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Resumo

O baru (Dipteryx alata Vog. Familia Fabaceae) é uma planta tipica do Cerrado cujo éleo extraido das sementes é usado
popularmente como antirreumatico e regulador da menstruacdo. O interesse em avaliar fitoesterois em 6leos vegetais deve-
se a sua aplicacdo na prevencdo de dislipidemias,de doencas cardiovasculares e a sua atividade na protecdo contra tumores
estimulados por estrogénio.O presente trabalho teve como objetivo contribuir com o conhecimento quimico da espécie,
de modo particular, em relacdo ao contetdo em fitoesterdis livres e totais. Foi necessario desenvolver e validar um método
analitico por CG-EM para a quantificacdo do B-sitosterol livre no dleo de baru. A concentragao dos demais fitoesterdis foi
estimada utilizando suas &reas relativas no cromatograma. Para quantificar os fitoesterdis totais foi realizada uma saponificacdo
branda do ¢6leo, a temperatura ambiente, a fim de hidrolisar a ligacdo de esterificacao e osfitoesterdis liberados serem entao
guantificados.A concentracao de fitoesterois totais foi de 1464,41 mg/kg e foram identificados campesterol, estigmasterol e
B-sitosterol. A concentracao de fitoesterois livres foi de 1195,49 mg/kg. B-sitosterol foi o composto majoritario, encontrado sob
ambas as formas. Os fitoesterois identificados nas sementes de baru permitem sugerir uma correlacado com a atividade bioldgica
verificada no seu uso popular.

Palavras-chave: Cerrado, cromatografia gasosa, fitoesterdis, estudo de validacao.

Abstract

The baru (Dipteryx alata Vog. Fabaceae family) is a typical plant from Brazilian cerrado whose oil extracted from the seeds is
popularly used as antirheumatic and regulator of the menstruationcycle. The interest in evaluating phytosterols in vegetable
oils is due to its application in the prevention of dyslipidemia, cardiovascular diseases and its protective activity against tumors
stimulated by estrogen.This study aimed to contribute to the chemical knowledge of the species, in particular, the relation ofthe
content of free and total phytosterols. It was necessary to develop and validate an analytical method by GC-MS to quantify free
B-sitosterol in the baru oil. The concentration of other phytosterols was estimated using their relative areas in the chromatogram.
To quantify the total phytosterols was performed a mild saponification of the oil, at room temperature in order to hydrolyze the
binding of esterification and the released phytosterols are then quantified.The total concentration of phytosterols was 1464.41
mg/kg and it was identified campesterol, stigmasterol and B-sitosterol. The concentration of free phytosterols was 1195.49
mag/kg. B-sitosterol was the major compound,found in both forms. Phytosterols identified in baru seeds allows to suggesta
correlation with the biological activity observed in its popular use.

Keywords: Cerrado, gas chromatography, phytosterols, validation studies.
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Resumen

El Baru (Dipteryx alata Vog. Familia Fabaceae) es una planta tipica del cerrado brasilefio cuyo aceite extraido de las semillas de
la planta, las cuales se utilizaen la poblacién como antirreumatico y regulador de la menstruacién. El interés en la evaluacion
de los fitosteroles en los aceites vegetales es debido a sus aplicaciones en la prevencién de las dislipidemias, enfermedades
cardiovasculares y sus actividades protectoras contra los tumores estimulados por los estrégenos.La investigacién tuvo como
objetivo contribuir con el conocimiento quimico de la especie, en particular, la relacion del contenido de fitosteroles libres y
totales. Fue necesario desarrollar y validar un método de analisis por CG-EM para la cuantificacién del B-sitosterol libre en el
aceite de Baru. Las concentraciones de otros fitosteroles se determinaron utilizando sus areas relativas en el cromatograma.
Para cuantificar los fitosteroles totales se realizd una reaccién de saponificacion del aceite a la temperatura ambiente con el fin
de hidrolizar los enlaces de esterificacion y lograr la liberacién de los fitosteroles. La concentracién de fitosteroles totales fue
de 1.464,41 mg/kg y se identificaron campesterol, estigmasterol y del B-sitosterol. La concentracién de fitosteroles libres fue
1.195,49 mg/kg. El B-sitosterol fue el compuesto principal, que se encuentra en ambas las formas. Los fitoesteroles identificados
en semillas de Baru, permiten sugerir una correlacién con la actividad bioldgica observada en su uso popular.

