e nitrilas, dependendo das condicbes de
hidrolise.  Os  glicosinolatos  sdo  armazenados
separadamente das enzimas que os hidrolisam, e sdo
colocados em contato com tais enzimas somente quando a
planta é lesionada, agindo na defesa vegetal (TAIZ;
ZEIGER, 2004; CLARKE, 2010).

Os glicosinolatos sdo uma classe de nitrogénio e
enxofre, e a variabilidade da cadeia lateral é representada
por grupos alifaticos, arométicos, heteroaromaticos,
alquilo ou alquenilo. A diversidade estrutural deste grande
grupo de compostos é devida quase inteiramente aos
diferentes substituintes possiveis na cadeia lateral (LEONI
et al., 1997; FONT et al., 2005; MOHN et al., 2007). Os
glicosinolatos possuem pelo menos 120 agliconas
diferentes, que podem ser agrupadas no minimo em 10
classes estruturais, sdo considerados como forma
biologicamente ativa de armazenamento de agliconas
(isotiocianatos) (FAHEY et al., 2001; CLARKE, 2010).
S8o vérios os glicosinolatos presentes em brassicas, tais
como: glicoerucina, neoglicobrassicina, 4-
hidréxiglicobrassicina, sinigrina, glicocheirolina,
progoitrin, glicorafanina e glicoiberina (TROYER et al.,
2001), entre outros.

A variagdo na toxicidade dos ITCs depende da
brassica selecionada com grandes quantidades de
glicosinolatos precursores de ITCs, promovendo mais
toxicidade ao organismo alvo (SARWAR et al., 1998).
Segundo Leoni et al. (1997), uma dieta rica em bréassicas
que sdo ricas com isotiocianato e glicosinolatos, poderia
ser responsavel pela protecdo contra o cancer intestinal.
Isotiocianatos ~ também  apresentam  propriedades
antifingicas quando utilizados em plantas, e ndo
apresentam perigo a salude humana quando aplicados
(TRONCOSO et al., 2005).
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Produtos a base de isotiocianatos apresentam
efeito nematicida (NEVES et al., 2009; WU et al., 2011).
O crambe contém glicosinolatos, € o p6 deste, demonstrou
toxidez a nematoides (LEONI et al., 1997), demonstrando
assim, que métodos alternativos ao quimico no controle de
doencas a base de isotiocianato, podem ser estudados
através da utilizacdo de técnicas de HPLC (high-
performance liquid chromatography) ou cromatografia
liquida de alta eficiéncia, para identificar e quantificar o
alil isotiocianato, um dos compostos resultante da hidrélise
de glicosinolatos presentes na familia das brassicas.

A cromatografia liquida tornou-se um método
indispensavel para a separacdo e purificacdo de diversas
classes de compostos a partir de misturas complexas, tais
como extratos de plantas. Glicosinolatos e seus derivados
podem ser analisados utilizando este método (fase
estacionaria € apolar, hidrocarboneto - C18, e a fase movel
é polar — acetonitrila, ou outros) (TROYER et al., 2001). A
técnica de HPLC separa misturas que contém um grande
nimero de compostos similares, nesse sistema &
empregado coluna fase estaciondria e a fase mével sob
altas pressbes, em escala de tempo de poucos minutos,
com alta resolugdo, eficiéncia e detectabilidade (JARDIM
et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca
de alil isotiocianato por meio de HPLC através de
diferentes métodos de extracéo.

MATERIAL E METODOS

O preparo dos diferentes métodos de extragdo de
alil isotiocianato foi realizado no Laboratorio de
Nematologia da UNIOESTE, em Marechal Céandido
Rondon, Parana. As andlises cromatogréaficas por meio de
HPLC foram realizadas no Laboratério de Quimica da
UTFPR em Medianeira, Parana.

Para o preparo dos diferentes métodos de extracdo
de alil isotiocianato, as folhas do crambe cultivar FMS —
Brilhante, foram coletadas na fase de crescimento
vegetativo (30 dias apds o plantio), em area de cultivo de
Cascavel — PR, latitude 24° 98° 89”S e longitude
53°44°97”W, altitude de 768 metros com temperatura de
23 °C. As folhas foram secas em estufa a 45 °C por 48 h.
Apds, foram trituradas manualmente em peneira de 48
Mesh, com particulas aproximadamente de 1 mm, e
armazenado em frasco reagente graduado em temperatura
ambiente.

