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Analysis by High Resolution Gas Chromatography/Mass Spectrometry on non-polar stationary phase
of the crude (or pre-fractionated) extracts of species of Copaifera, Velloziaceae and Polypodiaceae,
separated monofunctional, sesqui, di and triterpenoids. In this study we present the utilization of
this technique for detection of mono, sesqui, di and triterpenoids of the crude hexane extract from
Protium strumosum (Burseraceae). The analyses were done by the comparison with the chromato-
grams of the different classes of terpenoids with several oxidation states, under different chro-

matographic conditions.
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INTRODUCAO

Terpendides sdo largamente distribufdos no reino vegetal e
apresentam uma grande diversidade estrutural. A identificagédo
destas substancias na composi¢do de um extrato ¢ feita, em ge-
ral, a partir de procedimentos exaustivos de isolamento, purifi-
cacdo e andlises de um conjunto de métodos espectrométricos.

Recentemente, a identificagdo de terpenos em extratos brutos
ou pré-fracionados vem sendo realizada através da utilizagfio de
cromatografia gasosa de alta resolugdo (CGAR), cromatografia
gasosa de alta resolug@o acoplada a espectrometria de massas
(CGAR-EM) ¢ co-inje¢Ges de padrdes auténticos, dispensando
processos de isolamento. Esta metodologia tem sido aplicada a
extratos brutos e pré-fracionados de baixa e média polaridade de
diversas espécies do género Copaifera e das familias Vellozia-
ceae e Polypodiaceae (composi¢des majoritdrias: sesqui e diter-
penos'?, di e triterpenos*® e triterpenos'®!!, respectivamente).
Nestas andlises cromatogréficas observou-se que quando se usa
fases estaciondrias apolares ou pouco polares nas mesmas con-
digdes de temperatura e vazdo, sesqui, di e triterpenos eluem em
regides especificas do cromatograma.

Neste trabalho apresenta-se a determinagio de regides de
elui¢do cromatogrifica, em CGAR, usando-se padrdes auténti-
cos, para quatro classes de terpenos mono funcionalizados
(mono, sesqui, di e triterpenos), em fase estaciondria de baixa
polaridade (SE-54).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No decorrer de anélises por CGAR de extratos brutos (de
baixa e média polaridade) e/ou fragSes de diversas espécies de
Copaifera, Velloziaceae e Polypodiaceae, observou-se um per-
fil cromatogrifico comum para as espécies de cada género ou
familia. Os componentes destas misturas eluem em regides bem
distintas dos cromatogramas. Os espectros de massas das subs-
tancias presentes nos extratos foram obtidos através de CGAR/
EM, o que permitiu a caracterizagfo de praticamente a totalidade

! Dedicado ao Professor Raimundo Braz Filho por ocasifio de seu
sexagésimo aniversdrio.
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de constituintes. As diversas substincias foram detectadas pe-
los seus fons moleculares e pelos fons resultantes de rotas de
fragmentacdo caracteristicas das classes de produtos naturais
presentes nas amostras estudadas. Estes resultados evidencia-
ram a presen¢a majoritaria de sesqui e diterpenos em Copaifera,
di e triterpenos em Velloziaceae e triterpenos em Polypodiace-
ae, estando em acordo com trabalhos descritos na literatura'!!,

Neste trabalho sdo apresentadas programagdes de tempera-
tura otimizadas para a detecc@io de classes de terpenos em ex-
tratos vegetais brutos ou pré-fracionados através de andlise por
CGAR. A utilizagdo de padrbes terpénicos auténticos permitiu
a determinagdo de regides de eluigdo para mono, sesqui, di e
triterpenos definidas nos cromatogramas.

Inicialmente foram selecionadas, como padrdes, substincias
mono-funcionalizadas das diversas classes de terpenos, sendo
considerados seus esqueletos, niveis de oxidagéo e insaturac@o
(Quadro 1).

