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Resumo

O crambe (Crambe abyssinica) é uma oleaginosa da familia
Brassicaceae, cujas sementes tém alto teor de 6leo, que pode ser
aplicado na sintese do biodiesel. Entretanto, uma oleaginosa somente
é viadvel economicamente para essa finalidade se gerar uma torta de
processamento que renda algum coproduto de valor agregado ou

seja aproveitado na prépria cadeia produtiva. No caso do crambe, a
ocorréncia de glicosinolatos (principalmente epi-progoitrina) e seus
produtos de hidrélise inviabiliza o uso do coproduto na fabricacao de
racdo animal devido a toxicidade dessas substancias. O objetivo deste
trabalho foi isolar o (5R)-5-vinil-oxazolidina-2-tiona(5-VOT) ou goitrina,
o qual é o principal produto da hidrélise da ep/-progoitrina, visando

a sua aplicacao futura como padrao analitico para quantificacao de
glicosinolatos. O 5-VOT foi isolado do extrato aquoso das sementes de
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crambe utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia preparativa

e caracterizado quimicamente por meio de métodos espectrométricos
como ressonancia magnética nuclear, incluindo técnicas uni e
bidimensionais, além de espectrometria de massas de alta resolucao
(Emar) e infravermelho. O rendimento de extracdo do 5-VOT foi 0,2%,
e o grau de pureza, 99,8%, demonstrando que a hidrélise e a extracao
com tampao Tris-HCI seguida de isolamento por CLAE compdem um
método eficiente e pratico na producdao do composto.

Termos para indexacédo: glicosinolato, RMN, biodiesel, oleaginosa,
padrao analitico.



Isolation of (5R)-b-vinyl-
oxazolidine-2-thione Present
in Crambe Seed (Crambe
abyssinica)

Abstract

Crambe (Crambe abyssinica) /s an oilseed crop of the Brassicaceae
family. Due to high oil content of the seeds, crambe is considered a
potential feedstock for the biodiesel synthesis. However, an oilseed

is only economically feasible for this purpose if it generates a seed
cake that is a byproduct of added value or it is reused in the value
chain itself. The occurrence of glucosinolates (mainly epi-progoitrin)
and their hydrolysis products preclude its use as animal feed due to
their substances. The aim of this study was to isolate the (5R)-5-vinyl-
oxazolidine-2-thione (5-VOT) or goitrin, which is the major product

of hydrolysis of epi-progoitrin, in order to use it in future applications
as analytical standard for quantification of glucosinolates. The VOT-

5 was isolated from the aqueous extract of crambe seeds by High
Performance Liquid Chromatography. Chemical characterization was
accomplished through spectrometric methods such as nuclear magnetic
resonance, including uni and two dimensional techniques, as well as
high resolution mass spectrometry (HRMS) and infrared spectroscopy
(IR). Extraction yield was 0.2% and 5-VOT purity was 99.8%,
demonstrating that hydrolysis and extraction are an efficient and
practical method for producing the compound.

Index terms: glucosinolate, NMR, biodiesel, oilseed, analytical standard.
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Introducéao

O crambe (Crambe abyssinica — Brassicaceae) é uma herbacea de ciclo
de crescimento curto (90-100 dias) e produz sementes com elevado
teor de 6leo (26%-38%), rico em acido erdcico (55%), destacando-

se como uma das culturas potenciais para producao de biodiesel.
Originario do Mediterraneo, mas cultivado desde a década de 1970

no Brasil, o crambe vem ganhando importancia devido a sua boa
adaptacao ao heterogéneo clima brasileiro, mostrando-se resistente
desde a geadas tipicas do Sul até a climas quentes e secos como os do
Centro-Oeste. Além disso, o crambe apresenta outras vantagens, como
o plantio entre os meses de abril e maio — coincidindo com o periodo de
entressafra da soja — e ser uma alternativa ndo concorrente de culturas
alimenticias (DESAI et al.,1997; MACHADO et al., 2007; JASPER et
al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011; FUNDACAO MS, 2013).

Entretanto, o uso do crambe para producdo de biodiesel ainda esbarra
em uma questao de viabilidade econdmica, pois, como qualquer
oleaginosa utilizada para fins energéticos, é desejavel que sua torta
de processamento renda algum produto de valor agregado ou seja
aproveitada na prépria cadeia produtiva. A torta das sementes de
crambe tem elevado teor proteico, que a principio permitiria seu
aproveitamento como matéria-prima para racdo animal; porém, essa
aplicacao é invidvel devido a toxicidade de glicosinolatos presentes na
torta, tais como epi-progoitrina, (2S)-2-hidroxibutil-3-enil glicosinolato
(Figura 1) (DAUBOS et al., 1998; LEONI et al., 2003).
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Figura 1. Estrutura quimica da epi/-progoitrina
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Por outro lado, existem trabalhos atribuindo uma série de atividades
biolégicas aos produtos de hidrélise do crambe: antifingica,
antibacteriana, anticancer, inseticida e herbicida (VIG et al., 2009).