Os extratos foram preparados na concentracdo de
200 mg L™ para cada solvente, e obtidos da seguinte
forma: 1) Extrato por infusdo obtido através da adigdo de
agua destilada fervente sobre as partes do vegetal; 2)
Extrato por solucdo aquosa obtido por trituracdo, o
material vegetal permaneceu sob agitacdo por 30 min em
agua destilada; 3) Extrato cetonico, foi utilizado o solvente
acetona em aparelho tipo Soxhlet por um periodo de 20 h,
a temperatura de 60 °C (NEVES et al., 2009); 4) Extrato
por solucdo hidroalcodlica (70% v/v), foi estocada &
temperatura ambiente, protegida da luz, por um periodo de
15 dias (LOGUERCIO et al., 2005); 5) Extrato
metandlico, a solucdo foi composta de &lcool metilico
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(ELBADRI et al., 2008); 6) Extrato hexanico, o solvente
foi hexano (ELBADRI et al., 2008); 7) Extrato
cloroférmico, utilizou-se o solvente cloroférmio (COSTA
et al., 2004).

Para o0s extratos metandlico, hexanico e
cloroférmio, estes solventes foram misturados com o
material vegetal e permaneceram em repouso a
temperatura ambiente, protegida de luz durante 8 dias. Em
todos os solventes testados foi realizada a filtragem com
papel filtro Whatman n° 1. Todos 0s extratos em seguida
foram roto evaporados a vacuo a 50 °C, exceto extrato
aquoso por infusdo e trituracdo. Apds a retirada do
solvente foram diluidos com agua destilada, na qual a
concentracdo final fosse de 1 L.

Para quantificar alil isotiocianato presente no
extrato aquoso por infusdo, por trituracdo, cetdnico,
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hidroalcootlico, metandlico, hexanico e cloroférmico, foi
necessario a filtragem em membrana 0,22 pum, e utilizada a
metodologia citada por Herzallah e Holley (2012) por
meio de cromatografia liquida de alta performance de fase
reversa (HPLC) com coluna C18. A fase mdvel foi
acetonitrila: agua Milli Q 60:40, com detector UV a 244
nm. A curva padrdo (Figura 1) foi construida utilizando
alil isotiocianato (Sigma Aldrich), nas concentracGes de 1,
10, 25, 50 75 e 100 mg L™. Os tempos de retencio na
coluna foram utilizados para caracterizagdo dos picos dos
padrdes puros, e a linearidade da curva foi computada a
palrtir da area do pico de cada concentracdo do padréo (mg
L.

60 80 100

Concentragdo (mg L)

FIGURA 1 — Curva de calibracao de alil isotiocianato mensurada a 244
nm, com concentracdes de alil isotiocianato variando de 1 a 100 mg L™ e

suas respectivas areas.

A quantidade de alil isotiocianato nos extratos
foram calculados a partir da equacdo da curva padrdo. O
ensaio foi composto de sete tratamentos com trés
repeticdes, utilizando o teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. O programa utilizado foi o software
livre Genes (CRUZ, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O alil isotiocianato foi identificado em apenas
dois dos extratos avaliados. Conforme a Tabela 1, os
solventes  metanol  (alcool  metilico-CH;OH) e
hidroalcodlico (70% v/v alcool etilico-C,H¢O), foram os

que apresentaram afinidade com as moléculas do alil
isotiocianato, sendo o metanol o melhor solvente para a
extragdo, com concentracdo de 133,88 mg L™ de alil
isotiocianato. J& o solvente hidroalco6lico, apesar da
presenca do alil isotiocianato na concentracdo de 13,572
mg L™, ndo diferiu estatisticamente dos demais extratos
que ndo apresentaram extracdo do alil isotiocianato.

A afinidade da molécula de alil isotiocianato foi
de acordo com a polaridade dos solventes. Os solventes
utilizados apresentam polaridade crescente (hexano,
cloroférmio, acetona, etanol, metanol e agua), no entanto,
0 metanol e etanol + 4gua apresentaram maior afinidade no
presente trabalho.
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Técnicas como HPLC, utilizando metanol, tém
sido o melhor método para identificagdo de compostos
derivados da hidrélise enzimatica de glicosinolatos, que
podem ser nitrilas, isotiocianatos, indois, aminas,
epitionitrilas, tiocianatos, entre outros (IOANA et al.,
2012).

As brassicas apresentam atividade antioxidante,
devido aos varios compostos nestas presentes. Os
glicosinolatos fazem parte dos beneficios que estas plantas
proporcionam, e o conteldo destes pode variar entre
espécies como entre cultivares da mesma espécie. Em
brocolis o conteddo de glicosinolatos foi verificado por
meio de HPLC, e cerca de sete glicosinolatos foram
encontrados nas sementes, e a atividade antioxidante foi
verificada através da extracdo com diferentes solventes,
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sendo o metanol o melhor solvente para esta finalidade,
uma vez que cloroférmio e acetato de etila que apresentam
polaridade semelhante ndo sdo adequados para a extracéo
(CHUANPHONGPANICH et al., 2006).

