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Resumo

Os fitosteroéis estdo naturalmente presentes em vegetais, sendo os 6leos vegetais umas das
principais fontes. Os principais fitosterdis encontrados sdo: campesterol, estigmasterol e f3-
sitosterol. O presente trabalho teve como objetivo otimizar uma metodologia para
determinacdo de fitosterdis e avaliar os parametros fisico-quimicos (indice de perdxidos,
indice de refracéo, acidos graxos livres e composicdo em acidos graxos) em 06leos vegetais.
Os parametros fisico-quimicos foram realizados de acordo com a AOCS (2004). A
composicdo dos acidos graxos e dos fitosteréis foram determinadas por cromatografia
gasosa, utilizando colunas capilares CP-SIL 88 (100 m x 0,25 mm i.d., 0,20 mm de filme) e
HP-5MS (30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um de filme), respectivamente. Os teores de fitosterois
variaram de 8,30 para o estigmasterol no 6leo de canola a 512,66 mg/100g para o B-
sitosterol no 6leo de milho. Dos Gleos vegetais analisados, 0 azeite apresentou 0s menores
teores de fitosterdis totais (178,27 mg/100g) e o 6leo de milho os maiores teores (803,09
mg/100g). O oleo de canola apresentou o menor teor de acidos graxos saturados (8,70
0/100g). Os maiores teores de acidos graxos poliinsaturados foram obtidos no 6leo de soja
(56,5 g/100g), seguido do 6leo de girassol (52,1 g/100g). O azeite apresentou maior valor
para os acidos graxos monoinsaturados (66,2 g/100g), seguido do 6leo de canola (61,7
g/100g).

Abstract

The phytosterols are naturally found in vegetables, where the vegetable oils are one of the
main sources. The main phytosterols found are: campesterol, stigmasterol and B-sitosterol.
The objective of this work was to optimize the methodology for phytosterols determination
and evaluate physicochemical parameters (peroxide value, refractive value, free fatty acids
and fatty acids composition) in vegetable oils. The physicochemical parameters were

realized according to AOCS (2004). The fatty acids and phytosterols composition were
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obtained by gas chromatography, using a capillary column CP-SIL 88 (100 m x 0,25 mm i.d.,
0,20 mm of film) and HP-5MS (30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um of film), respectively. The
phytosterols contents varied from 8,30 for stigmasterol in rapeseed oil to 512,66 mg/100g for
B-sitosterol in corn oil. From all the vegetable oils analized, the olive-oil presented the
smallest content of total phytosterols (178,27 mg/100g) and the corn oil the largest content
(803,09 mg/100g). The rapeseed oil presented the smallest content of saturated fatty acids
(8,70 g/100g). The largest content of polyunsaturated fatty acids were obtained in soybean
oil (56,5 g/100q), followed by sunflower oil (52,1 g/100g). The olive oil presented the largest
value for monounsaturated fatty acids (66,2 g/100g) followed by rapeseed oil (61,7 g/100g).

Introducéo

Os fitosterdis séo constituintes naturais de vegetais, sendo os 6leos vegetais uma das fontes
mais ricas. A composicao e os teores de fitosterdis podem variar de acordo com a espécie
do vegetal, condi¢des climaticas, qualidade da semente ou frutos, sistema de extracdo e
processo de refinamento dos 6leos vegetais. Os principais fitosterdis encontrados em 6leos
vegetais sdo: campesterol, estigmasterol e B-sitosterol, sendo o Ultimo o predominante.
Outros fitosterdis como o A-7-estigmasterol, A-5-avenasterol e o A-7-avenasterol, também
podem ser encontrados (Belitz e Grosh, 1999). Devido as propriedades terapéuticas dos
fitosterdis, como a reducdo da absor¢do do colesterol sangiiineo e a prevencéo ao cancer, o
interesse em quantifica-los em alimentos tem crescido muito. Além disso, tornou-se uma
determinagdo importante para verificar a identidade e qualidade dos 6leos vegetais,
principalmente do azeite. Assim, o presente trabalho teve como objetivo otimizar uma
metodologia para determinacdo de fitosterdis em 6leos vegetais, caracterizacdo fisico-
guimica e composicdo em acidos graxos em O6leos vegetais, verificando possiveis

adulteracBes em azeites.

