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Resumo

Os fitosterdis estdo naturalmente presentes em vegetais, sendo os 6leos vegetais umas das
principais fontes. Os principais fitosterdis encontrados sao: campesterol, estigmasterol e -
sitosterol. O presente trabalho teve como objetivo comparar duas metodologias para a
determinacio de fitosterdis e quantificar simultaneamente os fitosterdis e o colesterol em
Oleos vegetais. A composicdo de fitosterdis e o colesterol foram determinados por
cromatografia gasosa, utilizando coluna capilar de fase estacionaria HP-5MS (30 m x 0,25
mm id., 0,25 um de filme). O p-sitosterol foi o fitosterol encontrado em maiores
concentracdes entre os oOleos analisados, variando de 161,73 no 6leo de soja a 577,58
mg/100g no éleo de milho, em seguida o campesterol variando de 4,87 no azeite a 270,79
mg/100g no d6leo de canola. Os teores de estigmasterol variaram de 1,89 no azeite a 62,81
mg/100g no éleo de soja. Dos esterdis determinados, o colesterol apresentou os menores
teores, variando de nao detectado no 6leo de girassol e no azeite a 2,20 mg/100g no 6leo de
milho. Dos dleos vegetais analisados, o azeite apresentou os menores teores de esterdis

totais (207,32 mg/100g) e o éleo de milho os maiores teores (818,56 mg/100g).

Abstract

The phytosterols are naturally found in vegetables, where the vegetable oils are one of the
main sources. The main phytosterols found are: campesterol, stigmasterol and p-sitosterol.
The objective of this work was to compare two methodologies for the determination of
phytosterols and quantify simultaneously phytosterols and cholesterol in vegetable oils. The
composition of phytosterols and cholesterol was determined by gas chromatography, using a
capillary column HP-5MS (30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 (m of film). The B-sitosterol was the

fitosterol found in higher concentrations among the oils tested, varying from 161.73 in
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soybean oil to 577.58 mg/100g in corn oil, and then the campesterol varying from 4.87 in
olive-oil to 270.79 mg/100g in canola oil. The levels of stigmasterol varied from 1.89 in olive-
oil to 62.81 mg/100g in soybean oil. The cholesterol showed the lowest levels, varying from
not detected in sunflower oil and olive-oil to 2.20 mg/100g of corn oil. From all of the
vegetable oils analyzed, the olive-oil presented the less contents of total sterol (207.32
mg/100g) and the corn oil the higher contents (818.56 mg/100g).

Introducgao

Os esterdis sdo substancias presentes e essenciais nas membranas celulares dos animais e
dos vegetais. Os esterdis de origem vegetal, denominados fitosterois, sdo substancias
quimicas biologicamente ativas encontradas nos vegetais, no entanto, o esterol mais

conhecido é o colesterol, encontrado principalmente nos produtos de origem animal.

A estrutura basica dos fitosterdis € conhecida como ciclopentanoperidrofenantreno, sendo
muito semelhante a estrutura do colesterol, diferenciando-se apenas na cadeia lateral. A
maior parte dos fitosterdis possui cadeias longas com 28 ou 29 atomos de carbono e com
uma ou duas ligagdes duplas. Os principais fitosterdis encontrados em alimentos s&o:

campesterol, 3-sitosterol, estigmasterol e -sitostanol (MOREAU, 2002).

Os d6leos vegetais sdo as principais fontes de fitosterdis. O conteudo e a composi¢gdo dos
mesmos podem variar de acordo com a espécie do vegetal, a parte do vegetal de onde
foram extraidos, as condi¢des climaticas, a qualidade da semente ou frutos, o sistema de
extragcdo e o processo de refino. A determinagao dos fitosterdis € essencial para a avaliagao

analitica da qualidade e possivel adulteracao de 6leos vegetais (MOREDA, 2000).

