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This work deals with the utilization of steroid mixtures of known chemical composition from veg-
etable oils as authentic standards, in the identification of steroids through co-injections on high reso-

lution gas chromatography.
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INTRODUGAO

Substincias de origem isoprendide (terpenéides e esterdi-
des) sdo largamente distribuidas em plantas e animais mari-
nhos, apresentando uma grande diversidade estrutural. Em
geral, a identificagio destes componentes num extrato bruto
ou fracéo é feita apds a aplicagéo de técnicas de separagdo
sofisticadas e cuidadosas.

As primeiras identificagdes de terpendides voliteis (mono
e sesquiterpenos) em misturas complexas foram obtidas por
Cromatografia Gasosa!'5, através de andlises baseadas em tem-
pos de retengdo relativos, utilizando indices de Kovéts®, Pos-
teriormente, o acoplamento de espectrdmetro de massas ao
cromatégrafo de gis trouxe um grande avango na andlise des-
ses terpendides. A combinagdo de dados de retengdo relativos
associados a dados de espectrometria de massas conferiu um
alto grau de confiabilidade na identificagiio de mono e sesqui-
terpenos em misturas.

Isoprenéides menos voldteis (di e triterpenéides e esteréi-
des) tém sido identificados por um conjunto de métodos espec-
trométricos, apds serem isolados por procedimentos clissicos.

No entanto, observa-se que dificilmente se consegue isolar,
de fonte vegetal ou animal, um ester6ide em forma pura, de-
vido 2 semelhanga quimica e ffsica destas substancias. No caso
de vegetais, em geral, ocorre uma mistura de esteréides, a
mais frequente constituida principalmente por campesterol,
estigmasterol e B-sitosterol.

Recentemente, diversos trabalhos caracterizam esteréides
em extratos brutos (ou fragdes) por cromatografia gasosa
acoplada 2 espectrometria de massas. A identificagio inequi-
voca destes componentes exige a co-inje¢do dos extratos bru-
tos (ou fragSes) com padrdes auténticos. Contudo, estes pa-
drdes, além de extremamente caros, sdo importados, sendo que
alguns ndo sdo comercializados.

Quadro 1: Composigio esteroidica de 6leos vegetais.

Neste trabalho é apresentada uma alternativa & aquisi¢@o
de esteréides no mercado internacional, através da utilizagio
de misturas de esteréides, oriundas da frag@io insaponificdvel
de alguns éleos vegetais de composigdo esteroidica bastante
conhecida.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho resultou da necessidade de aquisigdo de pa-
drdes esteroidicos para identificagdo (por CGAR e CGAR/EM)
dos esteréides presentes no material insaponificdvel do Sleo de
sementes de timbé (Paullinia corpopodea Cambess, Sapindace-
ae)’ e no extrato hexanico da madeira de guaridba (Clarisia
racemosa, Moraceae)®, Dada a dificuldade de obtengdio de pa-
drdes puros, recorreu-se a misturas contendo variagdes de com-
ponentes especificos tais como campesterol (1), estigmasterol (2),
B-sitosterol (3), brassicasterol (4), A7-estigmastenol (5), AS-ave-
nasterol (6) e A7- avenasterol (7), preparados a partir de Sleos de
colza, cirtamo, mamona e gergelim. O Quadro 1 resume a com-
posigdo de esteréides conhecidos®, presentes nos referidos 6leos.

O Diagrama 1 apresenta o procedimento que se conven-
cionou chamar de certificagio dos esteréides descritos no
Quadro 1.

Em primeiro lugar, foram determinadas as condigdes ide-
ais de andlise por CGAR, em trés fases estaciondrias: SE-54,
OV-17 e OV-31-OH. Entre as fases estacionfrias usadas, a
OV-17 mostrou maior seletividade para os esteréides. A se-
guir, realizou-se a andlise por CGAR/EM obtendo-se o espec-
tro de massas de cada constituinte!®!!, caracterizando-os con-
forme o Quadro 1. Finalmente, os constituintes dos éleos fo-
ram certificados através de co-inje¢Ses das fragdes com uma
mistura de padrdes auténticos de campesterol (1), estigmaste-
rol (2) e B-sitosterol (3).

As Figuras 1 e 2 exemplificam a certificagéo dos esteréides

Oleo
colza
gergelim
mamona
cirtamo

esteréides conhecidos

brassicasterol (4), campesterol (1), B-sitosterol (3)
campesterol (1), estigmasterol (2), B-sitosterol (3), A’- avenasterol (7)
campesterol (1), estigmasterol (2), B-sitosterol (3), A3- avenasterol (6)
campesterol (1), estigmasterol (2), B-sitosterol (3), A’-estigmastenol (5)
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Fragdio Esteroidica
conhecida

co-injegdes
Fragdo/Mistura de Padrdes

trés fases estaciondrias

Diagrama 1: Procedimento de certificagdo de esterdides
conhecidos em bleos vegetais.

presentes na fragéio do 6leo de colza, mostrando a co-injegdo
fragdo/mistura de padrGes nas colunas de fases estaciondrias
OV-17 e OV-31-0H, respectivamente. Observa-se um aumen-
to de cerca de 20% na altura dos picos 1 e 3 da frag#io, decor-
rente da co-eluigdo dos padrdes campesterol (1) e B-sitosterol
(3). Desta forma, obteve-se o certificado cromatogréfico do
6leo de colza. Esta fragdo, a partir de entdo, foi considerada
como uma mistura padrio auténtica e, portanto, apta para ser
utilizada na identificagiio de ester6is de extratos vegetais ou
animais de espécies ainda ndo estudadas.

