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RESUMO

As doencas cardiovasculares assumem a principal causa de mortalidade e morbidade
no mundo, estando nitidamente associadas a elevados niveis de colesterol total e colesterol
da lipoproteina de baixa densidade (LDL). Por esse motivo, a investigagao cientifica focou-se
em estratégias que visem a redugao do colesterol, surgindo assim os fitosterdis que sao
constituintes naturais de plantas estruturalmente semelhantes ao colesterol animal, e que
apresentam capacidade de reduzir a hipercolesterolemia.

No trabalho de dissertagao apresentado pretendeu-se contribuir para a melhoria e o
desenvolvimento da qualidade de produtos enriquecidos com fitosterois, nomeadamente sob
a forma de comprimido, por ainda ser uma matriz “desconhecida”. A execugiao deste
objectivo centrou-se no desenvolvimento e validagio de uma metodologia analitica para a
determinagao de fitosterois num suplemento alimentar sob a forma de comprimido.

O método utilizado para a analise de fitosterois foi a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS), desenvolvido com base nas metodologias de Santos et al.
(2007) e Saraiva et al. (201 Ib).

No suplemento analisado foram identificados e quantificados cinco fitosterais,
designadamente o campesterol (49,87 pg mg'), campestanol (19,76 ug mg'), estigmasterol
(7,71 pg mg"), B-sitostanol (133,29 ug mg"') e B-sitosterol (298,26 ug mg"'), destacando-se
este Ultimo como o mais abundante. Para além dos compostos que se pretendiam analisar,
identificou-se a vitamina a-tocoferol, com a metodologia utilizada.

Relativamente ao controlo de qualidade, verificou-se que a quantidade determinada
pelo método analitico desenvolvido é concordante com a quantidade rotulada, confirmando
assim que o suplemento alimentar analisado com a adigao de fitosterois apresenta-se como
um produto seguro, uma vez que nao ultrapassa os 3 gramas de consumo diario.

Este estudo demonstra que importa assegurar a seguranga alimentar dos produtos
enriquecidos com fitosterdis, uma vez que o mercado deste tipo de produtos esta em

constante crescimento.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases take the primary cause of mortality and morbidity in the world
and are associated with clearly higher levels of total cholesterol and low density lipoprotein
(LDL). For this reason, scientific research has focused on strategies to reduce cholesterol,
thus appearing, phytosterols which are natural constituents of plants structurally similar to
cholesterol animal, and having capacity to reduce hypercholesterolemia.

Presented in the dissertation sought was to contribute towards the improvement and
development of the quality of products enriched with phytosterols, particularly in the form
of tablet, for being a matrix still "unknown." The accomplishment of this objective focused
on the development and validation of an analytical methodology for the determination of
phytosterols in a food supplement in the form of tablet.

The method used to analyse the phytosterols was gas chromatography-mass
spectrometry, (GC-MS) methodology developed by Santos et al. (2007) and Saraiva et al.
(201 1b).

In the examined supplement were identified and quantified five phytosterols, including
campesterol (49.87 pg mg"'), campestanol (19.76 pg mg'), stigmasterol (7.71 ug mg"), B-
sitostanol (133, 29 pg mg') and B-sitosterol (298.26 ug mg"'), especially the latter as the
most abundant. In addition to the compounds that sought to analyze, we identified a vitamin,
the a-tocopherol, with the methodology used.

Concerning the quality control, it was found that the amount determined by the
analytical method is consistent with the labeled amount, thereby confirming that the food
supplement analyzed is presented as safe, since it does not exceed 3 grams daily intake.

This study evidences the importance of ensuring the safety of food products enriched

with phytosterols, since the market for this type of products is constantly growing.



ABCI
ABCGS5
ABCGS
ACAT
AOAC
AOCS
ASAE

BSTFA
CCAH
CE
Ccv

DAD
DDR
DTE
EFSA
EIC
ELSD
eV
FAO

FDA
FID
FTIR

GC
GRAS
HPLC
ICH
IFST
ISO

ABREVIATURAS

“ATP-binding cassette transporter Al”

“ATP-binding cassette transporter G5” (designado também como esterolinal)
“ATP-binding cassette transporter G8” (designado também como esterolina2)
Acetil-coenzima A: colesterol acil transferase

“Association of Official Analytical Chemists”

“American Oil Chemists' Society”

Autoridade de Seguranca Alimentar e Economica

N,O-bis-trimetilsililtrifluoroacetamida
Comité Cientifico da Alimentacdo Humana
Comissao Europeia

Coeficiente de Variagao

Detector de diodos (diode-array detector)

