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INTRODUCTION

Les glucosinolates conduisent, sous l'action de la myrosi-
nase, & différents produits dont la toxicité a été montrée che:z
l'animal (Tookey et al. 1980; VanEtten et Tookey 1983). Les
objectifs des travaux qui sont présentés dans ce mémoire ont été
de préparer les principaux produits de dégradation des glucosi-
nolates aliphatiques et de rechercher leur présence éventuelle
dans les tourteaux de colza. Pour les glucosinolates indoliques,
ltétude de la dégradation enzymatique de la glucobrassicine sera
décrite, ce produit étant désormais accessible par synthése
(viaud et Rollin 1990).

RESULTATS

Les nitriles issus de la gluconapine (pent—-4-éne nitrile)
et de la glucobrassicanapine (hex-5-éne nitrile), ont été
synthétisés par action du cyanure de potassium sur les w-bromo
alcénes correspondants selon le schéma réactionnel suivant:

Br HMPT KCN
\//\éa/ﬂ\Br — 44*(j/~\8r KN o 44*()/«\CN
n 185 °C . n 80% n
n=1, 2

Le nitrile correspondant a la progoitrine est d'un accés
plus difficile. Nous avons tenté a plusieurs reprises une subs-
titution nucléophile a l'aide de cyanure de potassium sur le
dérivé bromé correspondant (l-bromobut-3-én-2-0l), mails sans
obtenir les résultats attendus, méme en présence
d'éther-couronne. Nous avons di nous tourner vers une méthode de
synthése indirecte (Das et Torssell 1983), consistant a porter
au reflux, un mélange 2:1 de triéthylamine et de 5-vinyl-2-

isoxazoline:
CsHs/ CHaCN \
Z —————— —_— e 449\7//\\
AN ). CHoNG; | o Tretiux CN
2). CF3COCH 60% OH

Le 3-phénylpropionitrile correspondant & la gluconasturti-
ine, est disponible dans le commerce. Tous ces nitriles
possédent une odeur forte et désagréable.

Les isothiocyanates (ITC) de but-3-ényle et de pent-4-ényle
issus de la gluconapine et de la glucobrassicanapine ont été
préparés par réaction en milieu basique du thiophosgéne sur les
amines obtenues par réduction des o—-cyano alcénes corres-
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pondants: le cyanure d'allyle commercial a été traité par AlH3
(en effet, nous avons di éviter 1'emploi de LiAlH4, connu pour
sa tendance a attaquer l'hydrogéne en o du groupe cyano); par
contre, le pent—4-éne nitrile a pu &tre aisément réduit par
l'aluminohydrure de lithium:

Aita/ THF .
Aoy e, 2 NH, —— o NCS
LiAlH4/ Etz O NaOH
n n n
n=1, 2 (n=2) n=1(70%); n=2 (82%)

L'isothiocyanate de phénétyle est un produit commercial.
La goitrine (5-vinyloxazolidine-2-thione) a été synthétisée

selon une voie originale (Gardrat et al. 1990) résumée dans le
schéma ci-dessous:

4\H/H Me; SICN / Znl, _ NCEN

Q) 90% O-SiMe,
56% Lu.\IH.JEth .
Triéthanolamine/H; O
CS,/ KOH/ H,0

NH 2 2
Q/C P PN,

s Pb(NOg), OH

70%

Malgré de nombreux essais, la 5-allyloxazolidine-2-~thione
susceptible d'étre créée a partir de la gluconapoléiférine, n'a
pas pu étre préparée.

glucosinolates aliphatiques dans des tourteaux de colza par voie
enzymatique

Dans la figure suivante est représenté le chromatogramme des
produits de dégradation enzymatique (myrosinase exogéne) a pH 7
(Fig. 1) des glucosinolates contenus dans un tourteau désolvanté
de colza Bienvenu. L'identification des composés a été réalisée
a l'aide des produits purs ainsi que par couplage chromatogra-
phie en phase gazeuse (CPG)/spectrométrie de masse. La détection
a été effectuée & l'aide d'un détecteur thermoionique (TID).

