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RESUMO

Foi otimizado e validado um método para determinacdo dos principais fitosteroéis
em Oleos vegetais, utilizando cromatografia gasosa, eliminando-se a etapa
preparativa por cromatografia em camada delgada preconizada no método oficial
da AOCS. A etapa de extracdo dos fitosterdis foi otimizada utilizando um
planejamento experimental rotacional completo 2% cujas variaveis estudadas
foram: temperatura, tempo de saponificacdo, nimero de extracbes e peso da
amostra. Os resultados dos testes de recuperacao, obtidos a partir de dois niveis
de adicdo, variaram de 96 a 105% para o (-sitosterol, de 96 a 97% para o
campesterol e de 101 a 103% para o estigmasterol. Os limites de deteccao e de
quantificacao foram, respectivamente, 11,4 e 38,0 mg/100g para o B-sitosterol, 2,3
e 7,65 mg/100g para o campesterol e 1,95 e 6,5 mg/100g para o estigmasterol. A
identificagdo dos picos foi confirmada por espectrometria de massas. O método
otimizado foi também validado por comparagcdo com a metodologia oficial da
AQOCS. O resultados nao apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre os
teores de estigmasterol e (-sitosterol obtidos pelas duas metodologias. Entretanto,
foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre os resultados de
campesterol sendo que, no método da AOCS os resultados foram
significativamente menores. O método otimizado e validado no presente trabalho
mostrou ser de facil execucado, rapido, preciso e exato. Como os fitosterdis
possuem estruturas semelhantes a do colesterol a metodologia desenvolvida foi
otimizada para a determinacao simultdnea de colesterol e dos principais fitosterois

em Obleos vegetais a qual apresentou étima precisao e exatidao, diminuindo assim
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os custos e o tempo de analise. A média da porcentagem de recuperacao para o
colesterol, obtida a partir de trés niveis de adicao foi de 95,2. A precisdao do
método foi de 1,6 £ 0,1 mg/100g e os limites de detec¢ao e de quantificacao foram
de 0,3 e 1,0 mg/100g, respectivamente. A metodologia foi aplicada em 6leo de
girassol, canola, milho, soja e azeite de oliva sendo analisadas 3 marcas de cada
6leo e 10 de azeite. De cada marca foram analisados 3 lotes e todos os lotes
foram analisados em triplicata totalizando 108 andlises de éleo e 90 de azeite de
oliva. Além da determinacédo dos principais fitosterdis e colesterol as amostras
foram analisadas quanto aos parametros indice de refracdo, acidos graxos livres,
indice de peroxidos e composicdo de acidos graxos. Dos 6leos vegetais
analisados no presente trabalho, o0 menor teor de fitosterol total foi obtido no azeite
e 0 maior no éleo de milho, havendo grandes variagcoes entre os lotes analisados.
Quanto aos parametros indice de refracdo, acidos graxos livres e indice de
peroxidos todos os 6leos vegetais analisados estdo de acordo com a RDC 270 de
22/09/2005 Regulamento Técnico para Oleos Vegetais, Gordura vegetal e Creme
Vegetal (ANVISA) enquanto, das 10 marcas de azeite de oliva analisadas 4
amostras apresentaram teores de [-sitosterol abaixo do limite recomendado pela
RDC 270 indicando possivel adulteracdo. Duas marcas também apresentaram
teores de acidos graxos 18:2uw6, 22:0 e isdbmeros trans em desacordo com a RDC

270 indicando adulteracao.
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SUMMARY

A method for phytosterols determination in vegetable oils was optimized and
validated using gas chromatography without the thin- layer chromatography
preparation step as praised by the AOCS official method. The extraction step for
phytosterols was optimized using a design 2%, in which the studied variables were:
temperature, saponification time, number of extractions and sample weight. The
results obtained in the recovering tests, for two levels of fortification, ranged from
96 to 105% for B-sitosterol, from 96 to 97% for campesterol and from 101 to 103%
for stigmasterol. The detection and quantification limits were, 11.4 and 38.0
mg/100g for sitosterol, 2.3 and 7.65 mg/100g for campesterol and 1.95 and 6.5
mg/100g for stigmasterol, respectively. The peaks identification was confirmed by
mass spectrometry. The optimized method was also validated by comparison with
the AOCS. The results showed method no significantly difference (p>0,05)
between stigmasterol and B-sitosterol contents, determined using both methods.
However, significantly differences (p<0,05) were observed for campesterol results
with AOCS method given significantly lower contents. The optimized and validated
method presented in this study showed advantages, being easily executable, fast,
precise and accurate. As phytosterols have a chemical structure similar to
cholesterol, the developed methodology was optimized for the simultaneous
determination of cholesterol and phytosterols in vegetable oils and it presented
excellent accuracy, reducing analysis costs and time o. The average recovery for
the three levels of cholesterol fortification was studied 95.2%. The precision of the

developed method was 1.6 + 0.1 mg/100g and the detection and quantification
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limits were 0.3 and 1.0 mg/100g, respectively. The methodology was applied for
three brands sunflower, canola, corn, soybean oils and ten brands olive oil. Three
batches from each brand were analyzed in triplicate, giving a total of 192 vegetable
oil analysis. Besides the phytosterols and cholesterol determination, refractive
index, free fatty acids, peroxide value and fatty acid composition were carried out in
the samples. Olive oil presented the lowest value for phytosterols content and the
corn oil the highest value, but there was great variability within the batches.
Concerning the refractive index, free fatty acids and peroxide value, almost all
samples analyzed were considered acceptable according to the brasilian
legislation, but one brand of olive oil was not. Additionally, two brands of olive oil
presented detectable amounts of the fatty acids 18:2w, 22:0 and trans isomers in

disagreement to the brasilian legislation recommendation, suggesting adulteration.



1. INTRODUCAO

Consumidores preocupados com a saude estdo cada vez mais buscando
alimentos funcionais em um esfor¢co para controlar sua prépria saude e o bem-
estar. Alimentos que contém fitosterdis sdo considerados alimentos funcionais
devido aos potenciais beneficios para prevencdo e tratamento de doencas
cardiovasculares, por apresentarem atividade antioxidante e inibirem o
desenvolvimento de certos tipos de céanceres, como de colon e préstata
(NORMEN et al., 2002).

Os fitosterdis tornaram-se importantes ingredientes na nossa dieta desde
que Peterson (1951) reportou que a adicdo de esterdis de soja em dietas ricas em
colesterol prevenia o aumento do colesterol plasmatico. Desde entdo, numerosos
estudos tém confirmado o efeito hipocolesterolémico através de experimentos em
animais e humanos (JONES et al., 1997; MEGURO et al., 2003). A estrutura dos
fitosterbis € semelhante a do colesterol, 0 que permite que esses compostos
competem com o colesterol no momento em que este esta sendo absorvido pelo
sistema digestivo, dificultando assim a sua absorgéo.

A Food and Drugs Administration (FDA), ap6s a avaliacdo de todos os
estudos ja realizados, autorizou a afirmacgéao, para produtos alimenticios, de que o
consumo de fitosteréis pode reduzir o risco de desenvolvimento de doencas
cardiacas coronarianas (KRITCHEVSKY e CHEN, 2005).

Os fitosterdis estdo naturalmente presentes em vegetais, particularmente
em sementes, 6leos vegetais comestiveis, cereais, castanhas, legumes e frutas e

podem estar presentes na forma livre ou esterificada (NORMEM et al., 2002).



Embora existam na literatura mais de 250 fitosterdis identificados, os principais
encontrados em alimentos sdo campesterol, [B-sitosterol, estigmasterol e [-

sitostanol. Os 6leos vegetais como o azeite de oliva sdo ricos em [3-sitosterol
(PIIRONEN et al., 2000).

Devido as propriedades terapéuticas dos fitosterdis o interesse em
quantifica-los em alimentos tem crescido muito. Além disso, tornou-se uma
determinacao importante para verificar a identidade e qualidade dos Oleos
vegetais, principalmente, do azeite de oliva que, devido ao alto custo, torna-se
alvo de fregliente adulteracao com outros 6leos vegetais.

Existem varios métodos para a determinacdo de fitosterdis em Oleos
vegetais, sendo a maior parte baseada em técnicas cromatograficas. O método
oficial da AOCS (FIRESTONE, 2004), para quantificacao de fitosteréis, é realizado
em duas etapas cromatograficas, sendo a primeira preparativa, usando
cromatografia em camada delgada de silica, e a segunda quantitativa, usando
cromatografia gasosa com detector por ionizacdo em chama e coluna capilar de
25m x 0,2 - 0,5 mm didmetro interno, silanizada e revestida com metilpolisiloxano.
Este método tem a desvantagem da utilizacdo da cromatografia em camada
delgada para a separacdo dos esterdis dos interferentes, a qual é muito
trabalhosa, consome muito tempo e pode conduzir a perdas dos analitos.

Diante do exposto, os objetivos principais deste trabalho foram:

» Otimizar e validar uma metodologia para determinacdo da composicao dos

principais fitosterdis sem a etapa da separacao dos esterdis por cromatografia



em camada delgada contida no método oficial da AOCS, usando cromatografia
gasosa com espectrometria de massas (CG-MS);

Aplicar a metodologia otimizada na determinagédo do conteudo dos principais
fitosteréis em diferentes éleos vegetais, verificando a variacao dos niveis dos
esterdis em diferentes lotes;

Verificar a adulteracédo em azeite de oliva através da composicao dos principais
fitosterbis e de parametros fisico-quimicos (indice de peréxido, indice de
acidez e/ou acidos graxos livres, indice de refracdo e composicdo em acidos
graxos);

Correlacionar os teores dos principais fitoster6is com os teores de &acidos
graxos frans através da analise de componente principal e analise de
agrupamento;

Otimizar uma metodologia para a determinacao simultanea de colesterol e
fitosterdis, por CG, em bleos vegetais;

Quantificar simultaneamente os teores de colesterol e dos principais fitosterois

em Oleos vegetais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fitosterdis

Esterdis sdo substancias presentes e essenciais nas membranas celulares
dos animais e dos vegetais. Os esteréis de origem vegetal, chamados de
fitosterdis, sdo considerados compostos fitoquimicos, ou seja, substancias
quimicas biologicamente ativas encontradas em plantas. No entanto, o esterol
mais conhecido € o colesterol, encontrado principalmente nos produtos de origem
animal.

A denominacao de fitosterdis para todos os esterdis de origem vegetal foi
proposta em 1897 por H. Thoms (JOHNSSON, 2004). Os fitosterdis mais comuns
sao os insaturados que correspondem aos esterdis e os saturados aos estanois.
Os fitosterdis podem ser convertidos em fitostandis por hidrogenacdo quimica
(MOREAU et al., 2002).

A estrutura basica dos fitosterdis e a de todos os esterdides, € conhecida
como ciclopentanoperidrofenantreno sendo muito semelhante a estrutura do
colesterol, diferenciando-se apenas na cadeia lateral (CLAYTON et al., 1998). A
maior parte dos fitosterdis possui cadeias longas com 28 ou 29 carbonos com uma
ou duas ligacdes duplas (MOREAU et al., 2002). A estrutura dos fitosterdis possui
um grupamento hidroxila no carbono 3 que pode estar esterificado com acidos
graxos saturados ou insaturados ou com acido hidroxicindmico ou glicosilado com
uma hexose, normalmente a glicose, ou com uma hexose ligada na posicao 6 a
um acido graxo. Em Oleos vegetais os fitosteréis ocorrem principalmente como

esterol livre ou esterificado com acidos graxos ou com monossacarideos



(VERLEYEN, 2002). A forma glicosilada é encontrada mais comumente em
cereais. Quando na forma livre, sdo ligeiramente sollveis no 6leo, em torno de
2%, e insoliveis em &gua. Quando na forma de ésteres de fitosterdis a
solubilidade em 6leo aumenta em torno de 20 %. A reducdo do colesterol
sanguineo nao é alterada pelo fitosterois esterificados com acidos graxos uma vez
que no intestino delgado serdo hidrolisados pela enzima colesterol esterase em
acidos graxos e esterdis livres (NTANIOS, 2001).

Nos organismos de origens vegetal e animal, os esteroéis derivam-se a partir
de uma mesma molécula, o acetil-CoA, e a sintese bioquimica é idéntica até a
formacao do esqualeno linear. Apds esta etapa, em células animais ocorre a
formacao de uma molécula denominada lanosterol que apods cerca de 200
reacdes, como oxidacoes, perda e migragcdes dos grupos metila, da origem ao
colesterol; ja& nas células vegetais, € formado o cicloartenol que apds varias
reacdes da origem aos fitosterdis (PIIRONEN et al.,, 2000 e BANDEIRA et al.,
2008). Desta forma, o colesterol é o principal esterol do reino animal, enquanto o
B-sitosterol, o campesterol e o estigmasterol sdo 0s principais esterdis do reino
vegetal.

Em plantas, mais de 200 diferentes tipos de fitosterois tém sido reportados
sendo os mais abundantes o (-sitosterol (24-a-etilcolesterol), o campesterol (24-a-
metilcolesterol) e o estigmasterol (A%,24-a-etilcolesterol). A Figura 1 mostra a
estrutura dos fitosterdis mais comumente encontrados em alimentos, comparada a

do colesterol.



colesterol

Figura 1. Estrutura quimica dos principais esterdis.

Os fitosterdis sdo componentes naturais da dieta humana e estima-se que
sao consumidos ao nivel de 200 a 400 mg/dia na dieta ocidental (JONES et al.,
1997).

Para os vegetarianos o consumo de fitosterdis tem sido estimado em
aproximadamente duas vezes a quantidade de uma dieta comum (MOREAU et al,

2002).



Os fitosterdis estdo naturalmente presentes em vegetais, particularmente
em sementes, 6leos vegetais comestiveis, cereais, castanhas, legumes e frutas,
sendo os 6leos vegetais uma das maiores fontes.

A Tabela 1 mostra o teor de fitosteréis em alguns alimentos como frutas,

cereais e 6leos vegetais.

Tabela 1- Teor de fitosterdis totais em alimentos

Alimentos Fitosterdis totais (mg/100g) *
Brécoli congelado 44
Ervilhas verdes congeladas 25
Laranja 24
Maga 13
Tomate 6
Abobrinha 5
Farelo de trigo 200
Aveia 39
Pao de trigo 29
Oleo de milho 912
Oleo de canola 668
~ Margarina 522
Oleo de girassol 213
Azeite de oliva 154

Fonte: Ellegard, 2007
* Fitosterdis totais = B-sitosterol, campesterol, estigmasterol, B-sitostanol e
campestanol.