A epi-progoitrina é quimicamente muito sensivel e pode ser
decomposta por uma enzima endégena denominada “mirosinase”,

que é liberada quando o tecido vegetal é danificado. Nesse caso, o
glicosinolato é rapidamente hidrolisado a intermedidrios instaveis, que
espontaneamente se rearranjam em uma variedade de produtos de
degradacao biologicamente ativos, dependendo do pH do meio: nitrilas,
tiocianatos e oxazolidinationas (Figura 2) (BONES; ROSSITER, 20086).
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Figura 2. Mecanismo da hidrélise catalitica via mirosinase da ep/-progoitrina
(LEONI et al., 2003).
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Em virtude da natureza quimicamente labil da epi-progitrina, é
recomendavel que a metodologia de quantificacdo dessa substancia
seja feita indiretamente a partir do teor de (5R)-5-vinil-oxazolidina-2-
tiona (5-VOT) ou goitrina, que é o principal produto da hidrélise da
epi-progoitrina. No entanto, o padrao analitico é caro (aproximadamente
R$ 4.000/20 mg) e pouco acessivel, visto que existem apenas poucos
fornecedores desse produto e com uma complicada logistica de
comercializacao. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo
isolar e caracterizar quimicamente o 5-VOT visando a sua aplicacao
futura como padrao analitico para quantificacdo de glicosinolatos

em projetos de melhoramento genético e destoxificacdo do crambe
(DAUBOS et al., 1998; LEONI et al., 2003).

Material e Métodos

Extracdo das sementes de crambe

Sementes de crambe (variedade FMS Brilhante), oriundas do Banco

de Germoplasma de Crambe da Fundacdao MS (Maracaju, MS), foram
trituradas, submetidas a acao enzimatica da mirosinase endégena,
extraidas e posteriormente separadas por cromatografia, segundo o
método otimizado descrito por Leoni et al. (2003). No experimento,
43,5 g de sementes foram imersas em 1 L de solucdo tampéao Tris-HCI
100 mM (pH 8,5), durante 30 minutos a 37 °C. Em seguida, o material
foi filtrado a vacuo, sendo adicionado etanol a solucao aquosa até

se atingir a concentracado de 70%, a fim de induzir a precipitacédo de
proteinas. A mistura foi mantida em banho de gelo durante 30 minutos
e posteriormente centrifugada a 4.500 rpm (4.415 G) por 15 minutos.
O sobrenadante foi recolhido, rotaevaporado a 40 °C sob presséao
reduzida (70 mbar) para a eliminagcao do etanol e liofilizado, resultando
em 16,5 g de extrato. Uma aliquota desse extrato (8,0 g) foi analisada
por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE).

Isolamento do 5-VOT

O isolamento do 5-VOT foi realizado em um cromatégrafo preparativo
(Waters), com detector de ultravioleta, munido de coluna C18 Sunfire
(19 mm x 100 mm, 5 ym), vazao de 17 mL/min, utilizando-se uma
fase mével isocratica de CH;CN/H,O (15:85). O grau de pureza foi
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determinado por CLAE analitica em um cromatégrafo Shimadzu,
equipado com coluna analitica Shim-pack CLC-ODS (15 cm x 4,6 mm,
5 um), detector de arranjo de diodo, empregando-se a mesma fase
moével da condicao preparativa. Em ambas as condicOes, a deteccéao foi
feita a 240 nm.

Caracterizacao quimica do 5-VOT

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e
Carbono (RMN 'H e "*C), incluindo bidimensionais (COSY, HSQC e
HMBC), foram obtidos em um espectrometro DD2-Agilent de 600 MHz,
por meio de uma sonda de deteccao direta de 5 mm, utilizando-se
cloroférmio deuterado como solvente.

O espectro de massas (EM) foi obtido por infusao direta, utilizando-se
uma sonda de ionizacao por electrospray operando no modo positivo,
sendo os ions conduzidos por um sistema de analisadores de massas do
tipo quadrupolo-tempo de voo tandem. O espectro de infravermelho (1V)
foi obtido em um espectrometro FT-IR VARIAN 660 por meio do médulo
de reflectancia total atenuada ou attenuated total reflectance (ATR),
munido de cristal de seleneto de zinco (ZnSe). A faixa de comprimento de
onda adotada foi de 800 cm™ a 4.000 cm™.

Resultados e Discussao

Hidrélise e extracdao com tampao Tris-HCI das sementes de crambe
seguidas de separacao cromatografica por CLAE resultaram no
isolamento de 96 mg (rendimento de 0,2%) de um sdélido amarelo (1),
o qual foi caracterizado como oxazoliditiona 5-VOT (pureza de 99,8%)
apos andlises espectrométricas.

