TIRAS REAGENTES PARA UBOANALISE COMO METODO ALTERNATIVO
NA DETERMINAGAO DE GLICOSINOLATOS TOTAIS
EM SEMENTES DE COLZA!
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RESUMO - Foram desenvolvidos, em 1985, testes de laboratério em que se utilizou uma se-
mente esmagada de cada uma das doze cultivares de Brassica napus L. var. oleifera Metzg. ¢
de uma de Brassica campestris L. disponfveis. Apds o esmagamento, as sementes foram em-
bebidas em 0,1 ml de 4gua destilada, durante 24 horas, A temperatura ambiente, e submetidas
A reagio com tira de papel para uroandlise, que contém glicose-oxidase-peroxidase e cromé-
geno, para determinar a concentragio de glicose. A correlagio positiva ndo-quantificada,
existente entre os resultados obtidos no teste de glicose, e os dados de determinagdo de glico-
sinolatos totais por cromatografia fase liquida/gasosa, divulgados na literatura pertinente,
para as mesmas cultivares, valida aquele teste para os propésitos mencionados, embora carega
de aperfeigoamentos metodol6gicos, para se adquirir a rapidez € exatiddo desejdveis.

Termos para indexaqdo: Brassica napus, Brassica campestris.

UROCANALYSIS TEST PAPER AS AN ALTERNATIVE METHOD
TO DETERMINE TOTAL GLUCOSINOLATES IN CILRAPESEED

ABSTRACT - A bench test was conducted, in 1985, using a crushed seed of each one of the
twelve cultivars of Brassica napus L. var. oleifera Metzg. and one of Brassica campestris L.
available. After crushing, the seeds were embibed on 1 ml of distilled water, during 24 hours
at room temperature, and submitted to reaction on uroanalysis test paper containing
glucose-oxidase-peroxidase and a chromogen for determining the concentration of glucose.
The positive nonmesuared correlation between the results obtained through this glucose test
and the data of determination of glucosinolates by gas/liquid chromatography for the same
cultivars as published in the current bibliography, indicates the validity of that test for the
mentioned purposes, although some methodological improvements are needed to acquire the

desirable rapidity and accuracy.

Index terms: Brassica napus, Brassica campestris.

INTRODUCAO

Colza € a denominagdo popular dada is es-
pécies oleaginosas Brassica napus L. var.
oleifera Metzg., Brassica campestris L.
¢ Brassica juncea (L.) Czem.

Essas espécies sao cultivadas intensamente
em regides de clima subtropical, especialmente
no hemisfério norte.
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No Brasil, cultivares européias e canaden-
ses de napus do tipo primaveril sdo cultivadas
no Rio Grande do Sul, onde, no infcio da dé-
cada de 80, alcangaram mil hectares anuais.

Antes e durante a I Grande Guerra, o éleo
de colza era utilizado apenas como lubrifi-
cante alternativo, na falta do similar de origem
mineral. Apds, com a redugdo do 4dcido enici-
co de sua composi¢io quimica, ao nfvel acei-
tivel para a alimentagio humana, tem sido
amplamente utilizado para essa finalidade
(Kramer et al. 1983).

Os valores nutritivos e comerciais do fare-
lo, subproduto da extragfo qufmica do dleo
das sementes dessas oleaginosas, 5o prejudi-
cadas pela presenga de glicosinolatos, famflia
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quimica cuja férmula geral, segundo Lerin
(1580), é:

R-C - S'C6H1 105
N
N-O-SO,0°K*

Pela ag&o hidrolftica de enzimas do grupo
microsinase, presentes nos tecidos das espé-
cies cultivadas de colza, os glicosinolatos des-
dobram-se em tio e isocianatos, nitrilas, ami-
nas, sulfatos e glicose, conforme a reacfio des-
crita por Downey (1983):

_~SH

RCL
X NOH| + Sulfato

Sirpsmase,
H,0
RSC=N*RN=C=3 RC=N

Tiocianatos  Tsotiocianatos Nitrilas + Enxofre

~5-CH, 0, Miros:
Sn-0-50,

J+Glioose

Esses derivados tém sabor pungente, sio
téxicos e goitrogé€nicos ativos, influindo nas
eficiéncias alimentar e reprodutiva, bem como
no ganho de peso de animais ndo-ruminantes,
quando presentes na sua dieta alimentar.