Palabras clave: Cerrado, cromatografia gaseosa, fitoesteroles, estudios de validacion.

1. INTRODUGAO

O baru (Dipteryx alata Vog.) é um fruto tipico do Cerrado que fornece sementes comestiveis, das quais se extrai um 6leo usado
popularmente como antirreumatico, ténico e regulador da menstruacao‘-.

Os produtos vegetais apresentam uma alta complexidade e variabilidade quimica decorrente de diferentes condicoes de
cultivo e processamento, que podem afetar sua atividade terapéutica. Para o baru foi constatada uma alta diversidade genética
entre amostras do cerrado brasileiro, o que poderia influenciar em sua diversidade quimica®>.

Para os 6leos vegetais fixos, apesar dos compostos majoritarios serem os acidos graxos, a determinacao dos compostos
minoritarios, provenientes do metabolismo secundario, como fitoesterois, terpenos, tocoferdis, dentre outros, é essencial para
avaliar a sua qualidade®®.

Dentre os compostos secundarios presentes no éleo fixo de baru (Dipteryx alata) destaca-se o fitoesterol B-sitosterol,
encontrado em maior quantidade®. A presenca de monoterpenos, sequiterpenos, triterpenos, tocoferol e de fitoesterdis foi
relatada’®. H& um interesse em avaliar fitoesterdis em 6leos vegetais devido a sua aplicacdo em prevencdo de dislipidemias
e doencas cardiovasculares (pela diminuicdo dos niveis de colesterol sanguineo) e protecdo contra tumores estimulados por
estrogénio®'"12 Nesse contexto, alguns 6leos vegetais sao usados como alimentos funcionais!'?.

A determinacdo destes compostos é geralmente feita por cromatografia em fase gasosa (CG), desde que estes sejam
volateis e estaveis na temperatura utilizada. O detector de espectrometria de massas (EM) é utilizado por permitir a obtencéo
da massa molecular, informacées estruturais e, consequentemente, a identificacdo de moléculas”-'>. Para a determinacdo de
fitoesterdis totais (livres e esterificados) sao necessdrias varias etapas de extracdo, saponificacdo e purificacdo, enquanto a
determinacéo de fitoesterdis livres pode ser feito de forma direta por CG®'4.
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Esse trabalho objetivou a determinacdo de B-sitosterol livre e de fitoesterdis totais presentes no éleo de baru. Para tanto
foi necessario desenvolver e validar um método analitico em cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM).

2. METODOS

2.1 Material

O ¢6leo de baru foi obtido por prensagem mecanica utilizando mini prensa continua (MPE-40 E, Ecirtec®) a partir de sementes/
améndoas obtidas da zona rural de Jussara-GO (15°51" sul; 50°52'oeste; 317 m altitude), em agosto de 2012. Essas foram
identificadas pela professora Maria Teresa Freitas Bara (FF/UFG), estando em conformidade com as caracteristicas descritas por
Lorenzi e Lacerda (15).

A mini prensa utilizada opera em média 50 ciclos/minuto e espacadores de 0,4 mm. O tempo de prensagem foi de
aproximadamente 15 minutos e a temperatura do 6leo obtido foi de 70 a 80°C. Ap6s as prensagens, o 6leo obtido foi submetido
a centrifugagao (5000 g por 10 minutos; centrifuga DCS-16-RV LS Logen®). O armazenamento foi realizado em vidro ambar
sob congelamento (-10 °C).

2.2 Desenvolvimento do métodocromatografico e selecao do fragmento a ser monitorado

Utilizou-se o cromatégrafo em fase gasosa acoplado a um espectrémetro de massas (GCMS-Q2010 Plus, Shimadzu®), coluna
capilar do tipo RTX-5MS (5% difenil/95% dimetil polisiloxano, 0,25mm x 15m) da Restek®, hélio (White Martins®, 6.0) como gas
de arraste e ionizacao por impacto eletrénico e potencial de ionizacao de 70 eV. As amostras foram injetadas automaticamente
(modelo AOC-5000, Shimadzu®) e a analise dos resultados foi realizada utilizando o software GCMS solution versao 2. As
temperaturas do injetor, do detector e da interface foram mantidas a 300°C e utilizou-se um fluxo de hélio de 0,66 mL/min.