Recentemente, fitosterbis e fitostandis tém sido adicionados a diversos
produtos, que estdo comercialmente disponiveis como alimentos funcionais com
capacidade de reduzir os niveis de colesterol total plasmatico e LDL - colesterol.
Os fitosterdis promovem uma reducao do colesterol total por inibirem a absorcao
do colesterol, exdgeno, proveniente da dieta como o produzido endogenamente,

oferecendo, portanto, beneficios a saiude com diminuicdo no risco de doencas

cardiacas. O mecanismo de reducdo do colesterol pelos fitosterdis se da



basicamente por competicdo. Os fitosterdis competem com o colesterol na entrada
das micelas intestinais (PATEL e THOMPSON, 2006). Embora a absorcao dos
fitosterdis seja menor que a do colesterol, ainda sim, uma parte dos fitosterois é
introduzida nas micelas intestinais acarretando uma diminuicao de colesterol. O
colesterol que n&o foi absorvido vai ser expelido nas fezes, desta forma
diminuindo o colesterol total sanglineo (RODRIGUES et al., 2004). O consumo de
fitosteréis como parte de uma dieta saudavel pode até evitar a necessidade de
medicamentos para individuos com niveis moderadamente altos de colesterol
(NTANIOS, 2001; WEBER et al., 2002).

Produtos enriquecidos com ésteres de fitoestanodis foram comercializados
pela primeira vez na Finlandia, em meados dos anos 90, seguido pela
comercializacao de produtos enriquecidos com ésteres tanto de fitosterdis quanto
de fitostandis em outros paises da Europa (MOREAU et al., 2002).

Alguns fitoster6is podem ter também atividade antioxidante como o A-5-
avenasterol, o qual ocorre em altas quantidades em cereais (WANG et al., 2002).
Estudos em animais demonstram que os fitosterdis inibem o desenvolvimento de
certos tipos de céanceres, como por exemplo, cancer de colon (TOIVO et al. ,
2000).

Os fitosterdis sédo considerados seguros, pois nenhuma toxicidade foi
relatada pelo seu uso em modelos animais e humanos. Além disso, nenhum efeito
colateral foi relatado pelo uso dos fitosteréis na dieta (NTANIOS E JONES, 1998).

Os principais fitosteréis encontrados em 06leos vegetais comestiveis sao:

campesterol, [B-sitosterol, estigmasterol e A-5-avenasterol (Tabela 2). O B-



sitosterol é predominante, variando de 115 a 543 mg/100g dependendo do éleo

(PIIRONEN e LAMPI, 2004).

Tabela 2. Concentracao de esterdis (mg/100g) em 6leos vegetais e azeites

Oleo/Azeite  Campesterol  Estigmasterol B-Sitosterol  Avenasterols Total*
Amendoim 24 - 38 12 - 22 115-169 ND - 13 167 - 229
Canola 164 - 300 ND - 16 358 - 395 14 - 36 639 - 767
Girassol 27 - 55 18 - 32 194 - 257 19 - 56 263 - 376
Milho 123 — 164 46 — 59 454 - 543 10 - 41 686 - 773
Oliva 2-5 ND - 3 122- 130 16 - 60 156 - 193
Oliva (EV) 45-5 0,9-1,3 118 - 133 17 - 22 144 - 162
Soja 34 -82 37 - 64 124 - 173 4-14 203 - 328

Fonte:Piironen e Lampi. (2004) EV= extra virgem
* Total = campesterol + estigmasterol + B-Sitosterol + Avenasterols + sitostanols.

2.2 Azeites e d6leos vegetais comestiveis

A diferenca entre azeites e 6leos vegetais comestiveis esta no modo de
extracdo a partir de sementes ou frutos. Os azeites sdo extraidos dos frutos por
prensagem, sem o0 uso de produtos quimicos, como é o caso do azeite de oliva, ja
0s 0leos vegetais sdo extraidos a partir de sementes, por prensagem e solventes,
posteriormente refinados. O azeite € o Unico 6leo vegetal que dispensa tratamento
de refino para ser consumido (CARDOSO, 2006).

A etapa do refino pode ser definida como conjunto de processos que visam
tornar os éleos brutos em 6leos comestiveis e melhorar o odor e o sabor pela

remocao, no Oleo bruto, dos seguintes componentes: substincias coloidais,



proteinas, fosfatideos e produtos de sua decomposicao; acidos graxos livres e
seus sais, acidos graxos oxidados, lactonas, acetais e polimeros; substancias
volateis tais como hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas e ésteres de baixo
peso molecular; pigmentos (clorofila, xantofila e carotendides); substancias
inorganicas (sais de calcio e de outros metais, silicatos, fosfatos e outros) e
umidade (MORETTO e FETT, 1998).

A operacéao de refino convencional consiste de quatro etapas: degomagem,
neutralizacdo, branqueamento e desodorizacdo como pode ser observado no

Fluxograma 1.

Oleo bruto

!

Degomagem

!

Neutralizacao

!

Branqueamento

!

Desodorizacao

!

Envasamento

Fluxograma 1- Processo de refino do éleo bruto
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A degomagem é o processo que tem por finalidade remover, do 6leo bruto
fosfatideos, proteinas e substancias coloidais e produzir 6leos brutos capazes de
serem refinados, por via quimica ou fisica com a minima contaminacao ambiental.
Os motivos que levam a degomagem do 6leo bruto sdo as seguintes: facilitar o
armazenamento e o transporte do 6leo bruto; produzir Lecitinas como um produto
valioso; facilitar o refino alcalino (os fosfatideos (fosfolipidios) sdo conhecidos
como excelentes emulsificantes, o que iria provocar grandes perdas de éleo,
exatamente por formar emulsdo em uma etapa que se utiliza grandes quantidades
de agua); diminuir os problemas de poluicdo da &agua acida depois do
desdobramento da borra; eliminar fosfatideos e outros compostos nao desejados
de forma eficiente para refinacéao fisica. Em geral, a degomagem é feita por adicao
de 1 a 3% de agua ao 6leo aquecido a 70 ‘C, sob agitacdo por cerca de 30
minutos. O precipitado é removido por centrifugacao (MORETTO e FETT, 1998).

A neutralizacao consiste em fazer reagirem os acidos graxos responsaveis
pela acidez do 6leo, com uma solucdo de soda caustica (DORSA, 2004). A acidez
€ um fator que varia com a qualidade da matéria-prima, com o tempo de
estocagem, com a presenca de gomas, entre outros. A neutralizacao elimina
também fosfolipidios e seus complexos metalicos, pigmentos e esterois
(COCAMAR, 2008).

O branqueamento tem como principal finalidade a remocao de pigmentos
indesejaveis. Outras impurezas a serem eliminadas sdo os sabdes, tracos de
metais pesados, produtos de oxidagdo e finalmente, fosfatideos e material

insaponificavel (DORSA, 2004).
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A desodorizacao é a ultima etapa do processo de refino de éleo visando a
remocao dos sabores e odores indesejaveis. A desodorizacdo baseia-se na
destilacdo, em corrente de vapor, no qual as substancias volateis se separam do
6leo, nao volatil. O processo se da pela combinagdo de alta temperatura com
baixa pressao absoluta, o que favorece a aceleracao da destilacao, protege o 6leo
contra oxidagao, impede a hidrélise do éleo pela acdo de vapor e diminui a
quantidade necessaria de vapor (DORSA, 2004; COCAMAR, 2008).

Geralmente, a quantidade dos fitosteréis diminui durante os varios estagios
do processo de refino do 6leo vegetal. A alta temperatura de refino dos 6leos
vegetais afeta a quantidade de fitosterol presente no 6leo, e também a sua
composicdo, para a grande maioria dos processos de refino convencionais
(COSTA, 2007). O processo completo de refino resulta na perda de esterodis entre
10-70 %. (VERLEYEN et al., 2002). Por esta razdo, € que os subprodutos do
refino, tal como sabdo de acido graxo proveniente da lavagem do 6leo vegetal,
bem como os acidos graxos livres provenientes do destilado do 6leo vegetal, sdo
ricas fontes de fitosterol, sendo que os mesmos podem ser isolados destes
destilados. A perda de ésteres de fitosteréis € muito menor que a dos fitosterois
livres, além do que os vegetais também contém fitosterdis na forma glicosilada, os
quais sao removidos na etapa da degomagem (COSTA, 2007).

A qualidade e a digestibilidade dos azeites e 6leos vegetais comestiveis
sao determinadas pela qualidade e quantidade dos acidos graxos insaturados que
os compbem, sendo fundamental a presenca do acido linoléico, ja que o

organismo nao pode sintetiza-lo (ABOISSA, 2007).
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As porcentagens de acidos graxos saturados e insaturados contidas nos
Oleos vegetais sao relativamente variaveis de acordo com as condi¢des climaticas,
os solos, as variedades ou os hibridos das quais foram obtidos. Os azeites e 6leos
vegetais mais conhecidos e consumidos atualmente s&o os de girassol, milho,
soja, oliva, arroz, uva, algoddo, amendoim e, ultimamente, os de cartamos e

canola (ABOISSA, 2007; DORSA, 2004).

2.3 Adulteracao de azeite de oliva

Entre os oOleos vegetais comestiveis comercializados mundialmente, o
azeite de oliva € um dos mais importantes e antigos do mundo, sendo largamente
usado nos paises que margeiam o mediterrdneo. Algumas propriedades
nutricionais do azeite de oliva fazem com que os habitantes do mediterraneo
tenham menor incidéncia de doencas coronarianas que 0s povos de outras
regides que consomem mais gorduras saturadas (PEIXOTO et al., 1998).

A Classificacao e selecao dos frutos, a mistura da pasta de oliva e a
separacdo do 6leo por prensagem ou centrifugacao (HUI, 1996) sédo as trés
técnicas principais envolvidas na elaboracao do azeite de oliva. A Unido Européia
estabelece, para o azeite de oliva, uma classificacdo de dois tipos, de acordo com
a prensagem e a extracao, e ainda nove categorias, dependendo do método de
extracdo e do grau de acidez (CARDOSO, 2006). Uma das classificacées é a de
azeite de oliva virgem de alta qualidade que é obtido através de prensagem das
azeitonas em perfeitas condicoes (DOBARGANES, 2000). Neste caso, o 6leo
proveniente dos frutos frescos ndao sofre nenhum tipo de tratamento que possa

modificar suas propriedades quimicas. O azeite de oliva também pode ser refinado
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ou refinado e misturado ao azeite virgem para melhorar sua cor e comercializagao.
Outras classificagcbes sao originarias em funcdo da extracao do residuo sélido
obtido ap6s a prensagem (HUI, 1996).

De acordo com a legislacdo brasileira RDC 270 de 22/09/2205,
Regulamento Técnico para Oleos Vegetais, Gordura vegetal e Creme Vegetal
(ANVISA) os diversos tipos de azeite de oliva devem ser classificados quanto ao
processo de obtencdo e quanto ao teor de acidez.

Quanto ao processo de obtencdo os azeites sao classificados em quatro
tipos:

1) Azeite virgem de oliva: azeite obtido do fruto da oliveira unicamente por
processos mecanicos e outros meios fisicos, particularmente condicoes térmicas
que nao levem a deterioracdo do azeite, e que nao tenha sido submetido a outro
tratamento que nao lavagem, decantacéo, centrifugacao e filtragem. Excluem-se
os 6leos obtidos por meio de solvente ou re-esterificagdo e misturas com 6leos de
outra natureza.

2) Azeite de oliva refinado: azeite de oliva obtido pelo refino do azeite virgem de
oliva, com acidez final, expressa em acido oléico, ndo superior a 0,5 %.

3) Azeite de oliva: azeite de oliva constituido pela mistura de azeite de oliva
refinado com azeite virgem de oliva extra virgem, fino ou comum. Nao podera ser
misturado com azeite virgem de oliva lampante (azeite virgem de oliva com acidez,
expressa em acido oléico, superior a 3,3 %). O produto devera ter acidez,
expressa em acido oléico, ndo superior a 1,5 %.

4) Oleo de bagago e/ou caroco de oliva refinado: 6leo refinado do bagaco e ou

caroco de oliva com acidez, expressa em acido oléico, nao superior a 0,5 %.
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Em relagdo ao teor de acidez os azeites sdo classificados também em
quatro tipos:

1) Azeite virgem de oliva extra: azeite virgem de oliva com acidez, expressa em
acido oléico, nao superior a 1 %.

2) Azeite virgem de oliva fino: azeite virgem de oliva com acidez, expressa em
acido oléico, nao superior a 2 %.

3) Azeite virgem de oliva comum: azeite virgem de oliva com acidez, expressa em
acido oléico, nao superior a 3,3 %. O azeite virgem comum nao pode ser pré
embalado quando destinado diretamente para a venda ao consumidor final. O
produto pode ser misturado com azeite refinado de oliva para constituir o tipo
comercial designado somente com azeite de oliva.

4) Azeite virgem de oliva lampante: azeite virgem de oliva com acidez, expressa
em acido oléico, superior a 3,3 %. O azeite virgem de oliva lampante nao pode ser
pré embalado quando destinado diretamente para o consumidor final. E,
obrigatoriamente, destinado ao refino, ndo podendo ser usado para constituir
mistura com azeite refinado. O produto pode ser embalado quando destinado para
usos que nao sejam diretamente os do género alimenticio, nem diretamente de
ingrediente de género alimenticio (RDC 270, 2005).

O azeite de oliva tem adquirido popularidade em todo o mundo devido ao
seu aroma e sabor delicado e agradavel, além de possuir alto valor nutritivo e ser
benéfico para a saude. Contudo, o azeite de oliva possui um alto custo de
producédo e em consequéncia disto, ndo apenas a qualidade tem que ser garantida,
mas também deve existir rigorosa fiscalizagcao para evitar a adulteracao com outros

6leos e gorduras de baixo prego.
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O azeite de oliva constitui-se em uma mistura de triacilglicerdis que sao
ésteres de glicerol com acido graxo. Em sua composicao estdo presentes ainda
pequenos teores de acidos graxos livres, esterdis e outros componentes
minoritarios, tais como, esqualeno, ceras e antioxidantes fenélicos (GUNSTONE et
al., 1986). O azeite de oliva também é fonte de vitaminas, principalmente vitamina
E.

Todo 6leo vegetal tem uma composicao especifica de esterdis variando de
um Oleo para outro 0s quais apresentam importante papel na verificagdo da
qualidade e pureza do azeite de oliva.

O B-sitosterol é o principal esterol encontrado no azeite de oliva, variando de
118 a 133 mg/100g no azeite de oliva comum e 122 a 130 mg/100g no azeite de
oliva extra virgem, seguido do A-5-avenasterol e do campesterol, variando de 6,7 a
15,2 mg/100g e de 2,0 a 5,0 mg/100g, respectivamente. O estigmasterol é
encontrado em menores teores, variando de 0,9 mg/100g no azeite de oliva extra
virgem a 3,0 mg/100g no azeite de oliva comum (Tabela 2). Além destes, tragos de
colesterol e A-7-estigmasterol sdo encontrados.