Devido as propriedades terapéuticas dos fitosterodis e a algumas propriedades adversas do
colesterol, o interesse em quantifica-los em alimentos tem crescido muito. Existem varios
métodos para a determinacao de fitosterdis e colesterol, sendo a maior parte deles baseada

em analises cromatograficas.

O presente trabalho teve como objetivo comparar duas metodologias analiticas para a
determinacdo de fitosterdéis em Oleos vegetais e quantificar simultaneamente, por

cromatografia gasosa, os teores de fitosterdis e de colesterol em 6leos vegetais.



Materiais e Métodos
Amostras

Foram analisadas cinco amostras de 6leos vegetais (azeite, 6leo de soja, milho, canola e
girassol), sendo trés marcas diferentes para cada tipo de 6leo. As amostras foram

adquiridas no comércio da cidade de Campinas/SP.

Métodos

Determinacao dos teores de fitosteréis em 6leos vegetais

Para a determinagédo dos teores de fitosterdis em 6leos vegetais, foram comparadas duas
metodologias analiticas, sendo uma validada no Laboratério de Bromatologia do Centro de
Ciéncia e Qualidade de Alimentos do ITAL, utilizando cromatografia gasosa, e a outra uma
metodologia oficial da AOCS (FIRESTONE, 1998), contendo uma etapa preparativa
utilizando cromatografia em camada delgada de silica, seguida da quantificagdo por
cromatografia gasosa. A metodologia para a determinagéo de fitosterdis, desenvolvida no
Laboratério de Bromatologia do ITAL, apresenta as seguintes etapas: saponificacdo a
quente, extragdo da matéria insaponificavel com hexano e quantificagcado dos fitosterdis por
cromatografia gasosa. A cromatografia gasosa foi realizada em um cromatografo HP,
modelo 6890, equipado com amostrador automatico, injetor split (razdo 15:1), coluna capilar
de fase estacionaria (5 % Fenil 95 % dimetilpolisiloxano, 30m, 0,25 mm d.i., 0,25 ym de
filme) e detector por ionizagcdo em chama (FID). A identificagdo dos picos foi realizada
através de comparacido do tempo de retencdo das amostras com os padrdes e por co-
cromatografia e a quantificagdo por padronizagéo interna, utilizando como padréo interno

dihidrocolesterol (Sigma-Aldrich).

Determinacao simultanea de colesterol e fitosteréis por CG

Para a determinacdo simultdnea de colesterol e fitosterdis em O&leos vegetais, por
cromatografia gasosa, foi utilizada uma metodologia baseada em Mazalli et al. (2003), com
as seguintes etapas: saponificacdo a quente, extracdo da matéria insaponificavel com
hexano e quantificagdo. A quantificacao foi realizada por cromatografia gasosa, utilizando
um cromatografo HP, modelo 6890, equipado com amostrador automatico; injetor spilit,
razao 15:1; coluna capilar HP-5MS (30 m, 0,25 mm d.i., 0,25 ym de filme); detector por

ionizacdo em chama (FID).



Resultados e Discussao

A Tabela 1 apresentada uma comparacao dos teores médios de fitosterdis encontrados nos
Oleos vegetais obtidos pelas duas metodologias empregadas no presente trabalho, sendo o
Método 1, o método validado no Laboratério de Bromatologia do ITAL, o qual ndo apresenta
a etapa preparativa da cromatoplaca; e o Método 2, o método oficial da AOCS
(FIRESTONE, 1998), que apresenta a etapa de cromatografia em camada delgada.

TABELA 1 - Teores de fitosteréis (mg/100g) em 6leos vegetais obtidos por dois métodos analiticos.