Os espectros de massas do marcador (B-sitosterol: > 95%, Sigma®) e do padrdo interno (colesterol:> 97%, Vetec®)
foram obtidos na faixa de 35 a 500 m/z para avaliar quais fragmentos seriam os mais adequados para quantificacdo, a qual foi
realizada no modo SIM (single ionmonitoring), por padronizagdo interna.

A fim de otimizar a separacdo dos componentes, analisou-se uma solu¢do do 6leo de baru a 0,1% em hexanograu
HPLC,utilizando diversas condi¢des cromatogréaficas variando-se a temperatura da coluna (quadro 1).

Os parametros de adequabilidade do sistema foram calculados para determinar se o método teria precisao e exatidao
adequadas‘’®'”. Os parametros especificados!’”’ para avaliar o desempenho do método foram: Fator de retencdo (k),
Repetitividade (DPR), Resolucéo (Rs), Fator de cauda (TF), NUmero de pratos tedricos da coluna (N).

Os solventes usados apresentaram grau analitico.

2.3 Validacao do método analitico

A validacao do método proposto foi realizada'® e os pardmetros de seletividade, linearidade, precisdo, exatidao e robustez
foram avaliados.
Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da determinacao do efeito de matriz, andlise da pureza do pico de interesse
e verificacdo da auséncia de picos interferentes (presentes no 6leo de baru) no tempo de retencéo do padrao interno.
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O efeito de matriz (EMt) foi avaliado através da construcao de duas curvas analiticas, uma preparada na auséncia e outra
na presenca da matriz (6leo de baru a 0,50 mg/mL), utilizando as concentracdes de 500, 660, 820, 980, 1160, 1320 e 1500
ng/mL para o padrao (B-sitosterol) e de 1000 ng/mL para o padréo interno(16). A intensidade do EMt (aumento ou supressao
do sinal) foi calculada pela razéo entre o coeficiente angular da curva analitica na presenca da matriz e o coeficiente angular da
curva analitica com o solvente(19).

A pureza do pico referente ao B-sitosterol foi avaliada através da similaridade do espectro de massas obtido na faixa de
35 a 500 m/z para a substancia de interesse no cromatograma do 6leo e do padrao.

Verificou-se ainda a presenca ou auséncia de picos interferentes no tempo de retencdo do padrdo interno apés injecao da
solucdo do 6leo de barua 0,1% em hexano.

Linearidade e intervalo

A curva analitica foi realizada utilizando sete concentracoes, em triplicata, contemplando um intervalo de 50 a 150% da
concentracao esperada de B-sitosterol no 6leo de baru. Utilizaram-se as concentracoes de 500, 660, 820, 980, 1160, 1320 e
1500 ng/mL para o padrao e de 1000 ng/mL para o PIl, em hexano grau HPLC.

O coeficiente de correlacdo linear foi calculado por regressao linear através do software Microsoft Office Excel 2007.
Realizou-se a andlise visual do gréfico de residuos(20).

Precisao

A preciséo foi avaliada pela repetibilidade e pela precisdo intermediaria, esta Ultima realizada em dois dias diferentes.
Foram realizadas nove determinacdes, contemplando o intervalo linear do método, utilizando trés concentracoes (baixa, média
e alta), aproximadamente 75, 100 e 125% da concentracao esperada na amostra, em triplicata, adicionadas de PI. Para tal
utilizou-se solucdo do 6leo de baru a aproximadamente 0,75, 1,00 e 1,25 mg/mL, em hexano. Foram calculados o coeficiente
de variacdo (CV) ou desvio padrao relativo (DPR)"®.

Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo método de recuperacao de padréo. Foram preparadas solucoes de 6leo de baru em trés niveis
de concentragdo, correspondendo a 75, 100 e 125% da concentracao definida no método (1,00 mg/mL), adicionadas de PI
(1000 ng/mL), com e sem adicdo de quantidade conhecida de padrdo de B-sitosterol (500 ng/mL), em triplicata. A exatidao foi
calculada, para cada nivel, pela razao entre a concentracao média experimental (correspondente a concentracdo recuperada do
padrdo) e a concentracao teorica do padrao adicionado (500 ng/mL)(61®).

Robustez

Avaliou-se a robustez variando-se o fluxo (velocidade do gas de arraste): 0,66 mL/min 0,1 mL; taxa de aumento da
temperatura de 240 a 310°C: 5,0 °C/min £0,1 °C/min e volume de injecdo: 3,0 pL 0,1 pL.

