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Estabelecemos, anteriormente, (1), que o ergosterol e o 7-de-
-hidro-colesterol, em dicloreto de etileno, ou solventes similares, por
acção prévia de reagentes de adição à ligação etilénica — tais como o
iodo, ácido perbenzoico, tetranitrometano, etc. — seguida de adição
duma solução concentrada de tricloreto de antimónio, dá origem a

0
uma cor rósea, intensa, An. 520 m!-L, E; ^,, = 640. Fundamentados na
especificidade da reacção, na estabilidade da cor e na elevada inten-
sidade da bem definida banda de absorção, fixámos as condições
de aplicação desta reacção, a determinações quantitativas das provi-
taminas D.

Neste trabalho, de que apresentámos uma comunicação ao
XXIV Congresso Luso-Espanhol para o Progresso das Ciências (Madrid,
1958), consideramos a natureza desta reacção, viga ácido perbenzoico
ou iodo.

Esta reacção é altamente específica do sistema insaturado, con-
jugado, endocíclico, do ergosterol, do 7-de-hidro-colesterol e doutros
esterois, com a mesma insaturação. Com o fim de verificar esta
especificidade e de obter indicações precisas do mecanismo desta
reacção, por identificação de possíveis intermediários, fizemos um
estudo exaustivo do comportamento dum grande número de esteroides,
com grupos funcionais e insaturação de vários tipos, usando os tra-
tamentos com ácido perbenzoico e iodo (' 1) .
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Parte dos esteroides foram preparados e purificados no laboratório
pelos métodos indicados na literatura (2), outra parte foi-noa amàvel-
mente cadida pelou professores T. Reichstein e D. H. R. Barton, a
quem apresentamos os nossos melhores agradecimentos.

^

Esterois saturados (ergastanol, cole_;'tanol) e esterois com uma
ligação etilénica, endocíclica, ou exocíclica, separada do grupo hidro-
xilo, na posição 3, pelo menos, por três átomos de carbone (y, a e
-ergostenol, a-di-hidrouergosterol, lanosterol e respectivos acetatos

e benzoatos) (Quadro 1.°) dão ensaios negativos. O colesterol (1 e 2
por cento), o estigmasterol e outros esterois, com insaturação na
posição 5, 6, (Quadro 2.°) também não dão cor, durante 10 minutos.

Estigmasterol	 A5- Pregnenol -3
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QUADRO 2.°

A pre.ïença de dois ou mais grupos hidroxilos (ou dos respectivos
acetatos ou benzoatos), ou de ,epóxido, em sistemas, saturados, ou
mesmo em compostos ins,aturados que não afectem, simultânea,mente,
as posições 5, 6, 7 e 8, dão ensaio negativo (Quadro 3.°) . Esteroides,
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com grupos cetónicos, em sistemas saturados, ou com insaturações
isola das (Quadro 4.°) ; cetonas insaturas ^ , 5, como o importante
grupo de hormonas (Quadro 5.°) (tes..tosterona, progesterona, cortisona
e 17-hidroxil-corticosterona) ; dicetonas insaturadas, conjugadas, com
as insaturações estendidas aos paneis B e C (Quadro 5.°) ; todos estes
compostos dão também ensaio negativo. Não dão cor os homólogos do
per-hidro-1,2-ciclopenteno-fenantreno (colestano, copostrano, alopre-
gnano), ou os hidrocarbonetos com uma ligação dupla (A 4- colesteno,
A - ,colesteno, 3-etileno-colestano), ou alguns derivados halogenados
(51-cloro-colestano, 5(3, 6x-dibromo-colestano, cloreto de colesterilo), e
ainda seco-derivados, como o ácido 2,3-seco-colestanol-dicarboxilico,
(Quadro 6.°) .

Assim, os esteroides saturados, com grupos hidroxílicos ou
cetónicos, os esteroides com uma ou mais ligações etilénicas isoladas,
endo au exocíclicas, não conjugadas com car'binois, os esteroides
cetónicos, insaturados ^, R, ou idicetónicos insaturados, ou ainda cr
hidrocarbonetos relacionados ou OS seus derivados halogenados, nzo
dão a reacção de cor.