Recherche et dosage de nitriles volatils dans les tourteaux de
colza par espace de téte dynamique

Les composés volatils sont désorbés de la substance étudiée
et concentrés sur un piége refroidi 4 basse température (-20°C).
Le piége est ensuite porté trés rapidement & haute température
(220°C) et le contre balayage permet de réaliser une injection
ponctuelle dans la colonne capillaire. Le détecteur thermo-
ionique (TID) est le plus adapté a la recherche des composés
azotés. Les températures de désorption doivent é&tre choisies de
facon a ne pas dégrader thermiquement les glucosinolates.
Les nitriles correspondant & la gluconapine et & la gluco-
brassicanapine ont été identifiés dans les écailles broyées, les
tourteaux d'extraction et les tourteaux désolvantés (Fig. 2).
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Fig. 1. Identification de produits de dégradation enzymatique
des glucosinolates (colza Bienvenu, pH 7).
Produits: 1l: pent-4-éne nitrile; 2: hex-5-é&ne nitrile;

3: 3-hydroxy pent-4-éne nitrile; 4: isothiocyanate de but-3-
ényle; 5: isothiocyanate de pent-4-ényle; 6: 3-phényl
propionitrile; 7: isothiocyanate de 2-phénéthyle; 8: goitrine.
Conditions de l'analyse chromatographique:

Colonne DBS, 30 m, ©0.32 mm, pn 0.2 pm, gaz vecteur He 0.3 bar,
50° & 200°C & 10°C/min, Injecteur 250°C, détecteur TID 707°C.

2 2
2
ECAILLES BROYEES TOURTEAUX D'EXTRACTION TOURTEAUX DESOLYANTES

Fig. 2. Nitriles volatils dans des tourteaux de colza DARMOR
1: pent-4-éne nitrile; 2: hex-5-éne nitrile.
Conditions expérimentales: Platine DCI-GIRDEL (200 mg de
tourteaux; désorption: 10 mn & 60°C) Colonne capillaire:
Carbowax 400, 80°C. Détection: TID.
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Un dosage de ces nitriles peut &tre réalisé par étalonnage
externe (Gardrat et al. 1988). Les teneurs les plus élevées sont
rencontrées dans les tourteaux désolvantés. Elles peuvent
atteindre plusieurs centaines de ppm. Cependant, l'exposition a
l'air des tourteaux favorise l'élimination des nitriles volatils
(Gardrat et al. 1988).

Dégradation de la glucobrassicine par vole enzvmatique et par
voie thermique

Les glucosinolates indoliques constituent l'essentiel de la
composition en glucosinolates des nouvelles variétés de
colza 00. La dégradation de ces composés a été relativement peu
étudiée (McDannell et al. 1988).

Le représentant le plus simple, la glucobrassicine, a été
récemment synthétisée (Viaud et Rollin 1990).

La dégradation enzymatique de la glucobra551c1ne synthethue
a été réalisée en milieu aqueux en présence de myrosinase & pH 3
et 7. Aprés extraction et silylation, les produits de dégrada-
tion ont été analysés par chromatographie en phase gazeuse sur
colonne capillaire & l'aide d'un détecteur TID (Fig. 3). Par
comparaison des temps de rétention avec ceux de produits de ré-
férence (méthode des ajouts) et par couplage CPG/spectrométrie
de masse, trois produits organiques (3-indolylméthanol,
3-indolylacétonitrile et 3,3'-diindolylméthane) ont été mis en
évidence.
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Hydrolyse 4 pH 3 Hydrolyse & pH 7
Fig.3. Produits d'hydrolyse enzymatigue de glucobrassicine
synthétique. 1: 3-indolylméthancl; 2: 3-indolylacétonitile;
3: 3,3'-diindolylméthane.
Conditions de l'analyse chromatographique:
Colonne SE30 (CB), 25 m, ®0.32 mm, p 0.2 um, gaz vecteur Hp

0.3 bar,100° & 280°C a 5°C/min, Injecteur, détecteur 320°C.

L'influence du pH sur la formation de ces dérivés est trés
importante: & pH 3 on n'‘obtient pratigquement que le nitrile
alors qu'a pH 7 on n'observe pratiquemment que la présence du
3,3'~diindolylméthane provenant de l'autocondensation du
3-indolylméthanol, lui-méme issu de l'isothiocyanate corres-—
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pondant trés instable. Le schéma de dégradation observé pour la
glucobrassicine synthétique (Fig. 4) est identique & celui qui a
été précédemment décrit pour la dégradation de la glucobras-—
sicine d'origine naturelle (McDannell et al. 1988).
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Fig. 4. Schéma de dégradation enzymatique de la gluccbrassicine

Le chauffage des graines de colza entraine la diminution de
la teneur en glucosinolates en raison de la dégradation de ces
composés (volr par exemple Gardrat et al. 1988; Gardrat et
Mesnard 1990). En général, des nitriles sont obtenus avec les
glucosinolates aliphatigues et aromatiques (McLeod et al. 1981).
La dégradation de la glucobrassicine devrait conduire a la for-
mation du 3-indolylacétonitrile. Ce dernier a été mis en éviden-
ce dans un tourteau de colza Darmor préalablement chauffé &
145°C pendant 15 heures: aprés extraction au dichlorométhane et
silylation du résidu obtenu, l'analyse par CPG sur colonne
capillaire a été réalisée & l'aide d'un détecteur TID (Gardrat
et Coustille 1989). Le méme type de résultats a été décrit par
des auteurs canadiens (Slominski et Campbell 1988).