Dose Diaria Recomendada

|,4-ditioeritritol

Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (European Food Safety Authority)
“Extracted lon Chromatogram”

Detector evaporativo de dispersao de luz (evaporative light scattering detector)
Electrao-volt

Organizagao das nagbes unidas para a alimentagao e agricultura (Food and

Agriculture Organization)

“Food and Drug Administration”

Detector de ionizagao de chama (flame ionization detector)

Espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier (Fourier transform

infrared spectroscopy)

Grama

Cromatografia gasosa (gas chromatography)

Geralmente Reconhecido como Seguro (Generally Recognized as Safe)
Cromatografia liquida de alta resolugao (high performance liquid chromatography)
“International Conference on Harmonisation”

“Institute of Food Science and Technology”

Organizagao internacional de normalizagao (International Organization for

Standardization)



JECFA

Kg
KOH
LC
LDL
LOD
LOQ

m/z

mg

min

mL

MS
MSTFA
MTBSTFA
NCEP
NH4l
NIH
NPCILI

Pl
Psi

RP

RT
SCAN
SFE
SIM
SPE
TMCS
TMIS
uv

VIH
WHO

Mg
pL

Comité de Especialistas da FAO/WHO em Aditivos Alimentares (Joint Expert

Committee on Food Additives)

Quilograma

Hidroxido de Potassio

Cromatografia Liquida (liquid chromatography)
Lipoproteina de baixa densidade (Low Density Lipoprotein)
Limite de Detecgao

Limite de Quantificacao

Relagao massa/carga

Miligrama

Minuto

Mililitro

Espectrometria de massa (mass spectrometry)
N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida

N- (terc-butildimetilsilil) -N-metiltrifluoroacetamida
“National Cholesterol Education Program”

lodeto de amonio

“National Institutes of Health”

Niemann-Pick Cl-like |

Padrao Interno (ou IS — Internal Standard)

Unidade de pressao no sistema inglés/americano
Coeficiente de Determinacio

Fase reversa (reversed phase)

Tempo de retengao (Ret time)

Analise completa de todos os ides

Extraccao com fluidos supercriticos (supercritical fluid extraction)
Monitorizacao selectiva de ides (selected ion monitoring)
Extracgao em fase solida (solid-phase extraction)
Trimetilclorosilano

Trimetilliodosilane

Ultra-violeta

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Organizagao Mundial de Satde (World Health Organization)
Marca Registada

Micrograma

Microlitro

Vi



DESIGNACOES ANGLO-SAXONICAS

Splitless — termo usado para designar a auséncia do fluxo gasoso, durante a injecgao num

sistema de cromatografia gasosa.
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INTRODUCAO GERAL

O estilo de alimentagao é um factor essencial para a salide de uma pessoa e da
populacao em geral. Uma dieta equilibrada e variada, como parte integrante de um estilo de
vida saudavel, pode contribuir significativamente para a manutencao de uma saude saudavel.
No entanto, uma dieta desequilibrada e pobre em nutrientes essenciais pode favorecer o
aparecimento de problemas de salde como obesidade, dislipidemia, hipertensao, diabetes,
colesterol alto, contribuindo assim, para o desenvolvimento das doencas cardiovasculares.

As doencas cardiovasculares sao a principal causa de mortalidade e morbidade no
mundo. A aterosclerose é a base deste tipo de doengas, estando nitidamente associada a
elevados niveis de colesterol total e colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL)
(WHO, 2007). Assim, para uma melhoria da qualidade de vida da populagio todas as
estratégias que visem a redugao dos niveis de colesterol sao relevantes.

A identificagao de compostos naturais que auxiliam no controlo e prevengao do risco
cardiovascular tem sido cada vez mais pesquisada. Como tal, surgem os esterdis e os
estandis vegetais, designados como fitosterdis.

Os fitosterdis sao constituintes naturais das plantas que exercem diversas fungoes
biologicas semelhantes as do colesterol animal, uma vez que sao responsaveis pela
permeabilidade e a fluidez das membranas celulares (Trautwein e Demonty, 2007).
Apresentam grande interesse na area da salde por possuirem um efeito
hipocolesterolemiante, sendo comprovado em varios estudos clinicos que uma ingestao
diaria de 1,5 — 3 g pode reduzir os niveis de colesterol LDL em 10 a 5% (Katan et al., 2003),
diminuindo assim a formagao de placas de aterosclerose (Trautwein e Demonty, 2007).
Estes compostos também sao conhecidos por possuirem efeitos anti-inflamatorios,
antiaterogénicos, antioxidantes e propriedades anticancerigenas (Li et al., 2007).