2.4 Determinacao do teor de B-sitosterol livre e estimativa do valor de fitoesterdis livres, esterificados e
totais

O teor de B-sitosterol livre (ndo esterificado) foi calculado de acordo com o método validado, em triplicata. A amostra
(aproximadamente 100 mg) foi adicionada em balao de 10 mL e posteriormente diluida em vial (100 pL para 1000 pL). O teor
foi calculado de acordo com a equacao:
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Conc. (ng / mL) XFD

Teor (mg /kg) = massa (mg)

Em que: FD= fator de diluicdo

2.5 Estimativa do teor de fitoesterois livres

A concentracdo dos demais fitoesterdis identificados (campesterol, estigmasterol) foi estimada utilizando a érea relativa
destes (fragmento 107 m/z) em relacao a area do B-sitosterol, de acordo com a equacao abaixo. A concentracao de fitoesterois
totais foi calculada pela soma das concentracdes de todos os fitoesterois identificados.

Area do fitoesterol identificado .
Teor (mg / Kg) = _ X Teor de 3 sitosterol (mg / Kg)
Area do  sitosterol

2.6 Estimativa do teor de fitoesterois totais (livres e esterificados)

Para quantificar os fitoesterois totais utilizou-se uma saponificacdo branda da amostra & temperatura ambiente®”, a fim de
hidrolisar a ligacdo de esterificacao e formar fitoesterdis livres, passiveis de quantificacao pelo método proposto. Aproximadamente
100 mg do 6leo foram adicionados de PI (colesterol, 100 pg) e saponificado por 20h, na presenca de 9 mL de etanol absoluto e
0,5 mL e solucdo de KOH a 50%. Acrescentou-se entdo 10 mL de hexano, agitou-se, e uma aliquota de 400 pL foi adicionada
em vial e diluida para 1000 pL com hexano.

A quantificacdo foi feita por padronizacdo interna, de acordo com a equacao abaixo(21,22),aplicando-se um fator de
correcao (fc) calculado pela razéo entre as areas do Pl (fragmento 107 m/z) e padrao de B-sitosterol (fragmento 107 m/z) em
hexano.

Area do fitoesterol Massa de PI adicionada (pg)

Teor (mg / Kg) = - X X 1000 x fc
Area do PI Massa da amostra (mg)

Em que: fc= fator de correcao calculado pela razdo entre as areas do Pl (fragmento 107 m/z) e padrao de B-sitosterol
(fragmento 107 m/z) em hexano.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento do método analitico e selecao do fragmento a ser monitorado

A fim de obter melhor separacdo entre os picos de interesse e os demais compostos presentes no fitocomplexo (6leo), assim
como alcancar melhor simetria do pico —o que influencia na integracdo e consequentemente na precisao e exatidao do método
analitico — diversas condicoes cromatograficas foram testadas (quadro 1).
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Quadro 1: Condigdes cromatogréficas por CG-EM testadas no desenvolvimento do método para quantificagdo do

B-sitosterol no o6leo de baru.

Condigoes Temperatura programada da coluna Resultados
150°C/min, aumento de 10°C/min até 310°C, .
1 ) . Tempo de corrida longo
mantido por 30 min(23)
) 240°%min, aumento de 10°C/min até 310 °C, Interferente muito préximo ao Pl e cauda
mantido por 8 min para o B-sitosterol
280°C/min, aumento de 5°C/min até 310 °C, .
3 ) i Alargamento dos picos
mantido por 8 min
4 200°C/min, aumento de 10°C/min até 310° C, Separacao adequada do interferente e o
mantido por 8 min Pl, permanece a cauda para o B-sitosterol
5 200°C/min, aumento de 20°C/min até 280°C, Diminuicdo da cauda para o
aumento de 5°C/min até 310°C, mantido por 7 min B-sitosterol
6 200°%min, aumento de 20°C/min até 250°C, Diminuicdo da cauda para o
aumento de 5°C/min até 310°C mantido por 4,5 min B-sitosterol
5 200%min, aumento de 20°C/min até 240°C, Separacao de interferentes potenciais e

aumento de 5°C/min até 310°C mantido por 5 min

simetria adequada para o Pl e B-sitosterol

Os resultados encontrados para a adequabilidade do sistema (Tabela 1) demonstram que o método estd em conformidade
com os parametros recomendados. Essa avaliacdo deve ser realizada antes mesmo da validagdo do método, verificando se o
sistema utilizado esta funcionando adequadamente e que seré capaz de fornecer dados confidveis!®7),

Tabela 1: Parametros avaliados quanto a conformidade do sistema (condicéo 7, quadro 1).