Campesterol Estigmasterol B-Sitosterol
Oleos Método 1 Método 2 Método 1 Método 2 Método 1 Método 2
Vegetais 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 (7,747 229,43 (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 (521)* 47,10 (4,27)* 540,62 (34,52)* 577,58 (37,58)
Soja 96,70 (3,15 50,12 (2,73)° 62,81 (7,450 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 padrdo de 6 amostras (3 marcas em duplicata). Valores na mesma linha com letras
iguais ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5%. Método 1: Metodologia desenvolvida no Laboratério
de Bromatologia do ITAL. Método 2: Metodologia de acordo com a método oficial da AOCS (FIRESTONE, 1998),
empregando 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 p-sitosterol e estigmasterol, obtidos pelos dois métodos analiticos, néo

apresentaram diferencga significativa para todos os 6leos vegetais analisados.

Na maioria das amostras analisadas, os teores de fitosterois obtidos pelo Método 1 foram
maiores, com excecado somente dos teores de -sitosterol encontrados nos éleos de girassol
e milho que foram maiores quando obtidos pelo Método 2, embora a diferenca nao tenha

sido significativa, ao nivel de 5%.

A Tabela 2 apresenta os teores de fitosterois (campesterol, estigmasterol e B-sitosterol) e de
colesterol obtidos simultaneamente, por cromatografia gasosa, nos o6leos vegetais

analisados no presente trabalho.



TABELA 2 - Teores de fitosterodis e colesterol (mg/100g) obtidos em 6leos vegetais.

Oleos Campesterol Estigmasterol B-Sitosterol Colesterol Esterois
Vegetais M (DP)* M (DP)* M (DP)* M (DP)* Totais
Girassol 65,73 (6,67) 32,33 (3,61) 207,72 (7,74) nd** 305,78
Canola 270,79 (93,5) 8,77 (4,28) 338,99 (107,34) 1,97 (0,87) 620,52

Milho 219,02 (3,51) 56,72 (5,21) 540,62 (34,52) 2,20 (0,66) 818,56

Soja 96,70 (3,15) 62,81 (7,45) 174,89 (15,67) 1,54 (0,37) 335,94

Azeite 14,31(9,55) 7,40 (4,82) 185,61 (93,47) nd** 207,32

*Média e estimativa de desvio padréo de 6 amostras (3 marcas em duplicata).
**Nao detectado, limite de deteccdo = 1,0 mg/100g

O pB-sitosterol foi o fitosterol encontrado em maiores concentragbes entre os O6leos
analisados, variando de 174,89 no dOleo de soja a 540,62 mg/100g no 6leo de milho, em
seguida o campesterol variando de 14,31 no azeite a 270,79 mg/100g no 6leo de canola. Os

teores de estigmasterol variaram de 7,40 no azeite a 62,81 mg/100g no éleo de soja.

Dos esterdis determinados, o colesterol apresentou os menores teores, variando de nao
detectado no 6leo de girassol e azeite a 2,20 mg/100g no 6leo de milho. A presenga do
colesterol em concentracbes baixas era esperada, uma vez que este é um esterol

encontrado principalmente em produtos de origem animal.

Os teores de esterois totais, obtidos nos 6leos vegetais analisados, variaram de 207,32 no

azeite a 818,56 mg/100g no 6leo de milho.

Conclusao

As duas metodologias analiticas propostas, para a determinacao de fitosteréis em 6leos
vegetais, ndo apresentaram diferengas significativas entre as mesmas. Portanto, o método
oficial da AOCS (FIRESTONE, 1998) pode ser substituido com seguranga pelo método
validado no Laboratério de Bromatologia do ITAL, o qual, além de ser seguro, é mais rapido

e menos trabalhoso.

A determinagdo simultanea de fitosterdis e colesterol, por cromatografia gasosa, em 6leos

vegetais apresentou como vantagem a reducao de custos e tempo de analise.

Dentre os fitosterdis analisados, o B-sitosterol foi encontrado em maiores concentragdes,
enquanto que as menores foram obtidas para o estigmasterol. Os maiores teores de esterdis
totais foram obtidos no 6leo de milho, seguido do 6leo de canola, o azeite apresentou os

menores teores. Os 6leos vegetais apresentaram baixas concentragdes de colesterol.
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