A seguir otimizou-se a programagio em CGAR (fase estaci-
ondria SE-54) para cada classe de terpenos, obtendo-se os
cromatogramas denominados Cromatogramas-Padrio (Figu-
ras 1-4). A ordem de eluigdo dos padrdes, determinada através
de anélise por CGAR-EM, apresentou tempo de retengéo cres-
cente para hidrocarbonetos, dlcoois e cetonas dentro de cada
classe. Posteriormente foi preparada uma mistura de todos os
padrdes terpénicos e procedeu-se a otimizagio da programagio
para a visualizag@io das diferentes regides de eluigdo de mono,
sesqui, di e triterpenos, possibilitando a detecg¢do de cada clas-
se, como pode ser visto no Cromatograma-padrio para de-
tecciio de terpenos (Figura 5).

Oleos brutos exudados de tronco de espécies de Copaifera
e 6leos de copafba comerciais foram submetidos a anilises por
CGAR nas condicOes determinadas para a mistura de padrdes
terpénicos, observando-se um perfil cromatogréfico com regi-
Oes de cluigdo definidas no cromatograma para sesqui e
diterpenos, como mostra a Figura 6. Andlises sob as mesmas
condi¢des cromatograficas de extratos hexinicos brutos de di-
versas Velloziaceae mostraram uma composig¢io predominante
de di e triterpenos (Figura 7), enquanto os extratos hexinicos
brutos das Polypodiaceae estudados apresentaram composigio
triterpénica majoritdria (Figura 8).
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Figura 2. Cromatograma (CGAR) da mistura de padries sesquiterpé-
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QUIMICA NOVA, 18(3) (1995) 263



8 12 16 20 min

T T 250
0 200 20 ISOTERMA °c
I— § °Cimin

Figura 4. Cromatograma (CGAR) da mistura de padries triterpénicos
(fase estaciondria SE-54).

A programacdo estabelecida para andlise cromatogréfica da
mistura-padrdo e dos extratos brutos foi aplicada ao extrato he-
xénico bruto de Protium strumosum (Burseraceae) de composi-
¢do quimica desconhecida. As informagdes disponiveis sobre
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Figura 5. Cromatograma (CGAR) da mistura de padrées terpénicos
(fase estaciondria SE-54).
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Figura 6. Cromatograma (CGAR) do déleo bruto de Copaiba comerci-
al (fase estaciondria SE-54).

esta espécie boténica se relacionam com trabalhos que descre-
vem a composi¢do quimica de espécies do género Protium e,
em maior extensdo, de espécies da familia Burseraceae'2. Este
extrato quando analisado por CGAR apresentou perfil croma-
tografico (Figura 9) semelhante ao da mistura de padrGes
terp€nicos. Logo, numa primeira andlise pode-se suspeitar da
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Figura 7. Cromatograma (CGAR) do extrato hexdnico bruto de Vello-
zia stipitata (fuse estaciondria SE-54).
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Figura 8. Cromatograma (CGAR) do extrato hexdnico bruto de Poly-
podium miniscifolium (fase estaciondria SE-54).

presenga de tais classes de substincias. A detecgdo da compo-
si¢do qufmica majoritdria desta espécie como sendo de mono,
sesqui e triterpenos foi confirmada pela obtencdo de espectros
de massas (CGAR-EM) e comparaciio automética com a bibli-
oteca de espectros de massas NBS e Wiley. No intervalo de
tempo de reten¢do entre 19 e 27 minutos (regido de eluicio de
diterpenos) foi observado um tnico pico significativo (tg = 20,9
min), apresentando fon molecular de m/z 316(M™*), correspon-
dente & férmula molecular CyoH,303. Os fons de abundancias
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Figura 9. Cromatograma (CGAR) do extrato hexdnico bruto de Pro-
tium strumosum (fase estaciondria SE-54).
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relativas significativas [m/z 205 (95), 135 (50), 109 (78), 95
(100)] indicaram fra%mentagc”)es caracteristicas de diterpenos
de esqueleto labdano'®. Apesar de nio se identificar a estrutura
desta substincia é possivel deduzir através de seu tg relativo
dentro das condi¢des cromatograficas utilizadas e de seus frag-
mentos no espectro de massas, com certo grau de confiabilida-
de, sua natureza diterpénica.