Os tipos de adulteracao incluem adicido de outros 6leos vegetais e/ou
gorduras animais, Oleos vegetais parcialmente hidrogenados, 6leos vegetais
desesterolizado e 6leos reesterificados. A deteccao da adulteragdo € um problema
dificil devido a complexidade da composicdo dos diferentes azeites de oliva
(PEIXOTO et al., 1998), sendo que varias determinacdes sdo recomendadas para

a verificacao da pureza do azeite de oliva.
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Os principais parametros considerados na legislacdo brasileira (RDC 270
de 22/09 de 2005) para azeite de oliva sdo o0s seguintes: composicao de
fitosterdis, acidos graxos livres, indices de iodo, refracao, peréxido e composicao
dos acidos graxos, absorbancia no ultravioleta (270 e 232 nm).

A maioria dos trabalhos na area de adulteracao de 6leos comestiveis sédo
baseados na quantificagcdo de acidos graxos, triacilglicerideos, esterois, tocoferois
e hidrocarbonetos. Os indices fisico-quimicos classicos e a composicao de acidos
graxos detectam apenas as fraudes mais grosseiras. A determinacao da absorgao
no espectro a 270 nm na fracao insaponificavel dos azeites sdo empregados para
verificar a presencga de 6leos refinados no azeite de oliva virgem; azeites de oliva
que sofreram aquecimento irdo apresentar um maximo de absorcdo a 270 nm
devido a presenca de acetonas insaturadas e trienos conjugados provenientes da
oxidacao do 6leo.

Estes compostos sdo formados a partir de acidos graxos insaturados no
processo de refino dos Oleos vegetais, na etapa da clarificacdo, onde os
fendbmenos de superficie, oxidacao e desidratacao sao favorecidos. A formacao de
trienos conjugados é devido a desidratacao de epo6xidos, resultantes do processo
de oxidagcao dos 0leos, pela acdo da terra diatomacea (MITCHEL e KRAYBILL,
1942; O’'CONNOR et al., 1949). No entanto, outros produtos de oxidacdo podem
ser formados no azeite os quais absorvem ao redor de 270 nm e portanto, o
método para deteccdo de 6leos refinados baseados na absorcao de 270 nm néo é
especifico, embora, faixas de valores para a leitura a 270 nm foram estabelecidas
para cada categoria de azeite. Lanzén, Cert e Albi (1989) desenvolveram um

método baseado na detecg¢do de estigma-3,5-dieno, substancia formada a partir
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da desidratacdo do B-sitosterol durante o tratamento térmico e clarificacao pelas
terras diatomaceas durante o refino, para detectar pequenas quantidades de
azeite de oliva refinado em azeite de oliva virgem. Os 6leos refinados podem
também ser detectados nos 6leos virgens pelo conteldo de acidos graxos trans.

O d6leo de bagaco de oliva é detectado no azeite de oliva através da
determinacao do conteudo de ceras contendo 40 a 46 atomos de carbono e do
teor de eritrodiol e uvaol, na fracdo insaponificavel do 6leo. Os 6leos extraidos
com solventes contém quantidades maiores de ceras e de eritrodiol e uvaol que
Oleos extraidos a frio (APARICIO, 2003 e BOSKOU, 1996).

A presenca de quantidades menores que 5% de 6leos de semente que
contenham grande quantidade de &cido linoléico como soja, milho e girassol no
azeite de oliva pode ser detectada pela determinagdo da diferenca entre o valor
real de triacilglicerideos com um numero equivalente de carbonos igual a 42 (ECN
42) obtido experimentalmente por CLAE e o valor teérico (ECN 42) calculado a

partir da composicao de acidos graxos por GC. (APARICIO, 2003 e COl, 2001).

2.4. Avanco na analise de fitosterois

Como mencionado, os fitosterdis sdo encontrados nos alimentos na forma
livre, esterificados com acidos graxos ou com monossacarideos. Além disso, 0s
alimentos tém sido enriquecidos com esterdis, fitostanois, fitosterdis na forma livre
ou esterificada. Desta forma, o procedimento ideal de preparo da amostra para a

determinacao de fitosterdis deve incluir a analise de todos. No entanto, em muitos
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casos, a determinacao de fitosterdis é baseada na analise de fitoster6is na forma
livre ao invés da forma esterificada (LARGADA, 2006).

A determinacdo de fitosterbéis em plantas €& baseada em técnicas
cromatograficas, usualmente a cromatografia gasosa (CG) com detector por
ionizacdo em chama e espectrometria de massas para a confirmacdo da
identidade do pico, embora a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) possa
também ser utilizada. Entretanto, a cromatografia gasosa acoplada a um detector
de massas com ionizacdo de impacto de elétrons ou ionizacdo quimica que
permite a melhor resolucao, identificacdo e quantificacao dos fitosterdis na forma
de éster silil. Tipicamente, a analise dos fitosterdis inclui:

1) extracao dos lipidios;

2) saponificacao ou hidrélise acida para liberagao dos fitosteréis;

3) extragao da matéria insaponificavel;

4) separacao ou purificacao dos fitosterdis por cromatografia em camada delgada
(CCD) ou extracao por fase solida (SPE);

5) formagéao dos fitosterdis derivatizados;

6) analise por CG capilar.

A extracao dos fitosterdis depende da natureza da matriz, do seu estado
fisico, sélido ou liquido, e também da forma (livre, esterificado ou glicosilado) na
qual os fitosterdis se encontram no alimento. Os fitosterdis dos tecidos vegetais e
sementes oleaginosas podem ser extraidos por solventes como cloroférmio-
metanol, cloroférmio-metanol-agua, hexano, diclorometano ou acetona (LAGARDA
et al., 2006). O método da SPE usando cartuchos de alumina neutra é utilizado na

extracao de fitosterdis livres e esterificados de 6leos e gorduras (PHILLIPS et al.,
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2002). Os lipidios de vegetais podem ser extraidos também por extracdo com
fluido supercritico com CO., seguida de saponificacao (SYNDER et al., 1999;
KING et al., 1997) ou fracionamento por fluido supercritico juntamente com etapa
adicional de limpeza usando diferentes técnicas cromatograficas.

Saponificacao direta da amostra é aplicada na determinagao de fitosterois
em massas (KOVACS, 1990) e em amostras contendo multicomponentes (JEKEL
et al., 1998). Entretanto, a ligacao acetila entre o esterol e o carboidrato ndo pode
ser hidrolisada em condicoes alcalinas e consequentemente, os métodos que
utilizam a saponificagao direta ndo quantificam os fitosterodis na forma glicosidica.
A etapa da saponificacdo é trabalhosa na rotina de laboratério e a hidrélise acida
nao é aplicada para o A7-fitosterdis tais como A7-avenasterol e A7-estigmasterol
uma vez que estes fitosterdis se decompdem ou isomerizam rapidamente apdés a
mesma (BREINHOLDER et al., 2002). Nos 6leos vegetais refinados, os fitosterdis
ocorrem na forma livre e na forma esterificada desde que os fitosterdis
glicosilados, se originalmente presentes, sdo removidos durante o processo de
refino (KOCHHAR, 1983; TOIVO et al., 2001). Como os ésteres de fitosterdis séo
sensiveis ao procedimento de saponificacdo com reagentes fortemente basicos,
estes compostos, juntamente com os fitosteréis livres, sdo comumentemente
isolados dos extratos lipidicos ou dos éleos vegetais por cromatografia em coluna
(CC), CC e CCD, CCD, lipdlise, CCD e CLAE, CLAE ou SPE (ABIDI, 2001).

ApoGs a saponificacdo, a matéria insaponificavel contendo entre outros os
fitosterbis e os fitostandis, sera extraida com solventes organicos como éter
dietilico, ou heptano seguido da evaporagcdo do solvente. Entretanto, este

procedimento consome tempo e pode haver a formagdo de uma emulsédo
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dificultando a extracdo da matéria insaponificavel. O uso de pequenas colunas de
oxido de aluminio pode ser utilizado em substituicdo a extragdo evitando a
formacao de emulsdo e diminuindo o tempo de analise. A solucdo de sabdo em
etanol é aplicada na coluna sendo que os sais de acidos graxos livres serdo
fortemente ligados a superficie do 6xido de aluminio formando sais de aluminio
altamente insoluveis. Os componentes insaponificaveis serdo eluidos da coluna
com éter dietilico ou heptano (AITZETMULLER et al., 1998).

O método oficial da AOCS (FIRESTONE, 2004) para quantificar fitosterois
em Oleos vegetais é realizado em duas etapas cromatograficas: a primeira etapa é
preparativa usando CCD de silica e a segunda é quantitativa usando CG com
detector de ionizacdo em chama e coluna capilar de 25 m x 0,2 - 0,5 mm didmetro
interno, silanizada e revestida com metilpolisiloxano (OV 17). No entanto, a
utilizacdo da CCD ou de outro método para a separacao dos esterdis dos
interferentes € muito trabalhosa, consome muito tempo e pode conduzir a perdas
dos analitos. Por isto, alguns pesquisadores tém substituido esta etapa por SPE
utilizando SPE com fase reversa (C18) para separar os fitoster6is e com fase
normal para isolar trimetilsilil derivatizados da fracao insaponificavel da amostra de
Oleo vegetal (TOIVO et al.,, 1998). Cartuchos de SPE contendo alumina neutra
foram utilizados para separar da fitosterois livres de esterificados e com silica para
separar fitosterdis livres de glicosilados (LAGARDA et al., 2006).

Com o propésito de melhorar a separacdao dos compostos e a estabilidade
térmica, os fitosterdis sdo comumentemente analisados como seus trimetilsilil
(TMS) éster e acetato (ABIDI, 2001). Os derivados do TMS éster sdo muito mais

estaveis para a analise CG-MS do que os acetatos e em vista do procedimento
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simplificado e do tempo de reacdo a maioria dos pesquisadores tem utilizado a
derivatizacdo com TMS. A grande maioria dos trabalhos utiliza colunas capilares
de 25 a 30 m com fase estacionaria apolar (100% de polisiloxano) para a analise
de fitosterdis (ABIDI, 2001; LAGARDA et al., 2006).

Embora a maioria dos trabalhos encontrados na literatura para quantificar
os fitosterdis utiliza a cromatografia gasosa, recentemente a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) tem sido usada de modo crescente (RAMON, 2000;
MOREAU et al., 2002) tanto para analise qualitativa como quantitativa (MOREAU
et al.,, 2002), uma vez que a mesma apresenta algumas vantagens como, por
exemplo, as analises serem realizadas a temperaturas relativamente baixas,
evitando possivel oxidacao dos fitosterdis e também a eliminacédo da a etapa da
derivatizacao deixando o método mais rapido e preciso. Colunas de fase normal e
reversa sao utilizadas para a separacao dos fitosteréis por CLAE e entre estas, as
C18 sao as preferidas. Como fase mével, solventes organicos tais como metanol e
acetonitrila ou suas solugdes aquosas sao as mais utilizadas. A deteccao dos
fitosterdis pode ser realizada por UV (200-210 nm), arranjo de diodos, indice de
refracdo, ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas.
Recentemente, ionizagdo quimica na pressao atmosférica (APCI) com CLAE e
detector de espectrometria de massas (CLAE-APCI-MS) foi utilizado na

identificagéo de fitosterdis em 6leos vegetais (CARERI et al., 2001).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais
3.1.1. Reagentes
» Reagentes grau analitico: hexano 98,5%, alcool etilico 99,3%, hidréxido de
potassio, isoctano, cloroférmio, iodato de potassio, amido sollvel,
carbonato de sédio e &cido cloridrico concentrado.
» Reagente grau cromatografico: alcool iso-propilico 99,8%.
- Padrdes: dihidrocolesterol, estigmasterol, campesterol, [-sitosterol e
colesterol (Sigma-Aldrich), mistura de 37 acidos graxos (Supelco 37

component FAME Mix).

3.1.2. Amostras

Para a realizacdo do planejamento experimental e validagdo da
metodologia para a determinagdo dos fitosterdis foi utilizada uma amostra de
azeite de oliva espanhol.

Foram analisados cinco tipos de O6leos vegetais (soja, milho, girassol,
canola e azeite de oliva). Para cada um destes 6leos foram analisadas trés
marcas diferentes, com excecao do azeite, que foram dez marcas. Para cada
marca foram analisados trés lotes com diferentes datas de validade. Cada lote foi
composto por trés unidades e analisados em triplicata. As amostras foram

adquiridas nos supermercados de Campinas, Sao Paulo.
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3.2. Metodologia

3.2.1. Determinacao dos teores de fitosterois

A otimizacdo da metodologia analitica, para a extracao dos fitosterdis em 6leos
vegetais, foi baseada no método de Mazalli et al. (2003). A Figura 2 apresenta um
fluxograma simplificado do método da extracdo dos fitosterdis, indicando as

variaveis estudadas no planejamento experimental.

Pesar X; g de amostra

Adicionar 10 mL delKOH etandlica (3%)

Aquecer em BM alxz °C por X3 horas
Resfriar a amostra adicionanollo-se 10 mL de agua destilada

Extrair X4 vezes coin 10 mL de hexano

Secar soblfluxo de Ny
Adicionar 1 mL de padréé interno dihidrocolesterol
Injetarlno CG
Fitosieréis

Figura 2. Fluxograma para a determinagao de fitosterdis em azeite de oliva

por cromatografia gasosa.

Foi utilizado um cromatégrafo gasoso (HP, modelo 6890), equipado com
amostrador automatico; injetor em modo split, razdo 50:1; coluna capilar HP-5MS
(30m, 0,25mm d.i., 0,25um de filme); detector por ionizacdo em chama. As
condicbes cromatograficas foram otimizadas com base na metodologia de

Schmarr et al. (1996) sendo: temperatura da coluna programada, temperatura
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inicial 150°C/0,1min, elevando-se para 300°C em uma escala de 10°C/min,
permanecendo nesta temperatura por 10 minutos; gas de arraste hélio, vazao de 1
mL/min.; detector de ionizagdo em chama: gas “make-up”, nitrogénio a 30
mL/min., hidrogénio 30 mL/min. e ar sintético 300 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, por co-cromatografia e a quantificacao
por padronizacao interna, utilizando como padrao interno dihidrocolesterol (Sigma-
Aldrich).

A confirmacao dos picos foi realizada por espectrometria de massas usando
um cromatégrafo a gas modelo HP 6890 acoplado a um MS HP 5973. A energia
de impacto de elétrons foi de 70 eV. As condi¢des cromatograficas foram: injetor
split, razao 50:1; coluna capilar HP-5MS (30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 um de filme);
temperatura da coluna programada, temperatura inicial 160°C/0,1min., elevando-
se para 300 °C numa escala de 5 °C/min., permanecendo nesta temperatura por
10 minutos; gas de arraste hélio numa vazao de 1,5 mL/min.; injetor: temperatura
inicial 160°C/0,01min., elevando-se para 300°C numa escala de 500°C/min.,
permanecendo nesta temperatura por 1 minuto. Fonte: 230°C e Quadrupolo 150
°C.