Materiais e Métodos
Materiais

Para a realizacdo do planejamento experimental e validagdo da metodologia, para a
determinagédo dos fitosterois, foi utilizada uma amostra de Azeite de Oliva Espanhol. Foram
analisados cinco tipos de 6leos vegetais (soja, milho, girassol, canola e azeite). Para cada

Oleo foram analisadas trés marcas diferentes, com excecdo do azeite, que foram quatro



marcas. Para cada marca foram analisados trés lotes com diferentes datas de validade.
Cada lote foi composto por trés unidades. As amostras foram adquiridas nos supermercados

de Campinas/SP.

Métodos

Determinacédo dos teores de fitosterdis em 6leos vegetais

A extragdo dos fitosterois em 6leos vegetais foi baseada no método de Mazalli et al. (2003).
A otimizacdo foi feita utilizando um planejamento experimental rotacional completo 2%
conforme metodologia descrita por Rodrigues e lemma (2005), estudando as variaveis:
temperatura, tempo de saponificacdo, numero de extracdes e peso da amostra. A
guantificacdo dos fitosterdis, por CG, foi otimizada realizando testes de linearidade,
recuperacao, repetibilidade, limites de deteccdo e de quantificacdo. A recuperacdo foi
determinada com a adicdo de dois niveis de cada fitosterol estudado a amostra, sendo
realizadas oito repeticbes para cada nivel de adicdo. Os limites de deteccdo e de

quantificacdo foram determinados de acordo com Keith et al. (1983).

Foi utilizado um cromatdgrafo gasoso (HP, modelo 6890), equipado com amostrador
automatico; injetor split, razédo 15:1; coluna capilar HP-5MS (30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 um de
filme); detector por ionizacdo de chama. As condi¢cdes cromatograficas foram otimizadas
com base na metodologia de Schmarr et al. (1996), sendo: temperatura da coluna
programada, temperatura inicial 150 °C/0,1min, elevando-se para 300 °C numa escala de
100 °C/min, permanecendo nesta temperatura por 10 minutos; gas de arraste hélio numa
vazao de 1 mL/min; detector: gas “make-up”, nitrogénio a 30 mL/min e temperatura de 300
°C; injetor: temperatura 250 °C. A identificacdo dos picos foi realizada através de
comparacao do tempo de retencdo das amostras com os padrdes e por co-cromatografia e a
guantificacdo por padronizacdo interna, utilizando como padrdo interno dihidrocolesterol
(Sigma-Aldrich).

Parametros fisico-quimicos determinados

As determinacdes de indice de peréxido, indice de refracdo e &cidos graxos livres foram

realizadas em duplicata, seguindo os métodos oficiais da AOCS (2004).



Determinac¢do da composicdo em acidos graxos

Aproximadamente 300 mg de lipidios foram utilizados para a reagdo de transmetilagdo
realizada de acordo com o método de Hartman & Lago (1973), usando cloreto de aménia e
acido sulfarico em metanol como agente esterificante. A cromatografia gasosa foi realizada
em cromatografo Varian, modelo 3900, equipado com amostrador automatico; injetor split,
razdo 75:1; coluna capilar CP-SIL 88 (100 m x 0,25 mm d.i.; 0,20 um de filme); detector por
ionizagcdo em chama (FID) e uma workstation com software Star. As condi¢cdes
cromatogréficas utilizadas foram: temperatura da coluna programada, sendo temperatura
inicial 120 °C/5min, aquecimento para 235 °C numa escala de 5 °C/min, permanecendo
nesta temperatura por 15 minutos; gas de arraste, hidrogénio numa vazao de 1mL/min; gas
“make-up”, nitrogénio a 30 mL/min; temperatura do injetor, 270 °C; e temperatura do
detector, 310 °C. A identificagdo dos &cidos graxos foi realizada através da comparacao do
tempo de retencdo dos acidos graxos das amostras com padrdes e co-cromatografia. A
guantificacéo foi realizada por normalizacdo de area e os resultados expressos em g/100g

de amostra.

Resultados e Discusséao

As condicbes otimizadas para a extragdo dos fitosterdis em Oleos vegetais que
apresentaram melhores resultados foram: massa da amostra igual a 0,3 g, nimero de
extragcBes igual a 4 e tempo de saponificacdo igual a 3 horas. Como a temperatura nao
apresentou influéncia significativa sobre os resultados (p>0,05), optou-se pela temperatura
de 50 °C. Para verificar a validade do modelo codificado realizou-se analise de variancia e

os resultados obtidos para os fitosteréis mostraram-se validos (R? = 0,87%).