Contudo, o modo de vida moderno tem descurado a preparagao e ingestao dos
alimentos que contém naturalmente estas substincias, como vegetais, frutas, cereais e
algumas sementes. Por isso, o desenvolvimento de tecnologias de alimentos tem criado
produtos enriquecidos com fitosterodis como forma de atingir a dose recomendada.

Actualmente encontram-se no mercado variados produtos enriquecidos com
fitosterois, tanto em margarinas, iogurtes, leites, sumos, barras de cereais como em formas
farmacéuticas (comprimido ou capsula). Os fitosterodis por serem de origem natural podem

ser apresentados ao consumidor sem revelar os efeitos adversos e, na publicidade, destacam
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estudos clinicos para incentivar o seu consumo, nao revelando de forma concreta os
resultados evidenciados. Assim, com a crescente oferta deste mercado importa alertar os
riscos inerentes com o consumo indiscriminado deste tipo de produtos e também controlar
a qualidade e possivel adulteragao dos mesmos, de modo a garantir um elevado nivel de
proteccao da saude humana e dos interesses dos consumidores.

Por esse motivo, é essencial desenvolver metodologias para a analise de fitosterois em
diferentes matrizes alimentares, uma vez que cada matriz é Unica e as condigoes a ser
seleccionadas para optimizar a precisao e o rendimento dos compostos analisados diferem
para cada tipo de amostra.

A determinagao qualitativa e quantitativa de fitosterois encontra-se bem documentada
em varias matrizes alimentares como em legumes, vegetais, Oleos, frutas, cereais, pao,
margarinas e mais recentemente, em leites e iogurtes (Santos et al, 2007; Saraiva et dl,
201 la). Contudo, em matrizes sob a forma de comprido nao existem dados publicados, no
que diz respeito a esta tematica.

Neste contexto, pareceu-nos importante abordar o tema da qualidade e seguranga dos
fitosterois em matrizes sob a forma de comprimido, contribuindo para o desenvolvimento
de produtos hipocolesterolemiantes seguros.

O objectivo principal deste trabalho consiste no desenvolvimento e validagao de uma
metodologia analitica para a determinaciao de fitosterdis num suplemento alimentar sob a
forma de comprimido.

Com este trabalho, pretende-se responder a pontos de investigacdo que ainda se
encontram em aberto, sendo desenvolvido e validado um novo método cromatografico para
a determinagao de fitosterois, o qual foi comparado com métodos descritos na literatura
cientifica. Outro objectivo deste trabalho consiste na eventual aplicagio do método em
processos de controlo de qualidade, assegurando que a quantidade rotulada é semelhante a

quantidade determinada.

A presente dissertagao encontra-se estruturada em duas partes principais, designadas
por Parte | e Parte |l. Na Parte | encontra-se uma revisao da literatura sobre o tema,
enquanto a Parte Il se refere ao estudo efectuado no laboratorio.

Sendo assim, para uma melhor leitura e compreensao, a Parte | esta dividida em trés

capitulos: o capitulo | apresenta uma breve referéncia aos fitosterois, o capitulo 2 aborda a
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questao da seguranga alimentar dos suplementos alimentares com fitosterois e o capitulo 3
mostra uma revisao das metodologias analiticas desenvolvidas para a determinagao de
fitosterois, destacando os métodos cromatograficos. A Parte |l encontra-se dividida em dois
capitulos, em que no capitulo | se descreve o método desenvolvido e no capitulo Il
apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos na aplicagio do método ao suplemento

alimentar analisado.
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I. FITOSTEROIS

Os fitosterdis sao constituintes naturais das plantas que exercem diversas fungoes
essenciais nas suas células, como a regulagao da fluidez e da permeabilidade das membranas
celulares e, ainda, actuam como precursores de compostos biogénicos envolvidos no
crescimento das plantas, como é o caso dos brassinosteroides. Além disso, sao também
substratos para a sintese de numerosos metabolitos secundarios das plantas, como
glicoalcaldides e saponinas (Soupas, 2006; Ramos e Saraiva, 2009).

Segundo Johnsson (2004), o primeiro fitosterol foi descrito ha cerca de 150 anos por
Beneke, que descobriu um composto esteroide em ervilhas e falsamente assumiu que era o
colesterol, por apresentar uma estrutura semelhante. No entanto, passado 50 anos foi
estabelecido que o composto que Beneke identificou era, de facto, o sitosterol. Foi em 1897,
que referiram que todos os esterodis de origem vegetal deveriam ser classificados como
fitosterois.