A Figura 3 apresenta os cromatogramas (fase estaciondria
OV-17) dos 6leos de cértamo, mamona e gergelim que, auten-
ticados pelo método descrito, encontram-se adequados para
desempenhar a fungiio de misturas-padrdo na identificagio de
amostras desconhecidas.

CONCLUSAO

A utilizagdo de misturas naturais de esterides auténticos como
padrdes de identificagiio estrutural através de CGAR e CGAR/
EM, apresenta-se como uma alternativa interessante, uma vez
que a aquisi¢io dos padrdes puros equivalentes é extrema-
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Figura 1. Certificagdo dos esterdides de 6bleo de colza , fase
estaciondria OV-17 (a) CGAR da mistura de padrées; (b) CGAR da
fragdo esteroidica do Sleo de colza; (c) CGAR da co-inje¢do Fragdol
Mistura de Padrées. (1) campesterol; (2) estigmasterol; (3) PB-
sitosterol; (4) brassicasterol.

334

Bl M il 3

It

JLI_[J; ]

03 8 4 @ 8 mm

Figura 2. Certificagdo dos esterdides de dleo de colza, fase
estaciondria OV-31-OH (a) CGAR da mistura de padrées; (b) CGAR
da fragdo esterofdica do 6bleo de colza; (c) CGAR da co-inje¢do
FragdolMistura de Padrdes. (1) campesterol; (2) estigmasterol; (3)
B-sitosterol; (4) brassicasterol.
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Figura 3. CGAR , fase estaciondria OV-17 das fragdes esteroldicas
dos éleos de: (a) cdrtamo; (b) mamona; (c) gergelim. (1)
campesterol; (2) estigmasterol; (3) B-sitosterol; (5) A -estigmastenol;
(6) A’-avenasterol; (7) A’-avenasterol.

mente cara e morosa, devido as dificuldades de importagao.

DADOS EXPERIMENTAIS
Preparo das fracoes esteroidicas

20g de 6leo de colza, cdrtamo, mamona ou gergelim, fo-
ram hidrolisados com 100ml de solugdo alcoblica de KOH
(10%), sob refluxo e atmosfera de N;. Apés resfriamento,
metade do dlcool foi evaporado, a solugdo diluida com 100ml
de 4gua e extraida com éter etilico (3x40ml). Os extratos
etéreos reunidos foram lavados alternadamente com 4gua
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(3x30ml) e solugdo aquosa de KOH 0,5N (3x30ml) e, final-
mente, com 4gua até reagdio neuntra com fenolftalefna. Apés
secagem com sulfato de sédio, o solvente foi evaporado e o
material insaponificdvel eluido com 300ml de CHCl3, em co-
luna aberta de vidro (L= 50cm, DI= 2cm) recheada com 5g de
carbonato de cobre bidsico e 10g de celite, posteriormente tra-
tada com 50ml de CHCIl;. Solugio 20% do material insaponi-
ficdvel, assim neutralizado, foi fracionada em placa preparativa
de gel de silica G (hexano:éter etilico 1:1). A banda de este-
réides, identificada pela aplicag@o dos padrdes campesterol (1),
estigmasterol (2) e B-sitosterol (3), foi retirada da placa,
transferida para funil de placa porosa F, umedecido com me-
tanol e extraido com CH;Cl,. A fragéo esteroidica foi concen-
trada e diretamente analisada por CGAR e CGAR/EM.

Andlises cromatogrificas

CGAR - Cromatégrafo a gds HP 5790A; condigdes: injetor:
260°C; detector por ionizagdo em chama: 300°C; gés carreador:
H,; fluxo: 2 ml/min; temperatura: isoterma 280°C; inje¢dio com
divisdo de fluxo (20:1). Colunas capilares recheadas com fases
estaciondrias: SE-54 (5% fenil 2% vinil- metil-silicone; DI =
0,30 mm; df = 0,25 m; L = 25 m); OV-31-OH (17% cianopropil-
metil-silicone; DI = 0,30 mm; df = 0,25 m; L = 25 m); OV-17
(50% fenil-metil-silicone; DI = 0,25 mm; df = 0,20 m; L = 25
m). CGAR/EM - Cromatégrafo a gés (GC - HP 5880) acoplado
a Espectrometro de Massas (MS - HP 5987A), com sistema
computadorizado (HP 1000). Condi¢des de andlise idénticas as
de CGAR; fase estaciondria SE -54.
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