CONCLUSAO

O estabelecimento de condi¢bes cromatogrificas especificas
para andlise de extratos brutos vegetais ou pré-fracionados
apolares ou de baixa polaridade, por CGAR, € um método ra-
pido e eficiente que pode ser usado com sucesso para se detec-
tar e distinguir classes de terpenos em plantas que apresentem
tais substincias em sua composi¢do quimica. O acoplamento
de CGAR a espectrometria de massas é necessdrio para se
confirmar a natureza terpénica dessas substincias, quer seja
através de seus fons moleculares, quer seja através de anilise
de seus fragmentos nos espectros de massas.

Este tipo de trabalho é facilitado quando se utiliza sistemas
informatizados que permitem a comparagdo automdtica dos
espectros obtidos com aqueles armazenados em bibliotecas de
espectros de massas (espectroteca). Um fator importante que
ndo pode ser esquecido para a realizacdo de trabalhos que te-
nham como objetivo a detec¢do de classes de terpenos em
vegetais por CGAR é o conhecimento prévio da composigio
quimica da familia botdnica que se quer estudar. Se a literatura
dispuser dessas informagdes no género da planta em estudo, o
trabalho fica ainda mais confidvel e facilitado.

Neste trabalho, a andlise cromatogrifica do extrato hexéni-
co bruto de Protium strumosum, de composi¢do quimica des-
conhecida, ilustra muito bem a potencialidade desta metodolo-
gia. No entanto, para a identificagdo inequivoca de qualquer
substincia por CGAR em extratos brutos é necessdrio a co-
injecdo de padrdes auténticos em trés colunas capilares de di-
ferentes seletividades'®.

DADOS EXPERIMENTAIS
Andlises cromatograficas

CGAR - Cromatdgrafo a gds HP-5790A; condigdes: injetor:
260°C; detector por ionizagdo de chama: 300°C; gds carreador:
H,; vazdo: 2 ml/min; temperaturas programadas: a) cromato-
grama padrdo para detecgdo de terpenos: 60°C (2 min) - 60-
120°C (6°C/min) - 120-290°C (15°C/min) - 290°C (17 min); b)
cromatograma-padrio de monoterpenos: 60-150°C (5°C/min);
¢) cromatograma-padrio de sesquiterpenos: 110-180°C (4°C/
min); d) cromatograma-padrdo de diterpenos: 160-280°C (6°C/
min); ) cromatograma-padrdo de triterpenos: 240-290°C (5°C/
min) - 290°C (15 min); injegdo com divisdo de fluxo (20:1);
coluna capilar de silica fundida recheada com fase estacionéria
SE-54 (5% fenil 2% vinil-metil-silicone, 25 m, DE=0,3 mm,
df= 0,25 nm). CGAR/EM - Cromatégrafo a gds HP-5880 aco-
plado a espectrdmetro de massas computadorizado HP-5897A
de analisador de fons quadrupélo e ionizagdo por impacto de
elétrons, 70 eV; condi¢cdes de andlise idénticas as de CGAR.
Os cromatogramas apresentados nas figuras 1-9 foram copia-
dos dos originais através de Scanner HP.

Obtencao de padrdes

Monoterpenos: Cedidos pelo Prof. Marcio C. Mattos - 1Q-
UFRIJ. Sesquiterpenos: Cedidos pela Prof* Anita Marsaioli -
IQ-UNICAMP. Diterpenos: (11) - Isolado de Vellozia leptope-
tala®. (10) - Produto de reducéo de (11) por NaBHj,. (8) - Pro-
duto de desidratagdo de (10)'. (9) - Produto de hidrogen6lise
de (11). Triterpenos: (15) - Isolado de Vellozia leptopetala.
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(14) - Cedido pelo Dr. Antonio Carlos Siani - (INPA-AM). (12
e 13) - Produtos de redugéio de Wolf-Kishner de (15)"}.
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