O colesterol é o esterol mais abundante nos humanos, assumindo um papel
fundamental no organismo, uma vez que é o constituinte de todas as membranas celulares e
das lipoproteinas do plasma, especialmente das lipoproteinas de baixa densidade (LDL). No
entanto, elevados niveis de colesterol levam ao desenvolvimento precoce de doencas
cardiovasculares, que actualmente representam uma das principais causas de morte nos
paises desenvolvidos (Saraiva et al., 201 |a).

Os fitosterdis tém sido alvo de investigagdo no desenvolvimento de novos produtos
por apresentarem capacidade para reduzir os niveis de LDL e colesterol total, logo, é
essencial compreender toda a sua estrutura e interacgao que sera desenvolvido na secgao

que se segue.

I.1. Estrutura Quimica e Nomenclatura

O esqueleto basico dos fitosterois é o ciclopentanoperidrofenantreno, sendo muito
semelhante a estrutura do colesterol, por apresentarem um nucleo esteroide, um grupo 3p-
hidroxilo e uma ligagao dupla entre os carbonos 5 e 6. As principais diferencas encontram-se
na cadeia lateral, pela presenca ou auséncia do grupo metilo ou etilo, e a posi¢ao da ligagao
dupla (Abidi, 2001; Lutjohann, 2004; Lagarda et al., 2006; Trautwein e Demonty, 2007; Silva

et al., 2008), como se verifica na figura |.
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Figura | - Estrutura quimica dos fitosterdis mais relevantes (retirado de Trautwein e Demonty, 2007).

A designacao de fitosterodis refere-se a mais de 200 compostos diferentes que sao
encontrados em varias plantas e materiais marinhos (Trautwein e Demonty, 2007), sendo
classificados em dois subgrupos: os esterois e estanois vegetais.

De acordo com a sua estrutura e biossintese, os fitosterois podem ser divididos em
trés grupos: 4-desmetil, 4a-monometil e 4,4-dimetil. Os 4-desmetilesterois siao o grupo que
assume maior importancia, podendo existir como esterois livres (na forma de alcool) ou
podem estabelecer, através do hidroxilo no carbono 3, ligagdoes éster com acidos gordos ou
mais raramente com acidos hidrocinamicos ou ainda ligagoes éteres com agucares (Clifton,
2004; Lagarda et al., 2006).

Os esterdis vegetais mais representativos pertencem ao grupo 4-desmetil, que sao o
B-sitosterol  (24a-etilcolest-5en-3B3-ol), campesterol  (240-metilcolest-5en-3B-ol) e
estigmasterol (24a-etilcolest-5,22-en-3(3-ol)) que representam, respectivamente, cerca de
45-95%, 30% e 25% do total dos fitosterodis presentes em plantas (Lutjohann, 2004; FAQO,
2008). Relativamente aos estandis vegetais, que podem ser produzidos através da

hidrogenagao dos esterdis (FAO, 2008), apresentam-se na forma saturada e sem ligagoes
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duplas. Os compostos deste subgrupo encontram-se em menor abundancia na natureza,
sendo os mais comuns o B-sitostanol e o campestanol (Katan et al., 2003; Bernardes, 2010).

A literatura disponivel sobre as propriedades fisicas e quimicas dos fitosterois nao é
muito vasta. Contudo, sabe-se que sdao substancias insoliveis em 3agua, mas solUveis em
acetona e em acetato de etilo (FAO, 2008), apresentando pontos de fusao muito elevados
(Srinivasan et al., 2008), pois existem em forma de cristais lipidicos nas temperaturas comuns
a maioria dos alimentos. Para minimizar a cristalizagao sao esterificados com acidos gordos
insaturados para aumentar a solubilidade em lipidos (Srinivasan et al., 2008). Os fitosterois
esterificados sao compostos liquidos ou semi-liquidos, que apresentam caracteristicas fisicas
e quimicas compardveis as gorduras e O6leos comestiveis, permitindo assim que sejam
adicionados a varios alimentos (FAO, 2008).

Os fitosterdis sio compostos muitos estdveis a temperatura ambiente, mas a
temperaturas elevadas (acima de 100°C) podem sofrer oxidagao (FAO, 2008). Os estanois
por serem compostos saturados sao mais resistentes a oxidagao, no entanto, de acordo He
et al. (2013), a sua aplicagao tem sido limitada por apresentarem fraca solubilidade em dleo e
insolubilidade em agua. Desse modo, muitos estudos tém-se concentrado na modificagao da
estrutura quimica dos fitosterodis na presenga de enzimas, catalisadores quimicos ou liquidos

ionicos para melhorar a sua solubilidade em dleo.

2. ORIGEM E OCORRENCIA

2.1. Fontes naturais

Os fitosterois existem naturalmente em todos os alimentos de origem vegetal
encontrando-se na sua forma livre ou na sua forma de ésteres (Ramos e Saraiva, 2009).