Para a otimizacdo da metodologia foram realizados testes de linearidade,
recuperacao, repetitividade, limites de deteccédo e de quantificacdo e comparacao
da metodologia validada com a metodologia oficial (método Ch 6-91) da AOCS
(FIRESTONE, 2004). A linearidade da curva padrdo foi obtida na faixa de

concentracdo entre 4 a 100 pug/mL construida com 5 pontos. A recuperacgao foi
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determinada com a fortificacdo da amostra em dois niveis (66 e 100 mg/100g para
sitosterol, 5 e 20 mg/100g para o estigmasterol, 7 e 25 mg/100g para o
campesterol), sendo realizadas oito repeticobes para cada nivel de adicdo. A
repetitividade e a precisao intermediaria foram verificadas através dos coeficientes
de variacao entre 5 repeticées. Os limites de deteccado e de quantificacao foram

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

3.2.1.1. Planejamento experimental

A metodologia para a extragdao dos fitosterdis foi otimizada utilizando um
planejamento experimental rotacional completo 2*, conforme metodologia descrita
por Rodrigues e lemma (2005). As variaveis estudadas foram: temperatura, tempo
de saponificacdo, numero de extracdes e peso da amostra. Os niveis utilizados no
planejamento estdo apresentados na Tabela 3. Os dados foram analisados com o
uso do software Statistica versao 5.5 (STATSOFT, 2000), a fim de se obter um
modelo polinominal quadratico conforme a equacao:
Y= Bo + B1Xs + BoXo + B3Xa + BaXq + B11X% + BooX? + BaaX? " BagX? + B12X1Xo + Bys

X1X3 + B1aX1X4 + B2sXoX3 + B2aXoXs + B3aXaXs.

Tabela 3. Variaveis e niveis estudados no planejamento experimental

Variaveis -2 -1 0 +1 +2
Xy: tempo de saponificagao (h) 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Xo:temperatura (°C) 30 40 50 60 70

X3: nimero de extracoes 1 2 3 4 5
X4: peso (g) 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
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3.2.1.2. Comparacao com a metodologia oficial da AOCS

A metodologia desenvolvida e otimizada para a determinacao dos teores de
fitosteréis em Oleos vegetais foi comparada com a metodologia oficial da AOCS
(FIRESTONE, 2004), baseada na metodologia oficial do Diario Oficial da
Comunidade Européia (L 248, publicado em 05 de setembro de 1991), que
apresenta as seguintes etapas: extragdo da matéria insaponificavel, separacao da
matéria esterdlica utilizando cromatografia em camada delgada de silica, extracao

dos esterdis e quantificacao por CG.

3.2.1.2.1. Matéria insaponificavel

Para a extracdo da matéria insaponificavel foi utilizada uma aliquota de 5 g
de 6leo vegetal. Em seguida, foram adicionados 30 mL de élcool etilico a 95%, 5
mL de solucdo de KOH a 50% e 0,5 mL (para azeite de oliva) e 1,5 mL (para os
demais Oleos vegetais) de padrao de dihidrocolesterol a 0,2% em isopropanol e
aquecimento em refluxo por uma hora, contando o tempo a partir do inicio da
condensacao.

Apbs a saponificagdo da amostra, foram adicionados 40 mL de &gua
destilada e 40 mL de élcool etilico 95%. O conteudo do balao foi transferido para
um funil de separagdo e o baldo foi lavado com 50 mL de éter de petréleo grau
cromatografico, o qual foi recolhido no funil e agitado vigorosamente. Apds a
separacao das fases, a fragdo de éter foi recolhida em outro funil. Repetiu-se a
extracdo mais 3 vezes. A fase etérea foi filtrada através de um funil de vidro com

papel de filtro comum contendo sulfato de s6dio anidro para um baldo de fundo
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chato de 250 mL previamente tarado. O solvente foi evaporado em rotaevaporador
até 5 mL e em seguida, foi realizada a secagem total em fluxo de nitrogénio.

O balao foi seco em estufa a 80T por 30 minutos, € apo6s o resfriamento
em dessecador, foi realizada a pesagem final, para determinacdo da matéria

insaponificavel obtida (Figura 3).

5 g de amostra em balao

Adicao de 0,5 mL de PI Adicao de 5 mL de KOH 50%
(dihidrocolesterol a 0,2% aquoso e 30 mL de etanol

em isopropanol)

Saponificacao e refluxo por 1 hora

!

Fase Extracdo com
aquosa | 200 mL de éter de Fase organica

l petrdleo l

Evaporacao do éter de

|

Descarte

petréleo

!

Matéria
insaponificavel

Figura 3. Fluxograma da obteng&o da matéria insaponificavel em 6leos e azeite de

oliva.
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3.2.1.2.2. Separacao da fracao esterdlica da matéria insaponificavel

A matéria insaponificavel foi adicionada de 2 a 3 mL de hexano 85% grau
cromatografico e aplicado em &area demarcada na cromatoplaca (ativada
previamente em estufa a 105C por 30 minutos), utilizando uma pipeta de Pasteur.
Uma solucdo padrdo de esterol (colesterol a 2,5% em isopropanol) foi aplicada
nas laterais demarcadas da cromatoplaca (Figura 4). Ap6s a secagem a

cromatoplaca foi colocada em cuba cromatografica para a eluicao dos esterdis.

2cm

Aplicacao da Aplicacao da
solucao padrao

amostra
de esterol /

Aplicacao da solugéao
padrao de esterol

3cm

Figura 4. Demarcacéo e aplicacdo da amostra na cromatoplaca

A cuba cromatografica foi preparada com hexano/éter etilico grau
cromatografico na proporcao de 65:35 (v/v), deixando-se saturar por 30 minutos
antes da colocacao das placas para a eluicéo.

O tempo de eluicao total da placa (até a altura demarcada) foi de

aproximadamente 40 minutos. Apos este tempo, a placa foi retirada da cuba,
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colocada na capela por aproximadamente 10 minutos para a secagem do
solvente.

A revelacdo da placa foi realizada através da pulverizacao de solucao
etanolica de 2,7-diclorofluoresceina a 0,2%.

A visualizacao da banda dos esteroéis foi realizada sob luz ultravioleta sendo
a area das bandas demarcadas utilizando como referéncia a posicdo do padrao de
esterol, o colesterol.

Posteriormente, a area demarcada foi raspada com o auxilio de uma

espatula e recolhida em tubo de ensaio com tampa.

3.2.1.2.3. Extracao dos esterdis

Apos o recolhimento de toda a silica com a fracao de esterdis em tubo de ensaio,
foram adicionados (ao tubo) 10 mL de cloroférmio grau cromatografico e levado ao
banho de agua em ebulicdo por aproximadamente 3 minutos. Em seguida foi
agitado em vortex por 30 segundos e, apds a sedimentacao, a fase sobrenadante
foi filtrada em funil de vidro com papel de filtro e recolhida em baldo de fundo
chato de 250 mL. O residuo de silica foi lavado trés vezes com éter etilico e
filtrado. A mistura dos solventes foi evaporada sob fluxo de gas nitrogénio. Os
esteréis contidos no baldo foram dissolvidos com 1 mL de hexano grau
cromatografico e transferidos para um vial para analise de cromatografia em fase
gasosa. Um fluxograma das etapas da separacao da fracao esterélica da matéria
insaponificavel, isolamento e recuperacdao da fracdo esterdlica encontra-se

descrito na Figura 5.
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Aplicacdo da matéria insaponificavel diluida

em hexano na cromatoplaca (silica)

!

Eluicdo com hexano e éter etilico anidro
(65:35, v/v)

!

Revelagao com solugao etandlica a 0,2% de

2,7- diclorofluoresceina

!

Raspagem da silica da

Visualizagcdo em luz UV cromatoplaca
Analise por Evaporagcdao em Extracdo dos esterodis
cromatografia |«— | nitrogénio e diluicdo | «| com cloroférmio (10
gasosa do residuo em 1 mL mL/1 vez) e éter etilico
de hexano (2 mL/3 vezes)

Figura 5. Fluxograma da separacéao da fracao esterélica da matéria insaponificavel,

isolamento e recuperacao da fracdo esterdlica em 6leos e azeite de oliva

As condi¢des cromatograficas utilizadas foram as descritas no item 3.2.1.

Foram realizados os ensaios de recuperacdo com a finalidade de se
verificar possiveis perdas de analitos durante a realizacdo do método, ja que o
mesmo apresenta varias etapas. Foram adicionados padrdes de [-sitosterol e

estigmasterol em amostra de azeite de oliva, com adicdo de dois niveis de
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concentracdes diferentes (64 e 96 mg/100g para o sitosterol; 6 e 38 mg/100g para

o estigmasterol), os quais foram realizados com 5 repeticoes.

3.2.2 Determinacao simultanea de colesterol e dos principais fitosterois

Considerando que a estrutura basica dos fitosterdis € a mesma para todos
os esterdides, conhecida como ciclopentanoperidrofenantreno, foi validada uma
metodologia analitica para a quantificacdo simultanea de colesterol e dos
principais fitosterdis.

Os parametros de controle de qualidade avaliados foram recuperacao,
repetitividade, reprodutibilidade e limites de deteccdo e quantificacdo. A exatidao
ou recuperacao do método para o colesterol foi realizada utilizando-se amostra de
6leo de milho, com adicao de trés niveis (6 mg/100g, 12 mg/100g e 30 mg/100g)
de concentragdo de padrao de colesterol. Foram realizadas 5 repeticdes para os
niveis | e Il e 8 repeticoes para o nivel Ill. A precisdo foi avaliada em dois
parametros: repetitividade (duas analises no mesmo dia) e precisao intermediaria
(duas andlises em dias diferentes).

Os limites de deteccado e de quantificacao foram determinados de acordo
com Keith et al. (1983), onde o limite de detecg¢ao é igual a trés vezes o desvio
padrao de oito repeticdes e o limite de quantificacéo é igual a 10 vezes o desvio
padrao determinado para as repeticoes.

Para a determinacao simultanea de colesterol e dos principais fitosterdis em
Oleos vegetais, por CG utilizando detector por ionizagdo em chama, foram
testadas algumas condicbes cromatograficas a partir do método otimizado e

validado para fitosterdis. Estas modificagbes foram realizadas a fim de se obter
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uma melhor separacao para a determinacao simultdnea destes compostos, como
também para separar melhor os padrdes internos utilizados, tanto para a
determinacao do colesterol quanto para os principais fitosterdis.

Foi utilizado um cromatégrafo gasoso, marca HP, modelo 6890, equipado
com amostrador automatico, injetor modo split (razdo 50:1) coluna capilar de fase
estacionaria (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano, 30 m, 0,25 mm d.i.,, 0,25 um de
filme) e detector por ionizacdo em chama (FID).

A identificacdo dos picos do colesterol e dos principais fitosteréis foi
realizada por comparagao dos tempos de retencao dos padrdes com os tempos de

retencado das amostras e por co-cromatografia.

3.2.3. indice de perdxido

As amostras foram analisadas em duplicata de acordo com o método oficial
(Cd 8b-90) da AOCS (FIRESTONE, 2004).

Este método determina, em miliequivalentes de perdxido por quilograma de
amostra, todas as substancias presentes na amostra que oxidam iodeto de
potassio, nas condicdes do teste. Estas substancias sao geralmente consideradas

como perdxidos ou outros produtos similares da oxidacao de gorduras.

3.2.4 indice de refracdo

As amostras foram analisadas em duplicata de acordo com o método oficial
(Cc 7-25) da AOCS (FIRESTONE, 2004).

O indice de refracdo de uma substancia corresponde a relagdo da velocidade

da luz no vacuo e a velocidade da luz na amostra analisada, sob temperatura
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controlada. O indice de refracdo em Oleos é caracteristico para cada tipo de
amostra e esta relacionado com grau de saturacao da substancia e é afetado por

outros fatores como o teor de acidos graxos livres, oxidacao e tratamento térmico.

3.2.5 Acidos graxos livres

As amostras foram analisadas em duplicata de acordo com o método oficial
(Ca 5a-40) da AOCS (Firestone, 2004).

Este método determina os acidos graxos livres presentes na amostra. Baseia-
se na dissolucdo da amostra em alcool etilico neutralizado e quente, seguido de
titulacdo com solucdo de hidroxido de sbédio padronizada, na presenca de

fenolftaleina como indicador.

3.2.6 Composicao em acidos graxos

As amostras foram esterificadas de acordo com o método de Hartman e
Lago (1973), usando solucao de cloreto de amoénia e acido sulfurico em metanol
como reagente de esterificagao.

A cromatografia gasosa, para a andlise da composicao em acidos graxos,
foi realizada em cromatografo gasoso VARIAN, modelo 3900, equipado com
amostrador automatico; injetor em modo split, razdo 75:1; coluna capilar CP-SIL
88, 100m de comprimento x 0,25mm de diametro interno e filme de 0,20 pm.;
detector por ionizagdo em chama e uma workstation com software Star. Condigdes
cromatograficas: temperatura da coluna programada, temperatura inicial

120°C/5min, elevando-se para 235°C numa escala de 5°C/min, permanecendo
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nesta temperatura por 15 minutos; gas de arraste, hidrogénio numa vazao de
1mL/min; Detector de ionizacdo em chama: gas “make-up”, nitrogénio a 30ml/min;
hidrogénio a 30 mL/min.; ar sintético 300 mL/min., temperatura do injetor, 270°C; e
temperatura do detector, 310°C.

A identificacao dos acidos graxos foi realizada por comparagéao do tempo de
retencdo dos acidos graxos das amostras e padrbes e co-cromatografia de
padroes e amostras. Foram utilizados no total 37 padrbes de acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados (Sulpeco ™ 37 FAME Mix 47885-U,
U.S. A) para verificar a identidade, precisao e exatiddo do método.

A quantificacdo foi realizada por normalizagcao de area e os resultados foram
expressos em g/100g de amostra calculados segundo Mc Cance and Widdowson's

(2002).

3.2.7 Analise estatistica

Com o objetivo de verificar as diferengcas entre os teores de fitosterdis,
composi¢ao em acidos graxos e caracteristicas fisico-quimicas entre as diferentes
amostras de Oleos vegetais, os resultados foram submetidos a analise de
variancia (Anova) utilizando o programa Statistica versao 5.5 (STATSOFT, Inc.,
1984-2000).