CONCLUSION

Les principaux produits de dégradation des glucosinolates
aliphatiques ont été préparés par des voies souvent originales.
Leur recherche a été effectuée dans des tourteaux de colza
hydrolysés par la myrosinase a différents pH, & l'aide de la CPG
en utilisant des colonnes capillaires et un détecteur thermo-
ionique. La confirmation de la présence de ces composés a été
réalisée par couplage CPG/spectrométrie de masse. La présence
effective de nitriles volatils (issus de la gluconapine et de la
glucobrassicanapine) dans les tourteaux de colza (plus particu-
liérement & la sortie du désolvanteur-toaster) a été mise en
évidence et un dosage par espace de téte dynamique a été pro-
posé. Le chauffage des graines, tout en diminuant considéra-
blement la teneur en glucosinolates, favorise la formation de
nitriles. La présence du 3-indolylacétonitrile a été prouvée par
CPG équipée d'un détecteur thermoionique. La dégradation enzy-
matique de glucobrassicine synthétique a permis de confirmer
l'existence de deux mécanismes différents selon le pH (neutre ou
acide).

GCIRC 1991 Congress ; Page 1335



Chemistry: Glucosinolate Analysis P1-089

REFERENCES

DAS, N.B. et TORSSELL, K.B.G. 1983, Silyl nitronates, nitrile
oxides and derived 2-isoxazolines in organic synthesis.
Functionalization of butadiene, a novel route to furans and
2-isoxazolines as an alternative to aldol-type condensation.
Tetrahedron 39: 2247-53.

GARDRAT, C., COUSTILLE, J.L., GAUCHET, C. et PREVOT, A. 1988.
Dégradation des glucosinolates au cours du processus
technologique de traitement des tourteaux de colza.
Identification et dosage de nitriles volatils. Rev. Frse. Corps
Gras 35: 99-104.

GARDRAT, C. et COUSTILLE, J.L. 1989. Identification of
3-indolylacetonitrile in rape seeds. J. High Res. Chrom. 12:
626-627.

GARDRAT, C. et MESNARD, S. 1990. Dosage des glucosinolates dans
les graines et les tourteaux de colza: réexamen de la méthode
via le glucose. Rev. Frse. Corps Gras 37: 91-96.

GARDRAT, C., LATXAGUE, L. et PICARD, J.P. 1990. A new synthesis
of DL-5-vinyloxazolidine-2-thione, a natural antithyroid factor.
J. Heterocyclic Chem., 27: 811-812.

McDANELL, R., McLEAN, A.E.M., HANLEY, A.B., HEANEY, R.K. et
FENWICK, G.R. 1988. Chemical and biological properties of indole
glucosinolates (glucobrassicins): a review. Fd. Chem. Toxic. 26:
58-70.

McLEOD, A., PANESAR, S.S. et GIL, V. 1981. Thermal degradation
of glucosinolates. Phytochemistry 20: 977-980.

SLOMINSKI, B.A. et CAMPBELL, L.D. 1988. Gas chromatographic
determination of indoleacetonitriles in rapeseed and Brassica
vegetables. J. Chrom. 454: 285-291.

TOOKEY, H.L., VanETTEN, C.H. et DAXENBICHLER, M.E. 1980.
Glucosinolates. In: Toxic Constituents of Plant Foodstuffs.
Liener (ed.). Academic Press, New York. pp. 103-142.

VIAUD, M.C. et ROLLIN, P. 1990. First synthesis of an indole
glucosinolate. Tetrahedron Lett. 31: 1417-18.

VanETTEN, C.H. et TOOKEY, H.L, 1983, Glucosinolates. In: CRC
Handbook of Naturally Occurring Food Toxicants. CRC Press Inc.,
Boca Raton. pp. 15-30.

Page 1336 GCIRC 1991 Congress

000 0000000000000 00606OCOLOIGLOIOGINOGNOGNOSNONOGS

)
i