Para quantifici-los, o procedimento analfti-
co usual utiliza a hidrélise enzimética do fa-
relo e dosa os produtos resultantes desta rea-
¢ao por métodos titrimétricos (Wetter 1955),
fotométricos (Wetter 1957), colorimétricos
(Johnston & Jones 1966, Jirges 1978, Mc-
Gregor 1978), de cromatografia de fase lfqui-
da/gasosa (Youngs & Wetter 1967) e de ab-
sorbancia na faixa de UV (Wetter & Youngs
1976}, todos citados por Rébelen (1981).

Embora precisos, sdo métodos complicados,
lentos e onerosos, caracter{sticas que limitam
¢ uso de informagdes no melhoramento de
plantas. E mais adequado a essa atividade o
método opcional, que avalia, quantitativa-
mente, até tragos de B-D-glicose liberados na
hidrélise enzimitica de uma semente dessa es-
pécie (Lein & Schén 1969, Lein 1970) e, até,
de um cotilédone isolado (Lein 1970), autores
citados por Rébelen (1981). Uma versio sim-
plificada desse método, barata e capaz de au-
xiltar na anélise de milhares de amostras por
dia, quantifica aquela substincia pela dupla
reagao seqiliencial enzimditica glicose-oxidase-
peroxidase,
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A necessidade de se dispor de um procedi-
mento analftico de apoio s atividades do me-
lhorista de colza, semelhante ao alternativo
descrito, motivou a execugio deste estudo,
que analisou a viabilidade da utilizagdo de ti-
ras reagentes, para uroandlise, na avaliagio
indireta do teor de glicosinolatos totais das
cultivares de napus ¢ campesiris, disponfveis
para cultivo comercial no Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se sementes colhidas da base do race-
mo principal da inflorescéncia de plantas maduras de
colza das cultivares Altex, Brutor, CTC 2, CTC 4,
CTC 614, Gulliver, GB 8008, Lora, Niklas, Regent,
SR 8 e Tower da espécie Napus, e Candle da espécie
Brassica campestris, todas desenvolvidas em parcelas
experimentajs do ensaio de competigio de tipos in-
troduzidos, executado nas condigdes de cultive do
solo Vermelho-Amarelo Podzolisado da Universida-
de Federal de Pelotas, Capdo do Ledo, RS. Sio po-
pulagdes de plantas originirias de pafses europeus e
do Canadd; as identificadas pelas siglas CTC - Cen-
tro de Treinamento Cotrijuf, Jjuf, RS - e GB - Esta-
¢do Experimental de Guafba ~, IPAGRO, RS se re-
ferem a introdugbes alienfgenas bem sucedidas e que,
por isto, foram rebatizadas por quem as selecionou e
as recomendou no Brasil.

Noventa dias apés a colheita, ocasiio em que as
sementes apresentavam 7,8% de umidade, uma delas,
tomada aleatoriamente entre as colhidas de cada cul-
tivar, foi colocada no interior de uma placa-de-Petri.
Ato contfnuo, essas sementes foram esmagadas, uma
a uma, com um pedago de ferro adequado, que, apds
cada esmagamento, tinha o local de contato limpo
com uma estopa de algodio, umedecida em Alcool.
Em seguida, com uma pipeta decimal, colocou-se

' 0,1 ml de 4gua destilada sobre cada uma das esmaga-

duras e procedeu-se i cobertura de cada placa com a
sobreplaca correspondente,

As sementes esmagadas permaneceram resguar-
dadas, em contato com fgua destilada, durante 24
horas, na temperatura ambiente. Vencido esse prazo,
efetuaram-se as aferigbes dos teores de glicose dis-
solvida, utilizando-se tiras de papel reagente Diastix
para uroandlise, produzidas pelos Laboratérios Miles
do Brasil Ltda, Adotaram-se os procedimentos da
bula respectiva, com adaptaces para as condigdes
do teste em estudo.
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As informagdes sobre os teores de glicosinolatos
totais do farelo de algumas das cultivares estudadas,
determinados por cromatografia de fase iquida/ga-
sosa, foram obtidas na bibliografia especializada dis-
ponfvel.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Embora os glicosinolatos possam ser en-
contrados em todas as partes das plantas das
bréssicas cultivadas, a maioria dos trabalhos
desenvolvidos se refere 3s relagbes entre estas
substincias e as estruturas que constituem as
suas sementes, em decorréncia, sem didvida, da
importincia genética e econdmica deste drgao
reprodutivo. Esses compostos sio acumulados
gradativamente, 3 medida que a semente se
desenvolve, e alcangam o teor miximo na oca-~
sido da sua maturagio (Kondra & Downey
1969, Byczynska et al, 1970), citados por Ro-
belen (1981). Os dois autores, em 1970,
apontaram a existéncia de uma correlagdo po-
sitiva entre a posigido da sfliqua na planta de
colza e o contedido de glicosinolatos totais nas
sementes; as provenientes da base do racemo
principal da inflorescéncia tendem a formar
maior quantidade dessas substincias do que as
dematis. Das diversas partes da semente, a que
comresponde a0 embrido tem maior concentra-
gio desses compostos quimicos {(Josefesson
1970 b), citado por Rébelen (1981).