Os resultados dos testes de recuperacao, obtidos a partir de dois niveis de adicdo, variaram
de 96,4 a 104,5% para o B-sitosterol, de 96,1 a 97,1% para o campesterol e de 101 a 103%
para o estigmasterol. Os limites de deteccdo e de quantificacdo para a determinacdo dos
fitosterdis, por CG, obtidos a partir dos desvios-padrdo de oito repeticbes, foram,
respectivamente, 0,11 e 0,38 mg/g para o B-sitosterol, 0,02 e 0,08 mg/g para o campesterol

e 0,02 e 0,06 mg/g para o estigmasterol.

Os teores de fitosterodis (Tabela 1) variaram de 8,30 para o estigmasterol no 6leo de canola
a 512,66 mg/100g para o B-sitosterol no 6leo de milho. Dos 6leos vegetais analisados no

presente trabalho, o azeite apresentou menores teores de fitosteréis totais (178,27



mg/100g), enquanto que o 6leo de milho os maiores teores (803,09 mg/100g). Através dos
valores altos dos desvios-padrdo obtidos, observa-se grande variagdo entre os lotes e
marcas dos 6leos vegetais analisados. Esta variabilidade pode estar relacionada com a
espécie do vegetal, condi¢cbes climaticas, qualidade da semente ou frutos, sistema de

extracdo e processo de refinamento dos éleos vegetais.

TABELA 1. Teores de fitosterois (mg/100g) em 6leos vegetais.

Oleos Vegetais Campesterol Estigmasterol B-Sitosterol Fitosterois
M (DP)* M (DP)* M (DP)* Totais**
Oleo de Soja 89,46 (8,71) 59,60 (6,43) 157,70 (15,44) 306.76
Oleo de Milho 237,64 (25,21) 52,79 (6,12) 512,66 (52,35) 803.09
Oleo de Canola 289,03 (52,37) 8,30 (3,75) 349,15 (59,31) 646.48
Oleo de Girassol 60,44 (7,99) 30,70 (3,62) 202,69 (18,26) 293.83
Azeite 21,27 (21,06) 14,16 (14,24) 142,84 (39,58) 178,27

*Média e estimativa de desvio padrdo de 27 amostras (3 marcas e 3 lotes em triplicata) para os éleos
de soja, milho, canola e girassol e 36 amostras (4 marcas e 3 lotes em triplicata) para azeite de oliva.
** Fitosterdis totais = campesterol + estigmasterol + p-sitosterol

De acordo com a Legislacéo Brasileira - RDC 270 de 22/09 de 2005 - Regulamento Técnico
para Oleos Vegetais, Gordura Vegetal e Creme Vegetal, a adulteracdo de azeite de oliva
virgem, pela adi¢cdo de 6leos de sementes, pode ser identificada pelo aumento dos teores de
campesterol e estigmasterol e reducao de f-sitosterol. Os resultados de acidos graxos livres,
indice de refracdo e indice de peroxidos, obtidos nos 6leos vegetais analisados,

apresentaram niveis dentro dos limites estabelecidos pela RDC 270.

Os teores de acidos graxos saturados variaram de 8,7 no 6leo de canola a 14,8 g/100g no
6leo de milho (Tabela 2). Os maiores teores de acidos graxos poliinsaturados foram obtidos
no o6leo de soja (56,5 g/100g), seguido do 6leo de girassol (52,1 g/100g). O azeite
apresentou maior valor para 0s acidos graxos monoinsaturados (66,2 g/100g), seguido do
6leo de canola (61,7 g/100g). A presenca dos isdbmeros trans nos 6leos analisados pode

estar relacionada com as temperaturas utilizadas nos processos de refino (Dharma, 2005).

TABELA 2. Teores de acidos graxos (g/100g) saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA),

poliinsaturados (PUFA) e isbmeros trans em 06leos vegetais.

Oleos Vegetais SFA MUFA PUFA trans
Oleo de Soja 14,55 24,26 56,46 0,35
Oleo de Milho 14,84 34,56 45,45 0,97

Oleo de Canola 8,70 61,66 25,31 0,83

Oleo de Girassol 10,66 31,51 52,07 1,82

Azeite 14,03 66,21 15,51 0,39




Concluséo

O método proposto para a determinacao de fitoster6is em azeites de oliva, por CG, ndo
apresenta a etapa de cromatografia de camada delgada como no método da AOCS, sendo
de facil execucdo, rapido, preciso e exato. A quantificacao dos fitoster6is acompanhada de
outras determina¢des como, por exemplo, a andlise da composi¢cdo em &cidos graxos €

muito importante para auxiliar na deteccdo de fraude do azeite de oliva.
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