Parametros Especificacgo!®'” Resultado

Padrao Padréo interno
Fator de retencéo (k) >2 11,73 9,41
Resolucao (Rs) >2 4,32 9,41
Fator de cauda (TF) <2 1,07 1,08
Numero de pratos tedricos da coluna (N) > 2000 255151 285485
Repetitividade (DPR) <1% paran=>5 0,93%

A determinacao de fitoesterois em dleos vegetais é usualmente feita por cromatografia gasosa acoplada a detector de
espectrometria de massas ou ionizacdo por chama. O uso de espectrometria de massas apresenta a vantagem de permitir a
identificacdo dos diferentes fitoesterdis através da andlise dos espectros de varreduras, sendo, portanto, uma técnica mais

seletiva”®.
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O colesterol foi selecionado como padrdo interno a fim de diminuir o efeito de matriz e aumentar a precisdo e exatidao
do método. O método de padronizacdo interna é indicado em anélises por CG-EM, principalmente por aumentar a exatidao
dos resultados encontrados, sendo que um padrao interno ideal deve apresentar estrutura quimica semelhante ao composto
de interesse®”. Este mesmo composto foi utilizado por Zhang et al.?" na analise de produtos de oxidacdo do B-sitosterol em
o6leos vegetais.

Apo6s analise dos espectros de massas (Figura 1) e testes de repetitividade, optou-se por utilizar o fragmento 107 m/z para
quantificacdo do B-sitosterol e do colesterol.

Destaca-se que a quantificacdo de compostos por espectrometria de massas pode ser feita no modo TIC (Total lon
Counting), em que todos os fragmentos idnicos formados sdo somados para obtencdo da area dos picos, ou no modo SIM
(Selected lon Monitoring)®®. Nesse modo, apenas um fragmento iénico selecionado ¢ utilizado para quantificacéo e ¢ o mais
recomendado por aumentar a seletividade e a sensibilidade do método em até 1000 vezes. Assim, optou-se por utilizar apenas
um fragmento para quantificacdo dos compostos de interesse, selecionado ap6s avaliacdo do espectro de massas do B-sitosterol
e do colesterol (PI) e o cromatograma obtido para o 6leo de baru (Figura 1). Observa-se que em ambos 0s espectros, o pico
base (de maior intensidade) é o de 43 m/z. Porém o ensaio de repetitividade utilizando este fragmento apresentou coeficiente
de variacdo de 1,81% para a razao entre as areas do pico do B-sitosterol e Pl, maior que o recomendado, que ¢ 1%"”. Os
fragmentos 55 e 81 m/z, referentes ao colesterol, apresentaram, assim como o fragmento 43 m/z, instabilidade na linha de base,
0 que poderia prejudicar a integracao dos picos.

Figura 1: Espectros de massas do B-sitosterol (a), colesterol: Pl (b) e do pico referente ao B-sitosterol no cromatograma

obtido para o 6leo de baru — condicdo 7, quadro 1 (c).

Afigura 2 apresenta a fragmentagao proposta para o B-sitosterol, na qual se observa que o pico base (43 m/z) corresponde
a uma cadeia lateral carbonica, enquanto os picos 107 m/z e 213 m/z pertencem ao nucleo esteroidal, sendo estes Ultimos,
portanto, mais representativos desta molécula.
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Figura 2: Fragmentacao por EM proposta para o B-sitosterol.

43 miz

213 miz

Fonte: Zhanget al.?>
3.2 Validacao do método analitico por CG-EM para quantificacdo do marcador B-sitosterol

Seletividade

A auséncia de efeito de matriz foi verificada comparando-se o coeficiente angular das curvas obtidas do padrao em solvente
e da amostra em concentracbes crescentes acrescida de padrdo. A Figura 3 apresenta as curvas obtidas, em que a intensidade
do efeito de matriz encontrado foi de 0,92%. Valores de até 20% sdo considerados de baixa intensidade(19). Dessa forma,
demonstrou-se que o método proposto nao apresenta interferéncia da matriz em diferentes concentracoes do 6leo. Vale ressaltar
gue sem o Pl os valores de efeito matriz foram de 24,05%, o que poderia prejudicar, principalmente, a exatiddo do método.
Para andlises de teor, em amostras em que a matriz isenta do composto de interesse nao pode ser obtida, como no caso
de produtos vegetais, pode-se avaliar a seletividade do método por meio da determinacao do efeito de matriz, comparando-se

o paralelismo de curvas analiticas preparadas com padrao na presenca e na auséncia da amostra‘'®, justificando assim o uso
desta técnica no presente trabalho.