Conforme ficou evidenciado na introdugzo
deste trabalho, a glicose € uma das substincias
liberadas sempre que os glicosinolatos sao hi-
drolisados enzimaticamente. A quantificagao
da sua presenca, com a utilizagio de tiras de
papel reagente para uroandlise, d4-se pela du-
pla reagio seqliencial enzimdtica, ilustrada a
seguir, em que a agio catalisadora da glicose -
oxidase possibilita a transformagio da glicose,

Gl, Oxidase
16C,H, 0, ————»

LR 14 e 12T

2 KI
4 H20 + KlO, (coloragao do verde ao castanho)
dissolvida no meio aquoso, em 4cido glicdni-
co e perdxido de hidrogénio, Por sua vez, a
agio semelhante da peroxidase permite a rea-

. Peroxidase -
16 C,H 0, + 4H,0, reroxidase,
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¢io do peréxido de hidrogénio com o cromé-
geno iodeto de potissio, oxidando-o de modo
a exibir coloragbes do verde ao castanho, res-
pectivamente, em fungdo da sua menor ou
maior concentragio na reagio, © que esté rela.
cionado, por conseguinte, com a quantidade
de glicose formada na amostra.

Esse método & aplicdvel apenas 3s semen-
tes, pois estas estruturas formam somente tra-
gos de glicose livre, enquanto as folhas e ou-
tras partes verdes das plantas de colza pos-
suem quantidades razoiveis dessas substin-
cias, em decorréncia da fotossintese.

A Tabela 1 ilustra os resultados das deter-
minagdes de glicose nas sementes de treze
cultivares de B. napus e B. campestris, € os
de glicosinolatos totais, no farelo desengordu-
rado de algumas delas. Esses valores foram
obtidos, respectivamente, pelo teste em que se
utilizaram tiras reagentes para a determinagio
de glicose na urina e de aferi¢bes, via croma-
tografia de fase gasosa/liquida, cujos resulta-
dos foram compilados da bibliografia especia-
lizada disponivel.,

De modo geral, as cultivares comerciais in-
troduzidas para cultivo no Rio Grande do Sul,
tém teores baixos de glicose nas sementes e de
glicosinolatos totais no farelo livre de éleo,
pois 76% declas os apresentam, respectiva-
mente, 100 mg/100 ml de solugio e até
20,92 pmol/g deste subproduto. As demais, ao
contrério, os contém de 250 a 500 mg/100 ml
¢ at€ 72,07 wmol/g da primeira e da segunda
substancia contidas nos mesmos metos men-
cionados anteriormente, valores que se reve-
lam até cinco vezes superiores aos do grupo
anterior.

As cultivares CTC 4, CIC 614, SR 8 ¢
Tower, da espécie napus, formam o grupo das
que apresepntaram © menor teor de glicose
(< 100 mgs100 ml de solugdo), mas que ad-
quire uma posi¢do intermedifria, quando se
consideram as concentragdes de glicosinolatos
totais de todas as que estdo relacionadas na
Tabela 1 (de 7,82 a 20,92 pmol/g de farelo).
Situagio inversa é proporcionada pela cultivar
Candle, da espécie Brassica campestris, que
exibiu os mais baixos tecres desses compostos
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qufmicos (de 8,8 a 9,78 pmolig de fa-
relo), mas apresentou quantia maior de glicose
{100 mg/100 ml de solugdo), fato que a asse-
melha 3As integrantes de grupo de napus for-
mado por Altex, CTC 2, GB 8002, Lora e Re-
gent.