Independentemente da origem dos fitosterdis sio compostos que tém sido utilizados
em varias aplicagoes de salde e alimenticias.

As fontes naturais mais importantes dos fitosterdis na dieta humana sao os oleos e as
margarinas, embora também estejam presentes numa variedade de sementes, leguminosas,
vegetais e oleos vegetais nao refinados (Piironen et al., 2000; Lagarda et al., 2006; Trautwein
e Demonty, 2007), como se confirma na tabela |. E importante mencionar que, a
composicao de fitosterdis em certos Oleos vegetais tem sido utilizada para a sua
identificacdo, sendo assim, sio muitas vezes usados como marcadores para avaliar a

autenticidade dos oleos (Abidi, 2001).
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Tabela | - Teor de fitosterdis em alguns alimentos seleccionados (retirado de Abidi, 2001; Ramos e Saraiva,

2009).

Alimentos

Total Fitosteréis (mg/

100g)

Oleo de farelo de arroz 1190
" Oleo milho 968
.g Oleo de sésamo 865
00
g Oleo de girassol 444
8 Oleo de soja 250
‘0 Azeite 221
Oleo de amendoim 207
Sementes de sésamo 404
§ Sementes de girassol 322
2 Sementes de linhaca 213
z Améndoas 143 - 208
g Amendoins 116 - 220
qE; Avelas 138
v
Nozes 128
Milho 178
Centeio 91 -110
2
9 Cevada 59-83
o
o Trigo 60 - 69
Aveia 33-52
Maracuja 44
Laranja 24
n Banana 14
K| _
go Maga 12
> Péra 8
o
§ Couves de Bruxelas 43
E Brocolos 39
Cenoura 16
Tomate 7

Os cereais, apesar de possuirem uma menor quantidade de esterdis em relagao aos

oleos, sao os que contribuem mais significativamente na dieta, por serem geralmente mais

10



Capitulo | — Os fitosteréis na alimentagdo
consumidos (Lagarda et al., 2006). Ao analisar os teores de fitosterdis em diferentes cereais,
verifica-se que o centeio € uma melhor fonte que a aveia (Piironen et al.,, 2000). As frutas e
os vegetais nao sao as melhores fontes naturais de fitosterdis comparando com os oleos e
os cereais, no entanto, a sua contribuicao na ingestao diaria através da dieta é relevante
(Piironen et al., 2000).

Segundo Phillips et al. (2005), as nozes e as sementes tém sido constantemente
associadas em estudos epidemioldgicos e ensaios clinicos, com redugao dos niveis de
colesterol e diminuicao da incidéncia de doengas cardiovasculares, afirmando entao que sao
ricas fontes de fitosterois.

Os estanois vegetais podem também ser encontrados em determinados alimentos, mas
em concentragoes muito mais baixas, como em alguns cereais (centeio, milho, trigo) e em
oleos nao hidrogenados (Piironen et al., 2000; Trautwein e Demonty, 2007).

O conteudo de fitosterol na planta nio é constante, uma vez que diversos factores
como os genéticos, as condigoes da cultura, o periodo da colheita e o processamento de

alimentos influenciam significativamente a sua concentragao no produto final (Ramos e

Saraiva, 2009).

2.2. Ingestao Diaria Média

Numa alimentagao normal, ou seja, com alimentos nao enriquecidos, o consumo de
fitosterois varia de uma populagiao para outra, uma vez que depende do pais e do tipo de
alimentagao (Bernardes, 2010).

Os vegetarianos podem consumir | g/dia de fitosterdis, enquanto outras dietas podem
consumir menor quantidade (Lagarda et al., 2006), como é o exemplo da dieta ocidental que
contribui com uma ingestao diaria entre 150 — 400 mg por pessoa (EFSA, 2008).

Conforme o paragrafo anterior, a ingestao de esterodis vegetais varia entre 150 a 400
mg/ dia (Lagarda et al., 2006; Trautwein e Demonty, 2007), com uma média de 65% de
consumo como [-sitosterol, 30% de campesterol e 5% de estigmasterol (Trautwein e
Demonty, 2007). Relativamente aos estandis, a ingestao didria média corresponde a 10% do
total de fitosterdis ingeridos, o que se deve a sua menor disponibilidade na natureza (Ramos
e Saraiva, 2009).