A correlagdo dos teores dos principais fitosteréis com os teores de acidos
graxos trans foi realizada através da analise de componente principal e analise de

agrupamento (PIROUETTE, 2001).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Otimizacao da metodologia para determinacao de fitosterois

Para a extracao dos fitosterdis em 6leos vegetais, as condicdes otimizadas
que apresentaram melhores resultados quanto as variaveis: temperatura, tempo
de saponificacdo, nimero de extracdes e peso da amostra, foram as seguintes:
massa da amostra igual a 0,3 g, nUmero de extragbes igual a 4 e tempo de
saponificagao igual a 3 horas. Como a temperatura ndao 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 varidncia e
os resultados obtidos para os fitosterdis mostraram-se validos (R? = 0,87%). As
condicOes otimizadas foram estabelecidas utilizando a metodologia de superficie

de resposta (Figura 6).
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Figura 6. Superficies de resposta para o planejamento central rotacional completo
24,

A determinacdo dos fitosterdis, por CG, utilizando as condicoes

cromatograficas otimizadas permitiu a deteccdo e quantificagdo dos fitosterois:

campesterol, estigmasterol e [-sitosterol. Os cromatogramas obtidos

apresentaram boa separacao e resolugdo dos componentes, permitindo facilidade

na identificacdo dos compostos mediante a injecdo prévia de solugdes padrao.

Cromatogramas caracteristicos podem ser observados nas Figuras 7 a 9.
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Figura 7. Cromatograma caracteristico dos padroes de fitosterdis (campesterol tr=18.98,
estigmasterol tr= 19.41 e B-sitosterol tr= 20.14) e dihidrocolesterol tr= 17.87 (padrdo interno) obtido
por CG-FID. Coluna capilar de fase estacionaria (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano, 30 m, 0,25 mm
d.i., 0,25 pum de filme). tr= tempo de retencgéo.
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Figura 8. Cromatograma caracteristico dos principais fitoster6is (campesterol tr=18.98,
estigmasterol tr= 19.41 e B-sitosterol tr= 20.14) e dihidrocolesterol tr= 17.87 (padrédo interno) em
amostra de 6leo de soja obtido por CG-FID. Coluna capilar de fase estacionéria (5% fenil, 95%
dimetilpolisiloxano, 30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 um de filme). tr= tempo de retengéo.
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Figura 9. Cromatograma caracteristico dos principais fitosterdis (campesterol tr=18.98,
estigmasterol tr=19.41 e B-sitosterol tr=20.14) e dihidrocolesterol tr=17.87 (padrdo interno) em
amostra de azeite por CG-FID. Coluna capilar de fase estacionaria (5% fenil, 95%
dimetilpolisiloxano, 30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 um de filme). tr= tempo de retengéao.

As curvas de calibracdo dos fitosteréis foram lineares na faixa de
concentracéo entre 4 a 100 pg/mL com coeficientes de correlagcdo acima de 0,
9996 (Tabela 4). A repetitividade e a precisdo intermediaria (Tabela 5) foram
adequadas com coeficientes de variagdo menores que 1%. Os resultados dos
testes de recuperacdo, obtidos a partir de dois niveis de adicdo estao
apresentados na Tabela 6. Os limites de deteccdo e de quantificacdo para a
determinacao dos fitosterdis, por CG, obtidos a partir dos desvios-padrao de oito
repeticdes, foram, respectivamente, 11,4 e 38,0 mg/100g de amostra para o -
sitosterol, 2,3 e 7,65 mg/100g de amostra para o campesterol e 1,95 e 6,5

mg/100g de amostra para o estigmasterol.
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Tabela 4. Equacdes das curvas de calibracdo e coeficientes de correlagao (r?)
para colesterol e os principais fitosterdis.

Composto Equacéo r°

Campesterol y = 0,0174x-0,0088 0,9998
Colesterol y =0,0141x-0,0180 0,9996
Estigmasterol y = 0,0198x-0,0213 0,9996
B-Sitosterol y =0,0199x-0,0229 0,9996

Tabela 5. Repetitividade e Precisdao intermediaria dos teores dos principais
fitosterdis (mg/100g) em azeite de oliva

B-Sitosterol Campesterol Estigmasterol

Repetitividade Média' 141,70 16,66 13,26

DP? 0,78 0,61 0,72

Precisdo intermediaria Média' 142,98 11,70 10,16
DP? 2.6 0,4 0,1

'n=5, °DP = desvio padrdo

Tabela 6. Taxas de recuperacao dos fitosterois

Composto Nivel 1 Nivel 2
Campesterol 96 % 97 %
Estigmasterol 101 % 103 %

B-sitosterol 96 % 105 %

A identificacdo dos picos foi confirmada por espectrometria de massas. Os
cromatogramas em modo SIM (Figuras 10 a 16) mostram claramente que apenas
no 6leo de milho foi confirmada a presencga de colesterol enquanto nos demais

6leos embora tenham sido encontrados picos com tempo de retengao proximo ao
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do colesterol, estes ndo foram confirmadas pelos espectros de massas,

demonstrando a necessidade da confirmacao.

Abundance
| {
i ‘;'
! 5]
i H ]
| 400000/ z
| | @
! i i
| ! o
I L L
| | 4
1 300000, i
| | i
| it
\ I =
SOG000 = [ i a
| 8 | . o
£ 0 o i
i | W jins
‘ = b 4
‘ 2o < g
| | sl ] 2
‘{ |GGOOO] 3 ‘} “ 0 '2
| [ iy =
| o il B
“ | TIRY ); \\ ’/\
i e o e B e i i e R =
Time--> 3200 3250 3300 3350 3400 3450 3500 3650 3600 3650 3700

Figura 10. Cromatograma caracteristico dos padrdes colesterol, padrdo interno colestanol
(dihidrocolesterol) e fitosterdis (estigmasterol, B-sitosterol) obtido por CG-MS em modo SIM.
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Figura 11. Cromatograma caracteristico dos principais fitosteréis (campesterol, estigmasterol, -
sitosterol) e padrédo interno colestanol (dihidrocolesterol) obtido por CG-MS em modo SIM. Coluna
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Figura 14. Cromatograma de padrdo interno colestanol (dihidrocolesterol) e fitosterdis
(campesterol, estigmasterol, B-sitosterol) em éleo de girassol obtido por CG-MS em modo SIM.
Coluna capilar de fase estacionéria (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano, 30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 um
de filme).
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Figura 16. Cromatograma de padrao interno (colestanol) e fitdsterois (campesterol, estigmasterol,
B-sitosterol) em éleo de soja obtido por CG-MS em modo SIM. Coluna capilar de fase estacionaria
(5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano, 30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 pm de filme).

A Tabela 7 apresenta os principais ions dos fitosterbis e colesterol
identificados no espectro de massas (MS). Os resultados das dissociacoes
demonstram a perda de uma molécula de agua na estrutura do colesterol
enquanto para os fitosterdis ocorrem perdas na cadeia lateral. Os fragmentos dos
ions de colesterol foram similares aos encontrados em outros estudos
(SALDANHA et al., 2006, MAZALLI et al., 2006). Por outro lado, os estudos da
fragmentacao dos fitosterdis encontrados na literatura sao todos realizados apos a
derivatizacao dos fitésterdis com trimetilsilileter (TMS), portanto, ndo foi possivel a
comparagdo (DUTA, 2002; ZHANG et al., 2008; MENENDEZ-CARRENO et al.,
2008; BORTOLOMEAZZI et al., 1999). Desta forma, a identificacdo destes
compostos nas amostras foi realizada comparando os espectros de massas

obtidos com os padrdes (campesterol, estigmasterol, B-sitosterol). A identificacao
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do colesterol foi também realizada desta forma e por comparacao com os dados

da literatura (SALDANHA et al., 2006; MAZALLI et al., 2006).

Tabela 7. Intensidade relativa dos principais ions do colesterol e dos principais

fitosterdis obtido por espectro de massas (MS)

Intensidade Relativa (m/2)

lon molecular 400 289 213 386 368 255 271 412 414 32 303
Composto 9

Campesterol 86 99 100
Colesterol 100 64
Estigmasterol 100 83 48

[-sitosterol 85 92 100

Massa molecular: campesterol = 400,69; colesterol = 386,65; estigmasterol = 412,70;
B-sitosterol = 414,72.

O método otimizado foi também validado através da comparacdo dos
resultados com os resultados obtidos pelo método oficial da AOCS (FIRESTONE,
2004), baseada na metodologia oficial do Diario Oficial da Comunidade Européia
(L 248, publicado em 05 de setembro de 1991), porém, com algumas
modificacdes. Como este método foi utilizado pela primeira vez no laboratério
foram realizado alguns ensaios preliminares onde foi possivel observar que:

1) Na etapa de extracdo da matéria insaponificavel, a lavagem com agua
destilada, para retirada do KOH, formava emulsao levando a perda do analito;

2) Na etapa de concentragdo dos insaponificaveis, observou-se a
importancia da utilizacao do rotaevaporador para redug¢ao do volume do extrato e

a secagem final sob fluxo de nitrogénio. Tal fato se fez importante para se evitar a
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aderéncia dos insaponificaveis na parede do baldo, que dificultava sua
transferéncia para a cromatoplaca;

3) Na preparagao dos insaponificaveis para transferéncia para a placa de
cromatografia, foi necessario utilizar 2 ou 3 mL de hexano para sua dissolucao,
devido a forte aderéncia ao baldo de fundo chato.

Como as amostras de 6leos apresentaram niveis mais elevados de esterdis
que as amostras de azeite, utilizou-se 1,5 mL de PI, permanecendo com adi¢édo de
0,5 mL para as amostras de azeite.

As taxas de recuperacdo obtidas com a adicdo de dois niveis de
concentracdes para os padrdes de [(-sitosterol e estigmasterol em amostra de
azeite foram baixas para o B-sitosterol (50 + 13 e 70 + 26%) e altos para o
estigmasterol (106 £ 1 e114 £ 4%). A recuperagao para o estigmasterol foi maior
que 100%, tanto para o nivel | como para o nivel Il. No entanto, para o -sitosterol,
que é o fitosterol com maior quantidade encontrada nas amostras, as taxas de
recuperacao foram menores, 0 que pode estar relacionado com as possiveis
perdas devido as inUmeras etapas realizadas durante a extragao, principalmente
na etapa de isolamento da placa preparativa. O alto valor para o desvio padrao (13
e 26) confirma a ocorréncia de elevada variacao entre as determinacoes.

A adicao de padrao interno, desde o inicio da extracdo dos fitosterois, €
imprescindivel para a obtencdo de resultados confiaveis, pois 0 mesmo corrige
possiveis perdas dos analitos durante as varias etapas da metodologia.

Os resultados obtidos pela comparacdo dos métodos encontram-se na

Tabela 8. Foram analisados 5 amostras de 6leo (girassol, canola, milho, soja e
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azeite) e de cada 6leo foram analisadas 3 marcas em duplicata. Os resultados
individuais obtidos para cada marca de 6leo, em cada método, podem ser

visualizados nas Tabelas 9 e 10.

Tabela 8. Teores dos principais fitosterdis (mg/100g) em bleos vegetais e azeites obtidos
por dois métodos analiticos

Oleos Campesterol Estigmasterol B-Sitosterol
Vegetais
Método 1 Método 2 Método 1 Método 2 Método 1 Método 2
M (DP) * M (DP) * M (DP) * M (DP) * M (DP) * M (DP) *

Girassol 65,73 (6,67)° 30,60 (1,38)° 32,33(3,61)° 26,00 (3,21)° 207,72 (7,74)® 229,43 (17,15)°

Canola 270,79 (93,5)° 146,38 (44,62)° 8,77 (4,28)° 6,49 (2,66)° 338,99 (107,34)* 316,38 (99,28)°
Milho 219,02 (3,51)° 118,97 (7,98)° 56,72 (5,21)* 47,10 (4,27)° 540,62 (34,52)* 577,58 (37,58)°

Soja 96,70 (3,15)° 50,12 (2,73)° 62,81 (7,45 54,08 (0,81)° 174,89 (15,67)* 161,73 (42,57)°

Azeite 14,31(9,55)° 4,87 (1,85)° 7,40 (4,82)° 1,89 (1,43)* 185,61 (93,47)* 172,26 (74,67)°

*Média e estimativa de desvio padrao de 6 andlises (3 marcas em duplicata). Valores na mesma
linha com letras iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5%. Método 1:
Metodologia desenvolvida e validada no presente trabalho. Método 2: Metodologia de acordo
com a metodo oficial da AOCS (FIRESTONE, 2004), tendo a cromatografia em camada delgada.

Observa-se que os resultados obtidos para o campesterol nas amostras de
6leo de girassol, milho e soja foram significativamente diferentes (p<0,05) entre os
dois métodos utilizados, sendo sempre maiores os obtidos pelo Método 1.

Os teores de [-sitosterol e estigmasterol, obtidos pelos dois métodos
analiticos utilizados, ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) para todos

os 6leos vegetais analisados.
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Tabela 9. Teores dos principais fitosterois (mg/100g) em diferentes marcas de éleos
vegetais e azeites obtidos pelo método validado

Oleos Vegetais Campesterol Estigmasterol B-Sitosterol
M (DP) * M (DP) * M (DP) *
Girassol
Marca M 71,20 (0,26) 28,5 (0,08) 201,54 (0,29)
Marca S 58,30 (0,6) 33,70 (0,30) 216,4 (0,17)
Marca Z 67,7 (1,29) 34,79 (0,29) 205,22 (1,07)
Canola
Marca M 163,90 (3,74) 13,30 (0,46) 221,05 (3,59)
Marca S 337,30 (3,05) 8,20 (0,13) 430,98(10,67)
Marca Z 311,18 (2,35) 4,80 (0,40) 364,93 (3,73)
Milho
Marca M 222,99 (2,16) 62,56 (0,15) 564,04 (0,60)
Marca S 216,30 (1,96) 55,07 (0,11) 556,84 (4,14)
Marca Z 217,78 (0,89) 52,54 (0,81) 500,97 (1,09)
Soja
Marca D 94,10 (4,69) 58,56 (0,11) 161,33 (0,28)
Marca | 95,79 (0,64) 71,41 (0,81) 171,30 (4,49)
Marca Z 100,20 (0,19) 58,46 (0,58) 192,05 (5,37)
Azeite
Marca C 9,25 (0,00) 5,60 (0,04) 146,78 (1,29)
Marca E 8,36 (0,11) 3,74 (0,08) 117,81 (1,35)
Marca L 25,33 (0,36) 12,87 (0,05) 292,24 (1,71)

*Média e estimativa de desvio padrdo de 6 andlises (3 lotes em duplicata).
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Tabela 10. Teores dos principais fitosteréis (mg/100g) em diferentes marcas de

Oleos vegetais e azeites obtidos pelo método oficial da AOCS (Firestone, 2004).