Figura 3: Avaliacao do efeito de matriz. Curvas analiticas obtidas para o B-sitosterol na presenca da amostra (6leo de
baru) e em solvente (hexano).
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Além disso, os espectros de massas do pico referente ao B-sitosterol no padréo e no éleo de baru (Figura 1) apresentaram
similaridade de 97%. Um alto indice de similaridade indica a auséncia de interferentes co-eluindo com o analito no método
proposto®?®.

A Figura 4 demonstra a auséncia de possiveis interferentes no solvente utilizado (hexano) e no tempo de retencdo do
colesterol (PI) na amostra de 6leo de baru, confirmando que este Pl pode ser utilizado no método definido.

Figura 4: Cromatogramas ampliados. (a) hexano; (b) 6leo de baru a 1,00 mg/mL; (c) 6leo de baru a 1,00 mg/mL adicionada
de Pl a 1000 ng/mL.
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A diluicdo empregada para determinacao do perfil cromatografico do 6leo de baru foi elevada, o que pode ser justificado
pela sensibilidade do método validado por CG-EM. Além disto, como existem dificuldades analiticas na determinacao dos
fitosterdis em dleos vegetais, devido ao baixo contetdo encontrado e o nimero de interferentes, esse método por CG-EM
apresenta vantagens em relacdo aos aspectos analiticos.
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O método apresentou linearidade e o coeficiente de correlacdo (R) obtido foi R=0,997889, estando em conformidade com
a normatizacdo™®. A equacdo da reta obtida para o padrdo de B-sitosterol foi y= 0,001976x — 0,038827. Os valores de erro
relativo calculados variaram de -0,71 a 3,01% (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados da curva analitica obtida para o padréo de B-sitosterol em hexano.

Concentracao
tedrica (ng/mL)

Razao das areas

B-sitosterol/Padrao interno

Concentracao
calculada (ng/mL)

Erro
relativo (%)

500
660
840
980
1160
1320
1500

0,96
1,27
1,61
1,92
2,23
2,49
2,30

505,62
664,32
834,08
991,94
1148,76
1280,29
1536,46

1,12
0,65
-0,71
1,22
-0,97
-3,01
2,43

E recomendado ainda a anélise visual do grafico de residuos para validacido de métodos analiticos para produtos vegetais®.

Os residuos sao calculados pela diferenca entre o valor observado em y e o valor que foi predito pelo modelo de regressdo

aplicado. Os valores de residuos encontraram-se randomicamente distribuidos ao redor da linha zero (Figura 5) e com isso

assume-se que o modelo adotado para regressao foi adequado®.

Figura 5: Gréfico de residuos da curva analitica obtida para o padrao de B-sitosterol.
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Os resultados encontrados para preciséo ao nivel de repetibilidade e precisao intermediaria estao descritos na Tabela 3. Os

coeficientes de variacdo (CV) calculados foram menores que 5%, conforme o estabelecido®.
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Tabela 3: Resultados referentes a precisao ao nivel de repetibilidade e precisdo intermedidria do teor de B-sitosterol no

6leo de baru.
Nivel Massa de OBa Conc. de BSb Teor de BSb (mg/kg) Média %CVc %CVc
(mg) calculada (ng/mL) (intra-dia) (inter-dia)
Dia 1

75% 74,2 704,21 949,07

75% 76,6 740,64 966,90

75% 74,2 702,14 946,23

100% 100,6 904,94 899,54

100% 101,3 938,73 926,69 919,91 3,07 4,49
100% 102,9 926,41 900,30

125% 1271 1150,42 905,13

125% 123,4 1094,89 887,27

125% 125,0 1122,58 898,06

Dia 2

75% 74,8 770,41 1029,96

75% 77.9 742,95 953,73

75% 74,8 707,35 945,65

100% 106,7 1049,01 983,14

100% 107,7 1007,34 935,32 965,79 4,43 4,49
100% 99,4 1018,30 1024,45

125% 123,8 1147,03 926,52

125% 124,8 1132,77 907,67

125% 125,3 1235,06 985,68

20leo de baru; °B-sitosterol; “Coeficiente de variacéo.