Contudo, a ingestao média estimada que ocorre naturalmente na dieta constitui apenas
cerca de 10 — 20% da ingestao recomendada de 2g/ dia para reduzir a hipercolesterolemia

(Saraiva et al.,, 201 la). Pela andlise da tabela |, para um consumo de 2g de fitosterodis em
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alimentos € necessario uma quantidade substancial de alimentos, ou seja, 4,6 Kg de couve-
de-bruxelas, 1,4 Kg de avelas ou 62lg de sementes de girassol. Por esse motivo, o
enriquecimento de determinados alimentos e a formulagao de suplementos alimentares com

fitosterois apresenta um grande interesse.

2.3. Fitosterois como suplementos alimentares

Como se referiu anteriormente, a esterificacao de fitosterdis aumentou a solubilidade
em lipidos, permitindo assim a sua incorporagao em variados alimentos.

Apesar dos fitosterois serem consumidos diariamente através de alimentos, os valores
nao sao significativos para uma reducao de colesterol (Tasan et al, 2006), sendo por isso,
uma oportunidade de comércio, tanto na industria alimentar como na indUstria farmacéutica.

A utilizacao de fitosterois com fins terapéuticos tem sido efectuada através da ingestao
de alimentos funcionais, produtos industrializados com a adigdo desses compostos ou
através da ingestao de formas farmacéuticas (Breda, 2010).

As margarinas foram os primeiros produtos alimentares enriquecidos com fitosterois,
porém nao sao um produto indicado pelas orientacoes de salde propostas para o
tratamento de doengas cardiovasculares (Jones e AbuMweis, 2009). Desse modo, com o
desenvolvimento de novas técnicas sem afectar a textura e o sabor, introduziram outros
alimentos com baixo teor de gordura, como iogurtes, leite, creme de queijo para barrar,
barras de cereais ou sumos de fruta.

A industria farmacéutica introduziu no mercado fitosterdis na forma de comprimido
(como é exemplo, o Centrum Cardio®) ou em capsula, que podem ser uma melhor opgao
para pessoas que nao consomem os alimentos atras mencionados todos os dias, sendo as
formas de dosagem mais convenientes (Sorrentino, 2008).

Conforme sera abordado mais a frente neste capitulo, o colesterol — LDL é afectado
de maneira diferente quando os fitosterdis sao incorporados em diferentes matrizes
alimentares, isto € alto teor versus baixo teor de gordura e forma solida versus liquida. No
entanto, as diferentes directrizes alimentares que recomendam a ingestao de fitosterois para
reduzir os niveis elevados de colesterol — LDL nao fazem a distingao entre a ingestao de
margarina, comprimidos ou outras matrizes (Jones e AbuMweis, 2009; Ottestad et al., 2013).

De facto, verifica-se uma substituicao gradual de alimentos ricos em gordura para
alternativas mais saudaveis e facilmente introduzidas na dieta diaria. Tal desenvolvimento é

um desafio para a investigagao cientifica, uma vez que envolve a produgao de fitosterdis com
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maior solubilidade no sistema gastrointestinal de modo a obter uma redugao de colesterol

mais eficiente (Ramos e Saraiva, 2009).

3. PROPRIEDADES DOS FITOSTEROIS

A pesquisa e o desenvolvimento dos fitosterodis tém atraido muita atengao devido as
suas propriedades benéficas, incluindo principalmente os efeitos na redugao do colesterol
(Cherif, 2012; Ottestatd et al., 2013), efeitos anti-inflamatoérios (Li et al, 2007; He et dl,
2013), antiaterogénicos (Trautwein e Demonty, 2007; He et al, 2013), actividades
antioxidantes (Berger et al,, 2004; Li et al, 2007) e propriedades anticancerigenas (Awad e
Fink, 2000; Lagarda et al., 2006; Li et al., 2007), que seguidamente serao analisadas.

Estes compostos sao Uteis na industria farmacéutica, uma vez que sao utilizados na
producao de medicamentos hormonais e, ainda, na indlstria cosmética, por serem
emulsionantes (Abidi, 2001; Fernandes e Cabral, 2007; Cherif, 2012).

Recentemente, o Painel da EFSA (European Food Safety Agency) sobre Aditivos
Alimentares e de Fontes de Nutrientes adicionados a Alimentos, concluiu que o
estigmasterol pode ser utilizado como um emulsionante, para gerar e manter a presenca de
dispersoes de gelo num cocktail alcodlico congelado (EFSA, 2012).

O fitosterol mais intensamente investigado é o B-sitosterol e, segundo Cherif (2012),
apresenta propriedades anti-inflamatorias, antineoplasicas e actividades imunomoduladoras.
Além disso, os fitosterdis mais abundantes na natureza apresentam também efeitos
antioxidantes. Segundo aquele autor, estes compostos podem contribuir para a oxidagao de
oleos durante o aquecimento, a exposi¢ao a radiagao ionizante, luz, catalisadores quimicos
ou enzimaticos.