Oleos Vegetais Campesterol Estigmasterol B-Sitosterol
M (DP) * M (DP) * M (DP) *

Girassol

Marca M 31,4 (0,28) 22,30 (0,14) 212,05 (2,90)
Marca S 29,00 (0,21) 27,70 (0,42) 229,90 (6,93)
Marca Z 31,40 (1,41) 28,0 (0,85) 246,35 (10,25)
Canola

Marca M 94,87 (1,14) 9,51 (0,02) 201,74 (3,58)
Marca S 171,06 (0,61) 5,46 (0,09) 373,60 (1,96)
Marca Z 173,20 (4,81) 4,50 (0,14) 373,80 (7,07)
Milho
Marca M 110,60 (1,13) 52,00 (0,49) 539,85 (13,79)
Marca S 126,50 (1,70) 45,10 (0,71) 615,00 (1,56)
Marca Z 119,80 (4,88) 44,20 (1,13) 577,90 (33,09)
Soja

Marca D 51,25 (0,35) 53,15 (0,49) 165,84 (0,93)
Marca | 47,00 (0,28) 54,60 (0,00) 117,25 (4,74)
Marca Z 52,10 (1,41) 54,50 (1,98) 202,10 (11,88)
Azeite

Marca C 3,70 (0,14) 1,40 (0,00) 132,30 (1,13)
Marca E 3,90 (0,00) 0,76 (0,04) 126,07 (1,06)
Marca L 7,00 (0,00) 3,50 (0,14) 258,40 (0,14)

*Média e estimativa de desvio padrdo de 6 andlises (3 lotes em duplicata).
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Em geral, as médias dos teores dos trés principais fitosteréis determinados
nas amostras de 6leos vegetais analisados foram menores quando obtidos pelo
método oficial da AOCS (FIRESTONE, 2004) demonstrando que a etapa

preparativa com CCD para a separacao dos esteréis causa perda dos mesmos.

4.2. Teores dos principais fitosteréis em 6leos vegetais e azeite

Como o método otimizado e validado no presente trabalho mostrou-se mais
eficiente todas as amostras foram analisadas por este método e os resultados dos
principais fitosteroéis estdo apresentados na Tabela 11.

Observa-se que houve diferenca significativa para os teores de fitosterdis
encontrados nas trés marcas de 6leo de girassol e canola analisados. Para o éleo
de milho apenas o [B-sitosterol da marca C diferiu significativamente das demais e
para o Oleo de soja foi observada diferenca significativa nos teores de
estigmasterol das marcas analisadas.

Os teores de campesterol variaram de 54,30 mg/100g no éleo de girassol
da marca S a 316,55 mg/100g no éleo de canola da marca L. Os teores de
estigmasterol variaram de 6,33 mg/100g no éleo de canola de marca S a 62,16
mg/100g no éleo de soja de marca SD. A variagao dos teores de [-sitosterol foi de
155,49 mg/100g no 6leo de soja de marca SY a 540,35 mg/100g no 6leo de milho
de marca L.

Dentre todas as amostras analisadas alguns lotes apresentaram altos
valores de estimativas dos desvios padrao (%CV > 10) demonstrando variacao

nos resultados.
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Esta variabilidade observada nos teores de fitosterdis, tanto entre os lotes
para uma mesma marca, quanto entre as marcas analisadas, pode estar
relacionada com a dificuldade da industria manter a uniformidade no processo
utilizado como também pode estar relacionada com as diferentes variedades
vegetais (matéria-prima) utilizadas na obtencao dos respectivos 6leos. Haddada et
al. (2007) analisaram 6 variedades de azeite de oliva e encontraram valores de
fitosterdis significativamente diferentes demonstrando a grande variabilidade entre
as cultivares e atribuiram exclusivamente aos fatores genéticos.

Os azeites apresentaram valores menores de campesterol que os 6leos,
variando de 8,15 a 41,93 mg/100g, bem como de [3-sitosterol variando de 121,95 a
259,46 mg/100g, embora o 6leo de soja (155 a 159 mg/100g) tenha apresentado
valores menores que alguns azeites. Por outro lado, os valores de estigmasterol
nos azeites variaram desde nao detectado (limite de deteccédo < 1,95 mg/100g) até
29,56 mg/100g sendo menores que os encontrados nos 6leos de girassol, milho e

soja.
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Tabela 11. Teores dos principais fitosteréis (mg/100g) em bleos vegetais e azeites

Oleo

Campesterol
M (DP)*

Estigmasterol
M (DP)*

B-Sitosterol
M (DP)*

Girassol*
Marca S
Marca L
Marca C
Canola*
Marca S
Marca L
Marca C

Milho*
Marca S
Marca L
Marca C

Soja*

Marca SY
Marca L

Marca SD

Azeite de oliva**

Marca M

Marca FF
Marca CB
Marca CT
Marca AD

Azeite de oliva

extra virgem**

Marca LE
Marca G
Marca BO
Marca BU
Marca AN

54,30 (3,69)"
66,55 (5,42)°
60,45 (8,96)"®

314,70 (17,88)"
316,55 (13,39)"
209,23 (40,31)°

231,51 (11,82)A
239,75 (30,50)"
243,69 (33,04)"

84,94 (12,37)
92,00 (7,22)
91,44 (2,58)"

34,46 (26,57)°C
33,66 (25,42)°
7,93 (1,06)°
8,56 (1,16)
19,78 (4,58)°

9,17 (0,82)®
9,40 (1,43)®
8,15 (0,22)®
41,93 (34,87)
14,29 (2,35)°

32,42 (1,08)*
32,67 (1,58)"
27,02 (3,40)®

6,33 (1,55)®
6,66 (2,94)°
13,70 (0,58)"

50,71 (3,68)"
56,03 (8,20)"
51,03 (3,55)"

61,39 (8,85)"®
55,25 (3,56)°
62,16 (3,35)"

22,56 (16,36)"°
26,32 (11,57)
5,03 (1,06)°
11,59 (1,04)"8°¢
ND

4,10 (0,45)°
4,38 ((0,60)°
ND
29,56 (20,92)"
4,20 (0,38)"

211,33 (10,84)"
213,41 (7,17)
183,33 (16,75)°

387,12 (32,40)
367,91 (7,90)*
264,06 (49,86)°

522,82 (32,14)
540,72 (49,83)"
455,35 (37,93)°

155,49 (12,61)"
158,24 (24,52)"
159,37 (2,40)*

172,36 (48,31)"
206,17 (31,82)
133,99 (8,83 )
259,46 (26,80)"
127,74 (6,37)"

121,95 (9,71)°
125,04 (5,58)°
139,54 (3,99)5°
159,06 (25,50)"
159,97 (18,06)"®

*Média e estimativa de desvio padrédo de 27 analises (3 marcas, 3 lotes em triplicata).

** Média e estimativa de desvio padréo de 6 andlises (3 lotes em triplicata).

ND= N&o detectado (limite de detecc¢do < 1,95 mg/100g)



A Tabela 12 compara a média dos teores dos principais fitosterois obtidos
entre os diferentes 6leos vegetais analisados.

Tabela 12. Teores dos principais fitosterdis (mg/100g) em Oleos vegetais e
azeites

Oleos Vegetais Campesterol  Estigmasterol -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 de oliva 20,77 (19,46) 13,11 (13,17) 180,34 (56,07) 214,22
Azeite de oliva (EV) 14,76 (16,41) 6,52 (11,99) 140,97 (22,49) 164,06

*Média e estimativa de desvio padrao de 27 analises (3 marcas, 3 lotes em triplicata) para
os 6leos de soja, milho, canola e girassol e 90 andlises (10 marcas, 3 lotes em triplicata)
para azeite de oliva. EV= extra virgem

** Fitosterois totais = campesterol + estigmasterol e 3-Sitosterol

Os maiores teores de campesterol foram encontrados no éleo de canola
289,03 mg/100g, seguido do 6leo de milho 237,64 mg/100g. O dleo de soja
apresentou maiores teores de estigmasterol (59,60 mg/100g) e o éleo de canola
os menores valores (8,30 mg/100g). Os teores de [-sitosterol variaram de 140,97
mg/100g no azeite a 512,66 mg/100g no 6leo de milho.

Para todos os Oleos vegetais estudados, o [-sitosterol foi o fitosterol
encontrado em maiores concentragdes, enquanto que o estigmasterol apresentou
0S menores teores.

A Tabela 13 expressa os resultados em percentagem dos principais
fitosterdis nos azeites, com o objetivo de comparar os teores de fitosterdis das

amostras analisadas com os limites determinados pela legislagdo brasileira, RDC
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270 de 22/09 de 2005, Regulamento Técnico para Oleos Vegetais, Gordura

vegetal e Creme Vegetal (ANVISA).

Tabela 13. Percentual dos principais fitosterdis encontrado em azeites

Amostras Campesterol Estigmasterol B-Sitosterol

Azeite de oliva comum

Marca M 15 10 75
Marca FF 13 10 78
Marca CB 5 3 91
Marca CT 3 4 93
Marca AD 13 - 87
Azeite de oliva extra virgem

Marca LE 7 3 90
Marca G 7 3 90
Marca BO 5 - 94
Marca BU 18 13 69
Marca A 8 2 90

A RDC 270 (ANVISA, 2005) determina que o percentual de campesterol em
azeite de oliva deve ser no maximo 4%, o estigmasterol deve ser inferior ao
campesterol e o B-Sitosterol e isbmeros deve ter um percentual minimo de 93%.
Como foram determinado apenas o0s principais fitoster6is (campesterol,
estigmasterol e o B-Sitosterol) logo, pode-se indicar uma possivel adulteragcdo com
outro éleo vegetal nas marcas M, FF, AD e BU que apresentam teor de 3-sitosterol
entre 69 a 87 %. Além disso, trés marcas (M, FF e BU) apresentaram valores de

estigmasterol acima do valor determinado. A adulteragdo de azeite de oliva
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virgem, por exemplo, pela adicdo de 6leos de sementes pode ser identificada pelo
aumento dos teores de campesterol e estigmasterol e reducéo de (-sitosterol.

A legislagédo brasileira também determina um teor minimo de 1000 mg/kg
para esterdis totais. Baseado neste limite as 10 marcas de azeites analisadas
apresentaram valores dentro do permitido (Tabela 14). No entanto, 4 amostras

apresentaram valores de fitosterodis totais maiores que 2000 mg/kg.

Tabela 14. Teor dos fitosterdis totais em mg/kg em azeites

Amostras Fitosterois Totais*

Azeite de oliva comum

Marca M 2.229.38
Marca FF 2.650,85
Marca CB 1.469,70

Marca CT 2.796.,10
Marca AD 1.471,80

Azeite de oliva extra virgem

Marca LE 1.352,22
Marca G 1.382,20
Marca BO 1.479,90
Marca BU 2.305,50
Marca AN 1.784.60

"Fitosterois totais = campesterol + estigmasterol + B-sitosterol

Becker et al. (2005) analisaram 25 amostras de azeite de oliva sendo 14 de
azeite de oliva extra virgem, 8 de azeite de oliva e 3 de azeite de oliva puro e
encontraram 3 amostras adulteradas cujos teores de esterbis totais foram
elevados (1947, 2187 e 2292 mg/kg) indicando fraude por adicdo de 6leo de

bagaco de oliva. Além disso, uma das amostras adulteradas apresentou também
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teor de B-sitosterol (88%) abaixo do recomendado para azeite de oliva legitimo.
Segundo Antoniassi et al. (1998), a adulteracdo de azeite de oliva virgem pela
adicdo de Oleos de sementes pode ser identificada pelo aumento dos teores de
campesterol e estigmasterol e reducao do teor de (-sitosterol.

A Tabela 15 apresenta os percentuais dos principais fitosteréis encontrados
nos 6leos de girassol, canola, milho e soja estudados. Observa-se que, apenas o
campesterol esta acima dos percentuais encontrados na literatura (PIIRONEN E

LAMPI, 2004) e também dos limites estabelecidos pela RDC 270.

A RDC 270 determina as seguintes faixas de percentuais de fitosterois para
os 6leos vegetais:
- Oleo de soja: campesterol de 15.8 a 24.2 %, estigmasterol de 14,0 a 19,1 % e B-
sitosterol de 47,0 a 60,0 %;
- Oleo de girassol: campesterol de 6,5 a 13,0 %, estigmasterol de 6,0 a 13,0% e pB-
sitosterol de 50,0 a 70,0 %;
- Oleo de milho: campesterol de 16,0 a 24,1%, estigmasterol de 4,3 a 8,0% e B-
sitosterol de 54,8 a 66,6%;
- Oleo de canola: campesterol de 24,7 a 38,6%, estigmasterol de 0,2 a 1,0 % e pB-

sitosterol de 45,1 a 57,9%;
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Tabela 15. Percentual dos principais fitosterdis encontrado em 6leos vegetais

Oleos Campesterol Estigmasterol B-Sitosterol
Soja 29 19 51
Milho 29 6 63
Canola 45 1 54
Girassol 20 10 69

A quantificagdo dos fitosterdis acompanhada de outras determinagdes
como, por exemplo, a analise da composi¢cao em acidos graxos € muito importante
para auxiliar na deteccao de fraude do azeite de oliva, mas, para detectar fraudes
em azeite de oliva virgem com outro azeite & necessario a quantificacao de
compostos como o estigmasta-3,5-dieno.

O estigmasta-3,5-dieno e outros compostos organicos sao originarios da
desidratacdo dos esterdis produzidos nas etapas de clarificacdo e desodorizacao
durante o processo de refino. Portanto, estes compostos ndo devem estar
presentes em azeite de oliva extra virgem. A RDC 270 estabelece um limite

maximo de 0,15 mg/kg de estigmasta-3,5-dieno em azeite de oliva virgem.

4.3. Teores de colesterol em oleos vegetais e azeite

Considerando que a estrutura basica dos fitosterdis é muito semelhante a
estrutura do colesterol, diferenciando-se apenas na cadeia lateral, a metodologia
otimizada e validada para fitosterdis foi também validada para a determinacao

simultanea de colesterol e fitosterois.
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As porcentagens de recuperacao para o colesterol, obtidos pela adicao de 6
mg/100g, 12 mg/100g e 30 mg/100g estao apresentados na Tabela 16.

A precisdao do método, avaliada através da repetitividade e precisdo
intermediaria foi em ambos de 1,6 + 0,1 mg/100g demonstrando pelo baixo valor
dos desvios padrdes que estes parametros apresentaram o6timos resultados
(Tabela 17).

Os limites de deteccao e de quantificagcdo foram de 0,3 e 1,0 mg/100g

(Tabela 18)

Tabela 16 - Exatidao (taxa de recuperacdo) do método para determinacao

simultanea de colesterol e fitosterdis em 6éleo de milho.