O espectro na regidao do infravermelho do composto 1 (Figura 3)
apresentou uma banda larga em 3.200 cm™ devido ao estiramento

da ligacdo N — H de amina secunddria alifatica, cuja ligacdao C — N

foi evidenciada pela banda de 1.151 cm™. O pico em 1.515 cm foi
associado a ligacdo C = S da tiocarbonila ligada ao nitrogénio da
amina. O espectro de massas do composto 1 exibiu um pico com m/z
130,0332, compativel com a férmula molecular [CsH,NOS +HI1™ (Figura 4).
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Figura 4. Espectro de massas de alta resolucao para o 5-VOT.

O espectro de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN 'H) do
composto 1 (Figura 5) apresentou sinais
em ¢ 3,53 (H-4a), 3,92 (H-4b) e 5,33
(H-5), correspondentes a hidrogénios
ligados a carbono oxigenado/
nitrogenado, sinais em ¢ 5,40 (H-7a),
5,47 (H-7b) e 5,96 (H-6), referentes a
hidrogénios vinilicos e um simpleto em
6 7,97 (3-NH), atribuido ao hidrogénio
do grupo amino. O espectro de RMN *c
exibiu 5 linhas espectrais, das quais
uma em o 189,6 (C-2) foi associada

a tiocarbonila (Figura 6). Os sinais em
6 132,9 (C-6) e 120,6 (C-7) foram
relacionados com carbonos olefinicos,
enquanto os sinais em 6 83,4 (C-b) e
49,1 (C-4) foram caracterizados como
carbonos oxigenado/nitrogenado
(Tabela 1). O espectro de RMN
bidimensional HSQC permitiu
correlacionar cada hidrogénio ao seu
respectivo carbono (Figura 7).
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_JL__M, e LM__‘*JLJLW._*/L_AM&

T T
2 1

© N 8 NONWY =

& 8 8 SE33 =

] g 8 gREe g

8 8 ,

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 6. Espectros de RMN '°C de 5-VOT (CDCl,).

F1 3
(ppm)]
704
803 - .
903
1003
1104

1 1304 N . a
140
1504
160
1704
180
1904

62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42

Figura 7. Espectro de RMN HSQC do 5-VOT.

40 38 36 34



Isolamento do (5R)-5-vinil-oxazolidina-2-tiona (5-VOT) Presente nas Sementes de
Crambe (Crambe abyssinica)

Tabela 1. Dados de RMN 'H e "°C do composto 1 e do 5-VOT (CDCl,).

5-VOT 5-VOT HSQC
#C 5. (ppm) 5. (ppm) 8, (ppmi(int., mult.”, J, )
(LEONI et al., 1999) Composto 1 Composto 1

2 189,7 189,6 -

4 49,5 49,1 3,63 e 3,92 (1H, t, 9; 9,6 Hz)

5 83,8 83,4 5,33 (1H, dd, 8,4 Hz)

6 133,4 132,9 5,96 (1H, t)

7 121,0 120,6 5,47 € 5,39 (1H, dd, 16,8; 9,6 Hz)
3-NH - - 7,97 (1H, s)

"Int: integracdo; mult.: multiplicidade.

O espectro bidimensional COSY mostrou os acoplamentos escalares
entre os seguintes sinais de hidrogénios: correlacdes entre os sinais

de hidrogénios geminais 6 3,53 (H-4a) e 3,92 (H-4b), bem como entre
eles e o sinal em 6 5,33 (H-5). O sistema vinilico foi evidenciado pelas
correlacdes entre os sinais de hidrogénio em 5,96 (H-6), 6 5,40 (H-7a)

e 5,47 (H-7b) (Figura 8). O espectro bidimensional HMBC mostrou
correlacoes heteronucleares a duas e trés ligacoes (Sfeld)A presenca
da tiocarbonila no anel oxazolidinico foi caracterizada por meio das
correlacoes dos sinais de hidrogénio em 6 3,53 (H-4a) e 3,92 (H-4b) com
o sinal de carbono em 6 189,6 (C-2) (Figuras 9 e 10). As correlagdes entre
os sinais de hidrogénio em 6 5,96 (H-6), 6 5,40 (H-7a) e 5,47 (H-7b) com
o sinal de carbono em 6 83,4 (C-5) indicaram que o grupo vinila estava
ligado ao anel no carbono 5.

Todos os dados espectrais estavam em concordancia com os descritos
na literatura (LEONI et al., 1999). No crambe, o 5-VOT é produzido
exclusivamente na forma R, enquanto na colza (Brassica napus),
oleaginosa pertencente a mesma familia Brassicaceae, sdo encontrados
os dois enantidmeros.
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Figura 10. Estrutura quimica do composto 1
com seus acoplamentos de HMBC.

Conclusoes

A hidrélise e a extragdo com tampao Tris-HCI seguida de isolamento
por CLAE compdem um método eficiente e pratico para a producédo
do composto 5-VOT na forma enantiomericamente pura, o qual é um
produto de alto custo e pouco acessivel comercialmente.
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