Apesar do impacto benéfico que apresentam na area da saude, a probabilidade do
aparecimento de efeitos adversos aumenta com o crescente consumo dos alimentos
enriquecidos e a formulagao de suplementos alimentares com fitosterois presentes no

mercado. Ainda que, esses efeitos sejam raros importa referi-los neste trabalho.
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3.1. Efeitos Benéficos

3.1.1. Efeito Hipocolesterolemiante

O beneficio mais importante dos fitosterois € o efeito redutor do colesterol no sangue
(Trautwein e Demonty, 2007).

A ligacao entre os fitosterois e o efeito redutor do colesterol ja vem desde a década
de 1950. O primeiro estudo em humanos foi em 1953, por Pollak, que observou o efeito
apos a administragao de 5-10 g/dia de B-sitosterol durante 8 meses. No entanto, ao realizar
um estudo semelhante em coelhos, Pollak observou que o B-sitosterol era pouco absorvido
e se presente em excesso bloqueava a absor¢ao de colesterol (Bernardes, 2010), sendo
portanto, necessario doses elevadas até 50 g/dia para atingir um efeito significativo de
reducao do colesterol. Contudo, na década de 1980, descobriu-se que a esterificagao dos
fitosterois com acidos gordos a partir de 6leos vegetais poderia facilitar a incorporagao
numa variedade de produtos alimentares. Desde dai, que varios estudos foram feitos em
humanos, demonstrando que, quando adicionados em alimentos, apresentam
significativamente valores menores de colesterol total e LDL (Trautwein e Demonty, 2007).

O efeito da redugao do colesterol — LDL foi estabelecido com uma ingestao diaria de
2g de fitosterois pelo National Cholesterol Education Program (NCEP), em 2002, o que veio
mais tarde a ser confirmado pela meta-andlise de Katan et al. (2003). Segundo os mesmos
autores, a ingestio diaria ideal de fitosterdis é de 2 g para uma redugao de 10% do
colesterol — LDL.

Num estudo conduzido por Acuff et al. (2007), observou-se que a ingestao de 1,3 g/
dia de fitosterois em capsulas foram efectivos na melhoria do perfil lipidico de individuos
hipercolesterolemicos, uma vez que apds 3 semanas de tratamento houve reducio de 7%
nos niveis de colesterol — LDL e um aumento de 9% nos niveis de colesterol — HDL.

Maki et al. (2013) num estudo semelhante ao anterior verificaram, também, que a
ingestao de |,8 g/ dia de um suplemento alimentar com fitosterdis em capsulas reduziram o
colesterol — LDL em 9,2% e o colesterol total em 7,4% e, ainda foram efectivos na reducgao
dos triacilglicerdis em cerca de 9,1% em individuos com hipercolesterolemia primaria.

Porém, Ottestad et al. (2013) também investigaram o efeito da ingestao diaria de 2g/dia

de fitosterois em capsulas, durante 4 semanas, nos niveis plasmaticos do colesterol — LDL, e
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verificaram que nao sao uma estratégia eficiente em doentes com hipercolesterolemia leve a
moderada, uma vez que apenas observaram uma redugao de 2,7%.

Muitos estudos foram realizados para comparar a eficiéncia dos esterois vegetais e os
estandis vegetais, concluindo que a sua capacidade para diminuir o colesterol é idéntica
(FAO, 2008; Saraiva et al., 201 la). Apesar de alguns investigadores considerarem que, os
estandis sao mais eficientes por nao apresentarem praticamente nenhuma absorgao e, por
isso permanecerem por mais tempo no limen intestinal, onde interferem constantemente e
de forma mais eficaz com a absor¢ao do colesterol (Santos et al., 2007).

Os fitosterdis tém mostrado um efeito aditivo, tanto através do consumo de
suplementos alimentares com fitosterdis, como com o tratamento através de estatinas
(Ottestad et al., 2013). Goldberg et al. (2006) verificaram que comprimidos com estanois/
lecitina produzem uma redugao adicional de colesterol — LDL em individuos que ja se
encontrem em tratamento com estatinas. Nesse estudo, tomaram uma dose didria de 1,8 g
de estanodis, além de uma estatina, verificando uma diminuicao adicional de 9,1% nos niveis
de colesterol — LDL.