Taxas de colesterol Recuperacao (%)
Nivel | 93,5 (2.6)*
Nivel Il 94,0 (1.2)*
Nivel I 98,1(3.0)*

*Média e desvio padrao de 5 repeticdes analiticas

Tabela 17 - Precisdo do método para determinacdo simultanea de colesterol e

fitosterois em 6leo de milho.

Precisao Colesterol (mg/1009)
Repetitividade 1,6 (0,0)*
Precisao intermediéaria 1,6 (0,1)*

*Média e desvio padrao de 4 repeticdes analiticas
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Tabela 18. Limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) para a determinacao

simultanea de colesterol e fitosterdis em 6leos vegetais.

Esterol LD (mg/100g) LQ (mg/1009)

Colesterol (mg/100) 0,3 1,0

Na Tabela 19 estdo apresentados os resultados de colesterol obtidos pela
determinacado simultdnea de colesterol e fitosterdis nas diferentes marcas para
cada um dos Oleos vegetais estudados. No entanto, quando o colesterol foi
confirmado por CG-MS apenas as amostras de milho confirmaram a presenca de
colesterol ficando evidente que quando o colesterol esta presente em pequenas
quantidades em amostras de 6leo vegetal deve ser confirmado por MS.

De acordo com a Legislacdo Brasileira (RDC 270 de 22 de setembro de
2005), que regulamenta a qualidade e identidade de éleos vegetais no Brasil, a
quantidade de colesterol em relagdo ao teor de esterdis totais pode variar de nao
detectado a 0,7% no 6leo de girassol, de ndo detectado a 1,3 % para o éleo de
canola, de 0,2 a 0,6 % para o 6leo de milho, de 0,2 a 1,4 % para o éleo de soja e
de menor ou igual a 0,5 % para o azeite de oliva. Embora o colesterol tenha sido
confirmado apenas no 6leo de milho, todos os 6leos analisados estdo de acordo

com a legislacao em relacao ao colesterol.

59



Tabela 19. Teores de colesterol (mg/100g) obtidos em diferentes marcas de éleos
vegetais e azeites

Oleos Vegetais Colesterol M (DP)*
Girassol
Marca M ND
Marca S ND
Marca Z ND
Canola
Marca M 2,98 (0,52)*
Marca S 1,14 (0,27)*
Marca Z 1,80 (0,05)**
Milho
Marca M 2,27 (0,17)*®
Marca S 2,87 (0,40"
Marca Z 1,47 (0,13)8
Soja
Marca D 1,19 (0,18)**
Marca | 1,45 (0,11)**
Marca Z 1,97 (0,05)**
Azeite
Marca C ND
Marca E ND
Marca L ND

*Média e estimativa de desvio padrdo de 6 amostras (3 lotes em duplicata); Letras
iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente a um nivel de seguranca de
5% (p> 0,05); ND = Nao detectado (limite de detecgdo = 1,0 mg/100g). ** nao
confirmados pelo CG-MS

4.4. Parametros de qualidade e identidade de 6leos vegetais e azeites

Os parametros de qualidade (acidos graxos livres e indice de peroxido) e
identidade (indice de refracao) estudados entre os lotes para os 6leos vegetais e

suas respectivas marcas estao expressos na Tabela 20.

60



Tabela 20. Comparacgao de parametros fisico-quimicos entre as marcas de 6leo

vegetais e azeites

Amostras Indice de Peroxido Acidos Graxos Livres Indice de Refracao
(meqg/kg) (9/100g de Acido (40°C)
Oléico)

Canola

Marca C 1,82 (0,10)" 0,02 (0,00)* 1,466 (0,000)
Marca L 0,87 (0,18)® 0,03 (0,00)* 1,466 (0,000)
Marca S 0,88 (0,29) ® 0,04 (0,01)* 1,466 (0,000)"
M (DP)* 1,11 (0,47) 0,03 (0,00) 1,466 (0,002)

Milho
Marca C 1,51 (0,23)" 0,03 (0,00)* 1,466 (0,000)*
Marca L 0,92 (0,65)"° 0,05 (0,00)® 1,466 (0,000)*
Marca S 0,57 (0,26) © 0,05 (0,00) ® 1,466 (0,000)*
M (DP)* 0,94 (0,56) 0,04 (0,11) 1,467 (0,000)
Soja

Marca L 1,41 (1,00)* 0,06 (0,02)* 1,468 (0,000)*
Marca S 0,82 (0,27)" 0,04 (0,01)*® 1,468 (0,000)*
Marca S 0,94 (0,68)" 0,03 (0,0005) ® 1,467 (0,000)*
M (DP)* 0,94 (0,68) 0,048 (0,02) 1,468 (0,004)
Girassol

Marca C 2,37 (0,40)* 0,03 (0,02)* 1,468 (0,000)*
Marca L 1,49 (0,12)® 0,04 (0,00)* 1,467 (0,000)®
Marca S 2,97 (0,39)° 0,03 (0,00)* 1,466 (0,000) ©
M (DP)* 2,28 (0,70) 0,03 (0,01) 1,468 (0,001)

azeite de oliva'

Marca M 4,48 (1,11)® 0,20 (0,02)%° 1,469 (0,002)®
Marca CB 6,69 (2,99)° 0,31 (0,01)*° 1,469 (0,00)°
Marca FF 4,43 (1,25)° 0,41 (0,20)"® 1,471 (0,001)"®
Marca CT 5,17 (2,92)® 0,23 (0,19)%° 1,470 (0,00)"®
Marca AD 12,92 (0,44)" 0,45 (0,03)" 1,469 (0,00)°
M (DP)** 6,74 (3,75) 0,31 (0,15) 1,470 (0,001)

azeite de oliva (EV)'

Marca LE 8,54 (2,78)"° 0,37 (0,05)*® 1,469 (0,000)*
Marca G 7,72 (0,53) 0,36 (0,08) *° 1,469 (0,001)*
Marca BO 7,67(1,19)® 0,31(0,02)5° 1,469 (0,000)
Marca BU 6,03 (1,52)® 0,18(0,04)° 1,472 (0,003)®
Marca A 12,21 (3,95)" 0,48 (0,18)" 1,470 (0,000)
M (DP)** 8,60 (3,02) 0,35 (0,13) 1,470 (0,001)

Para cada tipo de 6leo letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente a um
nivel de seguranga de 5% (p<0,05). M (DP)* = *Média e estimativa de desvio padrdo de
27 analises (3 marcas, 3 lotes em duplicata). **Média e estimativa de desvio padréo de 45
anélises (5 marcas, 3 lotes em duplicata). 'indice de Refracéo realizado a 20°C
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Todas as marcas analisadas apresentaram resultados de acidos graxos
livres, indice de refracéo e perdxido dentro dos limites estabelecido pela RDC 270
para cada tipo de éleo vegetal.

A analise de acidez e perdoxido € um parametro muito importante para
avaliar alteracdes sofridas pelo 6leo em consequiéncia de processos industriais ou
de inadequada conservagao.

Nas amostras de azeite analisadas os acidos graxos livres variaram de 0,18
a 0,48 %. A legislacao determina um valor de acidez maximo de 0,8 g/100g de
acido oléico para azeite de oliva extra virgem e 1 g/100g para azeite de oliva.

As Tabelas 21 a 26 relacionam as composi¢cdes em acidos graxos (g/1009)
encontrados nos azeites e 6leos vegetais analisados. Os principais acidos graxos
encontrados foram: C18:1, C18:2 w6, C16:0, C18:0 e o C18:3 w3, ndo

necessariamente na mesma ordem.
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Tabela 21. Composicao em &cidos graxos (g/100g) em azeite de oliva.

Acidos Graxos Marca M Marca CB  Marca FF Marca CT Marca AD
M (DP)* M (DP)* M (DP)* M (DP)* M (DP)*
C14:0 0,10 (0,00) nd nd nd nd
C16:0 10,13 (0,58) 11,28 (1,13) 10,26 (0,22) 10,45 (0,38) 10,36 (0,34)
C16:1 0,41 (0,28) 0,92 (0,20) 0,57 (0,17) 0,70 (0,15) 0,76 (0,10)
C17:0 0,10 (0,00) 0,10 (0,00) 0,10 (0,00) 0,07 (0,06) 0,10 (0,00)
C17:1 0,10 (0,00) 0,13 (0,05) 0,13 (0,06) 0,10 (0,00) 0,13 (0,05)
C18:0 2,96 (0,34) 3,09 (0,05) 2,84 (0,36) 2,65 (0,20) 3,18 (0,06)
C18:1 trans 0,19 (0,00) 0,03 (0,06) 0,24 (0,07) 0,13 (0,05) nd
C18:1 55,00 (27,11) 71,48 (2,98) 59,40 (20,56) 69,82 (1,12) 73,10 (1,67)
C18:2 w6 trans 0,76 (0,00) 0,06 (0,11) 0,19 (0,00) 0,07 (0,06) Nd
C18:2 w6 23,42 (24,02) 6,95(1,85) 18,99 (18,08) 9,78 (0,65) 6,24 (1,54)
C20:0 0,45 (0,06) 0,41 (0,06) 0,45 (0,06) 0,51 (0,05) 0,41 (0,06)
C18:3 w6 0,38 (0,00) nd 0,10 (0,00) nd nd
C20:1 0,25 (0,06) 0,22(0,06) 0,25 (0,06) 0,32 (0,05) 0,19 (0,00)
C18:3 w3 1,59 (1,60) 0,48 (0,10) 1,82 (2,07) 0,57 (0,00) 0,48 (0,00)
C22:0 0,29 (0,17) 0,10 (0,00) 0,25 (0,11) 0,19 (0,00) 0,10 (0,00)
C23:0 nd 0,26 (0,06) nd 0,10 (0,09) 0,41 (0,06)
C22:5 w3 nd 0,03 (0,06) nd nd 0,10 (0,00)
C24:0 0,13 (0,06) 0,07 (0,06) 0,10 0,10 (0,00) 0,03 (0,06)
C24:1 nd nd 0,10 (0,00) nd nd
Saturados 14,16 15,31 14,0 13,97 14,59
Monoinsaturado 55,73 72,75 60,4 70,94 74,18
Poliinsaturados 25,39 7,46 20,91 10,35 6,82
Total wb 23,8 6,95 19,09 9,78 6,24
Total w3 1,59 0,51 1,82 0,57 0,58
Total trans 0,95 0,09 0,20 0,20 nd

*Média e estimativa de desvio padrao entre os 3 lotes analisados.

nd = ndo detectado, limite de deteccao = 0,01g/100g
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Tabela 22. Composicdo em acidos graxos (g/100g) em azeite de oliva extra

virgem.
Acidos Graxos Marca BO Marca LE Marca BU Marca G Marca A
M (DP)* M (DP)* M (DP)* M (DP)* M (DP)*
C14:.0 nd nd nd nd nd
C16:0 10,39 (0,34) 10,58 (0,70) 9,47(0,54) 9,69 (1,38) 14,05 (3,41)
C16:1 0,83 (0,06) 0,80 (0,15) 0,39 (0,40) 0,67(0,19) 1,53 (0,75)
C17:0 nd 0,10 (0,00) nd 0,13 (0,06) 0,07 (0,06)
C17:1 0,10 (0,0) 0,10 (0,00) 0,1 (0,00) 0,16 (0,06) 0,10 (0,00)
C18:0 3,38 (0,05) 3,15 (0,10) 3,59 (0,06) 2,96 (0,10) 2,45(0,20)
C18:1 trans nd nd 0,10 (0,13) nd 0,13 (0,22)
C18:1 74,03 (0,83) 72,94 (1,34) 49,28 (36,03) 73,68 (1,65) 63,39 (6,63)
C18:2 w6 trans nd nd 0,48 (0,68) nd nd
C18:2 wb 5,19 (0,59) 6,31 (0,75) 28,30(32,32) 6,66 (0,24) 12,27 (3,02)
C20:0 0,38 (0,00) 0,38 (0,00) 0,38 (0,00) 0,38 (0,00) 0,41 (0,06)
C18:3 wb nd nd 0,29 (0,40) nd nd
C20:1 0,19 (0,00) 0,19 (0,00) 0,38 (0,27) 0,19 (0,00) 0,22 (0,06)
C18:3 w3 0,57 (0,00) 0,51 (0,06) 2,15 (2,23) 0,57 (0,00) 0,64 (0,06)
C22:0 0,10 (0,00) 0,10 (0,00) 0,38 (0,27) 0,10 (0,00) 0,13 (0,05)
C23:0 0,38 (0,00) nd 0,19 (0,27) nd 0,03 (0,06)
C22:5 w3 0,10 (0,00) 0,10 (0,00) nd 0,10 (0,00) nd
C24:0 nd nd 0,15 (0,07) nd 0,03 (0,06)
C24:1 nd nd nd nd nd
Saturados 14,63 14,31 14,16 13,43 17,17
Monoinsaturado 75,15 74,03 49,66 74,70 65,24
Poliinsaturados 5,86 6,92 30,74 7,33 12,91
Total w6 5,19 6,31 28,59 6,66 12,27
Total w3 0,67 0,61 2,15 0,67 0,64
Total trans nd nd 0,58 nd 0,13

*Média e estimativa de desvio padrao entre os 3 lotes analisados.

nd = n&o detectado, limite de detecg¢ao = 0,019/100g
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Tabela 23. Composicao em &cidos graxos (g/100g) em éleo de canola.

Acidos Graxos Marca S Marca L Marca C
M (DP)* M (DP)* M (DP)*
C14:0 0,10 (0,00) 0,10 (0,00) 0,09 (0,00)
C16:0 4,30 (0,16) 4,62 (0,39) 5,74 (0,40)
C16:1 0,19 (0,00) 0,19 (0,00) 0,19 (0,00)
C17:0 nd nd 0,09 (0,00)
C17:1 nd 0,10 (0,00) nd
C18:0 2,49 (0,00) 2,49 (0,00) 2,82 (0,20)
C18:1 trans nd nd 0,09 (0,00)
C18:1 61,50 (0,36) 60,00 (1,07) 54,06 (2,50)
C18:2 w6 trans 0,25 (0,11) 0,10 (0,00) 2,44 (2,23)
C18:2 w6 18,36 (0,09) 19,63 (0,84) 22,51 (0,20)
C20:0 0,67 (0,00) 0,67 (0,00) 0,62 (0,07)
C18:3 w6 0,48 (0,16) 0,16 (0,06) 1,15 (0,27)
C20:1 1,34 (0,29) 0,92 (0,11) 1,39 (0,61)
C18:3 w3 5,03 (0,81) 5,86 (0,15) 2,29 (2,62)
C22:0 0,32 (0,05) 0,29 (0,00) 0,33 (0,07)
C20:3 w6 0,19 (0,00) 0,13 (0,06) 0,19 (0,00)
C24:0 0,19 (0,00) 0,19 (0,00) 0,19 (0,00)
C24:1 0,10 (0,00) 0,13 (0,06) 0,09 (0,00)
Saturados 8,00 8,36 9,88
Monoinsaturados 63,13 61,34 55,73
Poliinsaturados 24,06 25,78 26.14
Total w6 19,03 19,92 23,85
Total w3 5,20 5,86 2,29
Total trans 0,25 0,1 2,53

*Média e estimativa de desvio padrao entre os 3 lotes analisados.

nd = ndo detectado, limite de deteccao = 0,01g/100g
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Tabela 24. Composicao em acidos graxos (g/100g) em éleo de girassol.