Aparece cor quando os compostos apresentam insaturação ,conj u
pada, entre átomos de carbone, mas a distribuição d e duas ou trêo
ligações duplas conjugadas, em dois anéis, dá em geral uma cor fraca,
amarela, corn o máximo principal de absorção entre 400 e 450 m;i..
A vitamina D2 , com um sistema triénico, resultante da ruptura do
anel B, dá coramarela com o máximo de absorção principal em 450 mu.
(Quadro 7.°). Insaturação nos areeis B e C, conjuntamente, com o
grupo de peróxido, dá origem a cores vermelhas (peróxido de de-hidro-
-ergosterol e respectivo acetato) (Quadro 8.°) . Só os compostos
apresentados no Quadro 9.° deram origem à cor rósea, com máximo ,

em 520 mp.. O ergosterol, ou o acetato, ou o eter metílico, e o
7-de-hidro-colesterol, por tratamento prévio com ácido perbenzoico,
ou por tratamento simultâneo com iodo e solução concentrada de triclo-
reto de antimónio ; os dois peróxidos e o cerevisterol dão reacção
imediata com a solução concentrada de tricloreto de antimónio, sem
ser necessário o tratamento com ácido perbenzoico ou iodo, (Quadro 9.°) .

Parece que a reacção de cor do ergosterol, e derivados, e do
7-de-hidro-colesterol, com o ácido perbenzoico, 'deverá ter lugar por
intermédio dum composto com estrutura semelhante à do cerevisterol
ou do peróxido de ergosterol. A formação deste intermediário é
indicada pela necessidade da actuação, durante um certa tempo, do
ácido perbenzoico sobre as soluções das provitaminas D. O produto
de reacção não ó removido por bases fortes; e, como não é reduzido
pelo tiossulfato ou iodeto, há indicações que deverá ser um derivado
hidroxílico e não um peróxido. Por destruição do complexo com
álcool e separação da parte orgânica, o produto obtido mostrou
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um espectro ultravioleta muito semelhante ao do cerevisterol
0,,,aX22-5-230 my.), completamente diferente do dos peróxidos de  ergos-
terol 320 my.). Por uma operação semelhante sobre o complexo
obtido ecan indo, verificou-se que desapareceu toda a absorção carac-
terística, do ergosterol, apresentando-se só um máximo forte em
225 230 mµ .

As estruturas dos complexos, cbtidos com iodo e com ácido
perbanzoico, devem ser muito  semelhantes, pois apresentam a mesma
cor, com espe ctros de absorção pràticamente sobreponíveis. Os pro-
dutos de destruição destes complexos com álcool são também análogos,
visto a parte orgânica, em ambos os casos, dar espectros de absorção
com as mesmas características. Contuda, a maneira de formação
destes complexos apresenta diferenças nos dois casos; com o ácido
perbenzoico, a reacção é intensificada por um certo tempo ide acção
do reagente sobre as provitaminas, parecendo, segundo os nossos
resultados experimentais, com formação dum composto hidroxilado
do tipo do cerevisterol, A, ou de peróxidos, B ou C (Quadro 10. °) ;
pelo contrário, se a acção do iodo for mantida, durante algum tempo,
antes da iadição da solução concentr ada de tricloreto de antimónio, os
re =_ultados são cada vez mais baixos, não havendo formação apreciável
de complexo se fizermos actuar o iodo durante cerca de 30 minutos.
Considerando o papel do iodo no mecanismo de formação do complexo,
somos levados a supor a formação dum complexo de transferência de
carga, coma intermediário, visto que a adição definitiva do iodo à
insaturação prejudica a sequência da reacção; o complexo de  trans-
ferência de carga, com o iodo negativamente carregado, pela acção
do pentacloreto de antimónio, daria origem formação do complexo
corado — carbonião mesomérico e anião com o metal electrofílico.
O cerevisterol, o peróxido de ergosterol ou o intermediário, obtido
pela acção do ácido perbenzoico, daria um complexo análogo, em que
se verifica também a equimolecularidade da provitamina D e do
pentacloreto de antimónio.
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SUMMARY

Concerning the mechanism of provitamin D colour reaction
with perbenzoic acid and a concentrated solution of antimony trichlo-
ride, it was found that ergosterol peroxide, or its acetate, or cerevis-
terol, gave the same colour without preivions treatment with perbenzoic
acid. These or a similar substance should be intermediate on the
colour reaction with provitamins D.
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