Exatidao

Nos resultados de exatiddo (Tabela 4) foram verificados valores entre 93,79% e 105,15% (%CV=3,23). De acordo com
a Association of Official Analytical Chemists (AOAC)?”, a faixa de aceitacdo varia de acordo com a concentracio do analito na
amostra. Uma vez que o teor calculado para o éleo de baru foi de 0,091%, a faixa de aceitacdo de recuperacao é de 90 a 107%
(para concentragdes entre 0,01 e 0,1%), sendo assim, o método foi considerado exato.
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Tabela 4: Resultados referentes a exatidao do teor de B-sitosterol no dleo de baru, avaliada pelo método de recuperacéo
de padrao.

Nivel Massa de  Concentr. calculada Concentr. Concentr. real do  Concentr. teérica  Exatidao (%)
OBa (mg) sem padrdo (ng/mL) calculada com  padrdo (ng/mL) do padrdo (ng/mL)
padrédo (ng/mL)

75% 75,0 770,41 1248,18 477,77 95,71
75% 78,0 742,95 1228,61 485,66 97,23
75% 74,4 707,35 1175,53 468,18 93,79
100% 100,5 915,71 1401,92 486,21 97,40
100% 100,3 921,59 1404,85 483,26 499,19 + 21,63 96,81
100% 101,4 964,75 1450,33 485,58 97,27
125% 131,9 1235,06 1730,66 495,59 99,28
125% 127.4 1122,83 1647,71 524,88 105,15
125% 123,7 1156,39 1651,40 495,01 99,16

20leo de baru.

A exatidao investigada pelo ensaio de recuperacdo do padrdo (medida em porcentagem) representa a proporcao de
substancia adicionada na amostra que e é passivel de ser quantificada. Deve-se considerar que a substancia adicionada néo
esta, necessariamente, na mesma forma que a presente na amostra, o que pode levar a valores erréneos de recuperacéo. Para
garantir que tal equivoco nao ocorra, o ensaio deve ser realizado em, pelo menos, trés concentracdes diferentes, abrangendo
o intervalo do método. Além disso, o efeito de matriz deve ser investigado, o qual apresentou resultados adequados (Figura 4).

Robustez

Os resultados dos ensaios de robustez estdo dispostos na Tabela 5. Observa-se que todos os desvios foram menores que
2,35%, indicando que o método é robusto nas condicdes avaliadas, ndo sendo afetado por pequenas modificagdes.

Tabela 5: Resultados de robustez para o método de determinacdo do B-sitosterol no éleo de baru.

%CV? entre 0 método

Modificagdo Conc. calculada (ng/mL) » .
modificado e original
Método original 863,56 + 7,83 -
2,9 pL 865,35 + 21,64 1,27
Volume de injecdo
3,1 pL 862,45 + 0,83 0,74
0,56 mL/min 888,31+ 3,74 1,58
Fluxo
0,76 mL/min 868,07 + 15,69 1,08
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%CV? entre 0 método

Modificacao Conc. calculada (ng/mL) . o
modificado e original

Taxa de aumento da 4,9 °C/min 892,71 +4,18 2,35

temperatura entre 240

e 310°C 5,1 °C/min 843,40 = 7,69 1,67

2Coeficiente de variacao.

3.3 Determinacao do teor de B-sitosterol livre e valor estimado de fitoesterois livres e totais no 6leo de baru

Foram identificados fitoesterdiscomo o campesterol, estigmasterol e B-sitosterol (Figura 6), os quais apresentam atividades
hipocolesterolemiante!'22®8), anti-inflamatoria®, antioxidante®® e anticarcinogénica®".

Estudos sugerem que os fitoesterdis, principalmente o B-sitosterol, possuem efeito sobre o sistema reprodutor de animais
e que possuem efeitos estrogénicos!'". Tal fato coincide com o uso popular do baru como regulador da menstruacao™2. Além
disso, a presenga de compostos com atividade anti-inflamatéria como os fitoesterdis pode estar relacionada com o uso do éleo
de baru pela populacdo como antirreumatico‘’-2.

O procedimento proposto de determinacdo de esterdis em 6leos vegetais apos saponificacdo, sem etapa posterior de
isolamento se aplica ao 6leo estudado.