Acidos Graxos Marca S Marca L Marca C
M (DP)* M (DP)* M (DP)*
C14:0 nd 0,10 (0,00) 0,10 (0,00)
C16:0 5,23 (0,11) 5,51 (0,36) 7,07 (0,83)
C16:1 0,10 (0,00) 0,10 (0,00) 0,10 (0,00)
C18:0 3,19 (0,15) 3,35 (0,19) 3,54 (0,10)
C18:1 trans nd nd 0,10 (0,00)
C18:1 37,86 (2,95) 28,46 (4,88) 27,15 (9,36)
C18:2 w6 trans 0,38 (0,19) 0,25 (0,06) 4,56 (2,69)
C18:2 w6 47,29 (2,88) 56,12 (4,55) 50,44 (5,57)
C20:0 0,29 (0,00) 0,25 (0,06) 0,35 (0,06)
C18:3 w6 nd nd 0,22 (0,06)
C20:1 0,10 (0,00) 0,19 (0,00) 0,25 (0,11)
C18:3 w3 0,13 (0,06) 0,32 (0,11) 0,38 (0,10)
C22:0 0,76 (0,00) 0,67 (0,00) 0,70 (0,06)
C24:0 0,29 (0,00) 0,25 (0,06) 0,19 (0,00)
C24:1 nd 0,10 (0,00) nd
Saturados 9,75 10,13 11,95
Monoinsaturados 38,06 28,85 27,75
Poliinsaturados 47,42 56,40 51,04
Total w6 47,29 56,12 50,66
Total w3 0,13 0,32 0,38
Total trans 0,38 0,25 4,66

*Média e estimativa de desvio padrao entre os 3 lotes analisados.

nd = ndo detectado, limite de deteccao = 0,01g/100g
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Tabela 25. Composicao em &cidos graxos (g/100g) em éleo de milho.

Acidos Graxos Marca S Marca L Marca C
M (DP)* M (DP)* M (DP)*
C16:0 11,66 (0,51) 11,50 (0,34) 10,61 (0,41)
C16:1 0,10 (0,00) 0,10 (0,00) 0,10 (0,00)
C17:0 0,10 (0,00) 0,10 (0,00) 0,10 (0,00)
C17:1 0,10 (0,00) nd nd
C18:0 2,29 (0,10) 2,42 (0,11) 2,77 (0,00)
C18:1 trans nd nd 0,10 (0,00)
C18:1 35,18 (1,01) 34,07 (0,70) 32,65 (0,20)
C18:2 w6 trans 0,16 (0,06) 0,16 (0,06) 3,06 (2,84)
C18:2 w6 44,01 (1,07) 45,44 (0,72) 43,26 (3,45)
C20:0 0,57 (0,00) 0,51 (0,06) 0,48 (0,14)
C18:3 w6 nd nd 0,29 (0,00)
C20:1 0,25 (0,06) 0,22 (0,06) 0,29 (0,00)
C18:3 w3 0,83 (0,28) 0,70 (0,06) 0,91 (0,74)
C22:0 0,19 (0,00) 0,19 (0,00) 0,33 (0,07)
C24:0 0,19 (0,00) 0,19 (0,00) 0,24 (0,07)
Saturados 15,01 14,72 14,53
Monoinsaturados 35,63 34,40 33,04
Poliinsaturados 44,84 46,14 44,46
Total w6 44,01 45,44 43,55
Total w3 0,83 0,70 0,91
Total trans 0,16 0,16 3,16

*Média e estimativa de desvio padrao entre os 3 lotes analisados.

nd = ndo detectado, limite de deteccao = 0,01g/100g
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Tabela 26. Composicao em &cidos graxos (g/100g) em éleo de soja.

Acidos Graxos Marca SY Marca SD Marca L
M (DP)* M (DP)* M (DP)*
C14:0 0,09 (0,00) 0,10 (0,00) 0,10 (0,00)
C16:0 10,36 (0,22) 10,20 (0,06) 9,88 (0,56)
C16:1 0,09 (0,00) 0,10 (0,00) 0,10 (0,00)
C17:0 0,09 (0,00) 0,10 (0,00) 0,10 (0,00)
C18:0 3,09 (0,05) 3,15 (0,10) 3,47 (0,24)
C18:1 23,45 (0,72) 24,22 (2,38) 24,12 (3,31)
C18:2 w6 trans 0,25 (0,11) 0,25 (0,06) 0,54 (0,24)
C18:2 w6 52,04 (0,61) 50,99 (2,52) 50,41 (2,46)
C20:0 0,29 (0,00) 0,32 (0,06) 0,38 (0,00)
C18:3 w6 0,16 (0,05) 0,16 (0,06) 0,38 (0,19)
C20:1 0,19 (0,00) 0,22 (0,06) 0,32 (0,31)
C18:3 w3 4,75 (0,39) 5,08 (0,37) 4,88 (1,08)
C22:0 0,48 (0,00) 0,48 (0,00) 0,48 (0,00)
C24:0 0,19 (0,00) 0,19 (0,00) 0,19 (0,00)
Saturados 14,40 14,54 14,60
Monoinsaturados 23,71 24,54 24,54
Poliinsaturados 56,95 56,23 55,67
Total w6 52,30 51,15 50,79
Total w3 4,75 5,08 4,88
Total trans 0,25 0,25 0,54

*Média e estimativa de desvio padréao entre os 3 lotes analisados.
nd = n&o detectado, limite de detec¢ao = 0,019/100g

As amostras de azeite de oliva apresentaram maiores variacdes entre 0s
lotes analisados para uma mesma marca, sendo encontrados desvios padrdo de

16,87 e 15,04 para o acido graxo C18:1 e C18:2u6, respectivamente (Tabela 27).
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Tabela 27. Composicdo em acidos graxos (g/100g) em bleos vegetais e azeites.

Acidos Graxos Oleo Soja Oleo Milho Oleo Canola  Oleo Girassol Azeite
M (DP)* M (DP)* M (DP)* M (DP)* M (DP)*
C14:0 0,09 (0,00) nd 0,09 (0,00) 0,09 (0,00) 0,09 (0,00)
C16:0 10,14 (0,37) 11,34 (0,58) 4,78 (0,67) 5,94 (0,97) 10,16 (0,79)
C16:1 0,09 (0,00) 0,09 (0,00) 0,19 (0,00) 0,09 (0,00) 0,62 (0,22)
C17:0 0,09 (0,00) 0,09 (0,00) 0,09 (0,00) nd 0,10 (0,03)
C17:1 nd 0,09 (0,00) 0,09 (0,00) nd 0,12 (0,04)
C18:0 3,24 (0,22) 2,46 (0,21) 2,57 (0,17) 3,36 (0,20) 2,98 (0,25)
C18:1 trans nd 0,09 (0,00) 0,09 (0,00) 0,09 (0,00) 0,21 (0,05)
C18:1 23,93 (2,10) 34,13(1,24) 59,08 (3,37) 31,15(7,46) 65,25 (16,87)
C18:2 w6 trans 0,35 (0,20) 0,88 (1,72) 0,74 (1,35) 1,73 (2,51) 0,48 (0,40)
C18:2 w6 51,15(1,92) 44,36 (1,75) 19,87 (1,79) 51,28 (5,48) 13,85 (15,04)
C20:0 0,33 (0,05) 0,52 (0,07) 0,66 (0,03) 0,30 (0,06) 0,41 (0,05)
C18:3 wb 0,23 (0,15) 0,29 (0,00) 0,52 (0,43) 0,22 (0,05) 0,24 (0,20)
C20:1 0,24 (0,17) 0,25 (0,49) 1,19 (0,36) 0,18 (0,09) 0,22 (0,05)
C18:3 w3 4,90 (0,62) 0,80 (0,33) 4,66 (1,69) 0,28 (0,14) 1,12 (1,27)
C22:0 0,48 (0,00) 0,23 (0,07) 0,31 (0,04) 0,71 (0,05) 0,18 (0,12)
C20:3 w6 nd nd 0,17 (0,04) nd nd
C22:5 w3 nd nd nd nd 0,09 (0,00)
C24:0 0,19 (0,00) 0,20 (0,03) 0,19 (0,00) 0,26 (0,04) 0,11 (0,04)
C24:1 nd nd 1,11 (0,03) 0,09 (0,00) nd
Saturados 14,55 14,84 8,70 10,66 14,03
Monoinsaturados 24,26 34,56 61,66 31,51 66,21
Poliinsaturados 56,28 45,45 25,22 51,78 15,30
Total w6 51,38 44,65 20,56 51,50 14,09
Total w3 4,90 0,80 4,66 0,28 1,21
Total trans 0,35 0,97 0,83 1,82 0,39

*Média e estimativa de desvio padrdo de 9 amostras (3 marcas e 3 lotes) para os 6leos de
soja, milho, canola e girassol e 12 amostras (4 marcas e 3 lotes) para o azeite.

nd = ndo detectado, limite de detecc¢ao = 0,019/100g

As composicdes em acidos graxos dos Oleos vegetais apresentaram

diferengas entre as marcas analisadas, embora nao significativas. As maiores
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variages foram encontradas entre as marcas de azeite, onde os teores de acidos
graxos monoinsaturados variaram de 49,66 a 75,15 g/100g e de poliinsaturados
5,86 a 30,74 g/100g.

Das 3 marcas analisadas do 6leo de girassol apenas a marca S esta em
desacordo com a RDC 270 no que diz respeito ao acido C18:2w6. Se levarmos
em consideracdo o desvio apresentado nos 3 lotes a marca S ficaria dentro do
estabelecido.

Das 3 marcas analisadas do 6leo de canola apenas a marca C estd em
desacordo com a RDC 270 no que diz respeito ao acido C18:3 w3, apresentando
teor abaixo do estabelecido pela RDC 270.

A presenca dos isdbmeros frans nos Oleos analisados (milho, canola,
girassol e soja) pode estar relacionada com as temperaturas utilizadas nos
processos de refino (DHARMA, 2005).

Diante da composicao dos &acidos graxos das amostras de azeite é
possivel afirmar que as marcas M e BU apresentaram adulteragao com outro éleo
vegetal, pois o acido linoléico esta acima do estabelecido pela RDC 270. Estas
mesmas marcas apresentaram valores irregulares de isémeros trans e C18:3w3.
Das 10 marcas analisadas somente as marcas identificadas como LE, CB, AD, BO
e G estao de acordo com a RDC 270.

Nas Figuras 17 a 19 pode-se observar cromatogramas caracteristicos da
composicao em acidos graxos dos padrées e de uma amostra de 6leo de soja e

uma de azeite de oliva, respectivamente.
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Figura 17. Cromatograma caracteristico da composicdo em acidos graxos da mistura de
37 padrdes (Supelco 37 component FAME Mix). Coluna capilar CP-SIL 88, 100m de

comprimento x 0,25 mm de didmetro interno e filme de 0,20 um.
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4.5. Correlacao entre os teores dos principais fitosterois e os acidos graxos

trans usando analise estatistica multivariada

A correlacado entre os teores dos principais fitosteréis e os acidos graxos
trans foi realizada através da analise do componente principal (ACP) e analise
hierarquica por agrupamento. Pela Figura 20 podemos observar que os azeites de
oliva apresentaram um comportamento diferenciado dos éleos vegetais onde os
azeites de oliva estao separados dos 6leos por apresentarem menores niveis de

campesterol, estigmasterol e B-sitosterol e serem isentos de acidos graxos trans.
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Figura 20. Analise do componente principal (a) em relagao a estigmasterol, campestrol, -

sitosterol e acidos graxos trans (b) em azeite de oliva (A) e 6leos vegetais (O).

Considerando o conjunto de dados dos éleos vegetais e azeites de oliva

(Figura 21), ndo foi possivel observar correlagdo entre nenhum dos parametros

analisados, apenas o [-sitosterol demonstrou correlacdo positiva com o

campesterol (r = 0,82). Esperava-se obter correlacao entre os teores de fitosterdis

e 0s 4cidos graxos trans, no entanto, isto ndo foi evidenciado tanto pela analise do

componente principal como pela analise hierarquica por agrupamento.
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Figura 21. Correlacao entre os parametros avaliados.

A andlise hierarquica por agrupamento dos azeites de oliva demonstrou ndo
ser possivel a diferenciacdo dos os azeites de oliva comum com o0s azeites de
oliva extra virgem através dos parametros campesterol, estigmasterol e [-
sitosterol (Figura 22). Por outro lado, analise hierarquica por agrupamento dos
6leos vegetais (Figura 23) mostrou claramente que os 6leos de milho (CM, AM e

LM) se diferenciam dos demais 6leos vegetais. Isto foi evidenciado na analise do
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componente principal (ACP) onde os 6leos de milho apresentaram os maiores

teores de campesterol e B-sitosterol.

[nlE=) 06 0.4 oz [aln]

Figura 22 . Dendograma das diferentes marcas de azeite de oliva. As letras representam

diferentes marcas e os nimeros diferentes lotes.
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soja = S, canola = C e girassol = G) e os numeros diferentes lotes
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5. Conclusao

O método validado proposto para a determinagao dos principais fitosteroéis
em Oleos vegetais e azeites de oliva, por CG, ndo apresenta a etapa de
cromatografia em camada delgada, como no método da AOCS, sendo de facil
execucao, rapido, preciso e exato para a quantificacdo do campesterol,

estigmasterol e 3-sitosterol.

A metodologia para a determinacdo simultinea de colesterol e dos
principais fitosteréis em 6leos vegetais apresentou 6tima precisdo e exatidao.

Dos oleos vegetais analisados no presente trabalho, o menor teor de
fitosterol total foi obtido no azeite e o maior no 6leo de milho, havendo grandes

variagOes entre os lotes analisados.

Quanto aos parametros indice de refracéo, acidos graxos livres e indice de

peréxidos todos os 6leos vegetais analisados estao de acordo com a RDC 270.

Das 10 marcas de azeites de oliva analisadas, 4 amostras apresentaram
teores de [-sitosterol abaixo do limite recomendado indicando possivel
adulteracdo. Além disso, duas marcas apresentaram indicios de adulteragao por
estarem também em desacordo em relacdo aos acidos graxos C18:2uw6 (RDC

270).
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