Na Figura 2 pode-se observar a presenca de alil
isotiocianato nos extratos hidroalcodlico e metandlico no
tempo de 4 a 6 min. O extrato metanolico, com maior pico
de alil isotiocianato apresentou 113.8 mAU (Figura 2-B)
no tempo de 4,29 min, ja o solvente hidroalcodlico
apresentou 23,5 mAU no tempo de 4,35 min (Figura 2-A).

O principal glicosinolato em C. abyssinica é o
epi-progoitrin. A atividade destes compostos € atribuida a
reatividade quimica do grupo de isotiocianato, que pode
facilmente reagir com proteinas (LEONI et al., 1997).

TABELA 1. Concentracdo (mg L™) de alil isotiocianato de folhas de Crambe
abyssinica em cada método de extracdo avaliado por HPLC.

Solventes mg L™
Hidroalcodlico 13,572 b
Metandlico 133,880 a
Trituragdo Ob
Hexanico Ob
Cloroférmico Ob
Infusédo Ob
Cetbnico Ob
CV (%) 45,62

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Crambeno é um produto da hidrdlise da
progoitrina encontrada em crambe, que promove a
prevencao do cancer pela ingestéo de brassicas, sendo que,
a mistura natural dos produtos da hidrolise dos
glicosinolatos pode ser mais eficiente do que quando
utilizados individualmente (NHO; JEFFERY, 2004).

Extrato de Brassica napus foi submetido em
HPLC para identificacdo dos glicosinolatos, e no tempo de
4 a 5 min foram observados os picos de progoitrin, epi-
progoitrin e sinigrina  (LAZZERI et al., 1993),
confirmando assim, os glicosinolatos presentes em C.
abyssinica (WARWICK; GUGEL, 2003), e condizendo
com o tempo de retencdo do pico de alil isotiocianato do
presente trabalho, derivado de glicosinolato.

Quando sementes de mostarda foram submetidos
a andlise de HPLC para determinacdo de sinigrina,
sinalbina, alil e benzil isotiocianato, o tempo de retencéo
foi de 3,8 e 4,8 min para sinigrina e sinalbina,
respectivamente. Para os produtos de degradacdo destes
glicosinolatos, o tempo de retencéo foi de 6,2 e 11,3 min,
respectivamente (HERZALLAH; HOLLEY, 2012). Os
mesmos autores relatam que tanto acetonitrila como

metanol, sdo os principais solventes para extracdo de
glicosinolatos.

Diferentes compostos podem ser liberados da
hidrélise enzimatica de glicosinotados dos tecidos de
brassicas, pois, em folhas de couve, foram identificados
varios isotiocianatos por meio de microextracdo em fase
s6lida e espectrometria de massa-cromatografia gasosa,
um alifatico e trés aromdticos, alil isotiocianato, fenil
isotiocianato,  benzil  isotiocianato e  2-feniletil
isotiocianato, e a concentracéo foi de 6, 58, 21 e 32 mg g™
de peso seco, respectivamente (TRONCOSO et al., 2005).

Extratos de raizes de rabano ou raiz-forte
(Armoracia rusticana) pertencente a familia das brassicas,
foram analisados por GC-MS e LC-MS/MS, os solventes
utilizados foram metanol, acido férmico e agua. As raizes
frescas foram trituradas e extraidas com a mistura de
metanol e 4gua, durante dois dias. O composto identificado
em maior quantidade foi alil isotiocianato (AISSANI et al.,
2013).

Segundo Wu et al. (2011), produtos sintetizados a
partir de isotiocianatos apresentam efeito nematicida, tais
como acriloil isotiocianato (>95% AcITC) e alil
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isotiocianato  (>94% AITC), e apresentam pouca
toxicidade a organismos ndo alvo e sem perigos de
aplicacdo.

Pesquisas direcionadas a identificacdo de
moléculas presentes nos extratos vegetais podem trazer
resultados promissores no controle alternativo de doencas
em plantas, uma vez que a utilizacdo de extratos aquosos
com principio ativo conhecido pode proporcionar protecao
de plantas e ser ambientalmente correto. Por isso, técnicas
de cromatografia permitem separar e identificar compostos
numa amostra. A cromatografia por HPLC é uma técnica
que apresenta exatiddo e precisdo do método, assim como
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boa sensibilidade e reprodutibilidade (RODRIGUES et al.,
2004).

CONCLUSOES

O método utilizado no presente ensaio
possibilitou a identificacdo dos principais solventes com
maior afinidade ao alil isotiocianato presente em folhas de
Crambe abyssinica, sendo o metanol o melhor solvente
extrator.

120 A

80

mAU (244 nm)
2

40 -

20

4 6 8

Time (min)

FIGURA 2 - Concentracdo de alil isotiocianato em mAU (mili-unidades de
absorbancia) do extrato hidroalcodlico (A) e metandlico (B) de folhas de Crambe

abyssinica.
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