O fato de as cultivares Tower e CTC 4 {ex-
Erglu) terem sido as primeira melhoradas ge-
ricticamente para baixos teores de dleo enicico
e glicosinolatos nas sementes, respectivamente
no Canadi (Stefansson & Kondra 1975) e na
Alemanha (Rébelen 1976), citados por Ste-
fansson (1983), reforga a validade dos resulta-
dos da Tabela 1. Posteriormente, de 1977 a
1981, as cultivares Altex, Regent ¢ Candle,
também listadas nessa tabela, foram desenvol-
vidas no Canadi ( Stefansson 1983), com o
mesmo objetivo mencionado anteriormente, o
que, por analogia, possibilita a inferéncia de

E.P. SILVEIRA et al.

que as duas primeiras podem apresentar, tam-
bém, quantias relativamente baixas daqueles
compostos quimicos.

As cultivares Brutor, Niklas e Gulliver
formam o grupo das que apresentaram o0s
maijores teores de pglicose (de 250 a
300 mg/100 ml de sclugdo). As duas primeiras
nio dispdem, no dmbito deste trabalho, de in-
formagbes sobre o teor de glicosinolatos to-
tais, mas a dltima, comparativamente s de-
mais da tabela, o exibiu no nfvel miximo (de
66,26 a 72,07 jumol/g de farelo), Alids, no que
respeita ao desempenho da cultivar Gulliver,
em relagido a essas substincias, Olsen & S¢-
rensen (1980), citados por Larsen et al.
(1983), sugerem serem estas dez vezes supe-
rior nela, quando comparada, quantitativa-
mente, com outras cultivares européias,

A precisdo e a praticidade do teste de uroa-

TABELA 1. Teores de glicose nas sementes, e de glicosinolatos totais no farelo desengerdurado, de
cultivares de Brassica napus L. var. oleifera Metzg., e de Brassica campestris L.
introduzidas da Europa e do Canad4, Pelotas, RS, 1985/86.

: t Ori Glicose Glicosinolatos
Espécie/cultivar rigem (mg/100 ml solugio)  (umol/g farelo deseng.)
Brassica campesiris L.

Candle Canad4 100 8,8 - 9,78b
Brassica napus L.

CTC 42 Alem./Brasil 7,825 - 12,05 - 15,30°
CTIC 6143 Alem./Brasil < 100

SR 8 §-T 77-33 Alemapha

Tower Canad4 9,860 - 20,920
Altex Canad4

CTC 22 Alem/Brasil

GB 80092 Alem./Brasil 100

Lora Alemanha

Regent Canad4

Brutor Franga

Niklas Suécia 250

Gulliver Suécia 500 66,260 - 72,07b

4 Sigla de rebatizagio das cultivares introduzidas Ergld, SR 8 S-T 77-33 e Egra, ¢ da selegfio CTC 4,

respectivamente da superior A inferior identificadas.
b S¢grensen 1981,
¢ Rébelen 1981,
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nilise podem ser melhoradas, em fungio de
ajustes que poderdo ser introduzidos na sua
metodologia de execugio. Aspectos como a
relagho entre as quantidades de 4gua e de se-
mente, tempo de contato da(s) semente(s) es-
magada(s) com a 4gua destilada, e a tempera-
tura do ambiente onde se encontra o recipiente
que a(s) contém, durante o perfodo de embebi-
¢io, sao passiveis de serem estudados, futura-
mente, visando um ajuste mais apropriado &s
necessidades do melhorista de colza.

A observagio nao detalhada do contetido
numérico da Tabela 1 permite visualizar que,
embora se tenha aferido a presenga de subs-
tincias completamente diferentes, mas intima-
mente relacionadas entre si, por meios e uni-
dades de medida diversos, em materiais de
constitnigao distintas, de modo geral, aos me-
nores valores de glicose correspondem os de
semelhante magnitude de glicosinolatos totais,
sendo verdadeiro o inverso desta relagio. Isto
sugere a necessidade de estudos especfficos
que, através da calibragdo dos dois métodos
estudados, permitam, via de regra, o estabele-
cimento de fator(es) de corregao, em fungio
de ajustes matemdticos apropriados a esse tipo
de relagio.

CONCLUSAO

Embora carega de aperfeigoamento meto-
dolégico, o teste de uroanilise pode ser utili-
zado na determinagio indireta de glicosinola-
tos totais pelo melhorista de colza.
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