O interesse em avaliar fitoestérois em o6leos vegetais vem crescendo devido a sua aplicagdo em prevencao de dislipidemias
e doencas cardiovasculares (pela diminuicdo dos niveis de colesterol sanguineo) e protecdo contra tumores estimulados por
estrogénio® 112,

Figura 6: Cromatograma obtido por CG-EM (modo TIC), indicando os fitoesterdis identificados no 6leo de baru.
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Observou-se uma concentracdo de fitoesterois totais neste 6leo de 1464,41 mg/kg e que a maior parte desses esta na

forma livre (1195,49 mg/kg) (Tabela 6). Os fitoesterdis livres e esterificados sao igualmente eficazes na reducdo do colesterol
plasmatico e hepatico®?.
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Tabela 6: Teor de fitoesterdis livres e totais no éleo de baru obtido por prensagem mecanica.

Fitoesterdis livres Fitoesterdistotais

Area relativa (%) Teor (mg/kg) Area relativa (%) Teor (mg/kg)

B-sitosterol 76,02 £ 1,29 908,84 + 15,46 78,11 £ 0,75 1143,95 + 11,06
Campesterol 8,97 £ 0,13 107,29 £ 1,59 7,59 £0,19 111,03+ 2,70
Estigmasterol 15,01 £ 0,26 179,36 + 3,20 14,30 £ 0,19 209,43 + 2,79
100 1195.49 + 11,28 100 1464,41 + 21,43

A identificacdo de campesterol, estigmasterol e B-sitosterol no éleo de baru foi descrita na literatura® e a quantificacao
por meio de um método diferente por CG com detector de ionizacdo de chamas‘'® foi respectivamente de 272,0 + 0,02; 238,9
+ 1,40 e 691,2 = 0,47 mg/Kg. Esses valores distintos dos encontrados nesse estudo podem ser justificados por diferencas
relacionadas ao local de cultivo, época de coleta, processamento, método extrativo® ou mesmo pelo uso de outra metodologia

analitica.

Os valores de fitoesterois livres encontrados nesse estudo (tabela 6) sdo préximos aos do 6leo de amendoim e azeite de

oliva®¥ (Quadro 2). O ¢leo de soja®® e de girassol® apresentam valores superiores ao baru.

Em relacdo aos fitoesterdis totais, o 6leo de baru apresentou valor mais préximo do azeite de oliva®?. Foram verificados
valores superiores ao baru para os 6leos de amendoim®¥ e de girassol® (Quadro 2).
O teor de B-sitosterol livre no éleo de baru (tabela 6) foi proximo aos relatados para os 6¢leos de soja e amendoim®.

Para o 6leo de milho é descrito um valor inferior ao baru®® e para os 6leos de gérmen de trigo e de semente de algodao®®, de
girassol® e azeite de oliva®? valores superiores ao baru(Quadro 2).

Quadro 2: Valores de fitoesterdis encontrados em éleos vegetais.

Fitoesterdis livres

oleo de amendoim
azeite de oliva
6leo de soja

6leo de girassol

1128,44 - 1956,6 mg/kg®®
911,8 mg/kg®®

2102,2 mg/kg®?

2060,84 - 2802,7 mg/kg®

Fitoesterdis totais

azeite de oliva
6leo de amendoim
6leo de girassol

6leo de baru

1211 - 2870,5 mg/kg®?
2097 - 8200,9 mg/kgt?
3269 - 6586,7 mg/kg®?
121,73 mg/100g(13)

B-sitosterol livre

oleo de soja
6leo de amendoim
6leo de milho

oleo de gérmen de trigo
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6leo da semente de algodao 1428,57 mg/kg©®

6leo de girassol 2177 - 4023,2 mg/kg®?
azeite de oliva 1497,2 mg/kg??

6leo de baru 69,12 = 0,47 mg/100g"?

Baseado no conteudo de fitoesterdis livres e totais presentes no 6leo de baru pode-se sugerir seu potencial para estudos
de pesquisa e desenvolvimento de bioprodutos.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Esse estudo contribuiu para um maior conhecimento sobre a composicdo quimica do baru, espécie vegetal do Cerrado.
Foi possivel desenvolver e validar um método analitico por CG-EM que constitui uma possibilidade para uso no controle de
qualidade do ¢leo de baru.

Agéncia de fomento: Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Goias (FAPEG).
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