Um outro estudo recente que real¢a o efeito hipocolesterolemiante dos compostos
em estudo, conduzido por Awaisheh et al. (2013) em que avalia o efeito de suplementos
probioticos e suplementos de fitosterodis sobre o perfil lipido sérico e hepatico em ratos
hipercolesterolemicos, verificou que, quer individualmente, quer em associagiao, sao
benéficos na redugao do colesterol sérico e hepitico e, ainda nos niveis de triglicerideos,
mostrando a possibilidade de reduzir o risco de doencas cardiovasculares.

O efeito hipocolesterolemiante dos fitosterois esta bem comprovado cientificamente
em modelos humanos e em animais, demonstrando que sao seguros por meio século (He et
al, 2013). No entanto, o mecanismo de acgao dos fitosterois na redugao do colesterol, ainda
nao foi bem estabelecido, uma vez que existem varios mecanismos propostos para tal efeito,

como sera descrito no ponto 5 deste capitulo.

3.1.2. Efeito anti ateroscleroético

A regressao do desenvolvimento da placa aterosclerotica foi comprovada, sugerindo
um impacto benéfico no risco de doengas cardiovasculares.
Foram efectuados diversos estudos para verificar o efeito dos fitosterdis em modelos

de aterosclerose experimental em diferentes animais, verificando uma redugao nos ateromas
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e, como tal, uma redugao no desenvolvimento da aterosclerose (Trautwein e Demonty,
2007).

Berger et al. (2004) referem que os fitosterois podem reduzir o desenvolvimento da
aterosclerose, nao sé pela redugao dos niveis de colesterol no sangue, mas também por

possuir actividade antiaterogénica.

3.1.3. Efeito imunitario

Recentemente foi descoberto que os fitosterdis, especialmente o B-sitosterol, podem
ter efeitos no sistema imunitario do Homem. Estudos mostram que doses a partir de 60 mg/
dia de [-sitosterol em combinagdo com quantidades insignificantes de esterolinas melhoram
a funcao imunitaria de individuos afectados por varias patologias, como a tuberculose
pulmonar, virus da imunodeficiéncia humana (VIH), reacgoes alérgicas e artrite reumatodide
(Berger et al., 2004; Trautwein e Demonty, 2007). O mecanismo pelo qual o [-sitosterol e
as esterolinas melhoram a resposta imune deve-se ao facto, de estimularem a actividade das
células T auxiliares: Thl e Th2. (Trautwein e Demonty, 2007).

No entanto, o mecanismo pelo qual os fitosterdis exibem a sua actividade imunitaria

ainda nao esta totalmente esclarecido e mais investigagao neste tema € necessaria.

3.1.4. Efeito antioxidante

Os fitosterois podem apresentar outras propriedades bioldgicas importantes
relacionadas com a reducgao de espécies reactivas de oxigénio que sao produzidas (Duarte,
2011).

Segundo Berger et al. (2004), a ingestao de éster de estanol pode proteger as
particulas de colesterol-LDL contra a oxidagao. Assim, com base em estudos in vitro e
estudos em humanos existe uma possibilidade dos fitosterdis possuirem propriedades

antioxidantes.

3.1.5. Efeito anticancerigeno

Segundo um estudo conduzido por Awad e Fink (2000) foram observados efeitos
antitumorais dos fitosterodis, mais concretamente do [3-sitosterol em células cancerigenas

provenientes do cancro da proéstata, colon e da mama.
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E importante referir que a protecgao para os varios tipos de cancro proporcionados
pelo consumo de fitosterdis ocorre com os mesmos niveis utilizados para baixar o
colesterol no sangue (Awad e Fink, 2000).

Os fitosterois tém sido associados com a inibicdo do crescimento de células
cancerigenas, angiogénese e a apoptose de células do cancro no pulmao, do estémago, da
prostata, do ovario e da mama (Berger et al., 2004; Sosinska et al., 2013).

A importancia dos fitosterodis no tratamento do cancro € limitada e mais pesquisa é
necessaria, uma vez que as evidéncias disponiveis até ao momento, quer in vitro, quer in vivo
sugerem que estes compostos sao efectivos, ndo apenas como agentes preventivos, mas

também no tratamento do cancro.

3.2. Efeitos Adversos

Os fitosterois sao recomendados por varias organizagdes como forma terapéutica para
reduzir o colesterol, com ingestao diaria de 2 g. Desse modo, se consumidos na dose
recomendada sio bem tolerados, nao apresentando efeitos adversos, conforme admite a
EFSA (2008), sendo por isso classificados como um produto “geralmente reconhecido como
seguro” (GRAS) pela FDA — Food and Drugs Administration dos Estados Unidos da
América.

Com o aumento progressivo de produtos enriquecidos com fitosterdis torna-se
provavel que os consumos recomendados nao sejam seguidos, levando a ingestao de doses
elevadas.

Uma preocupagao relevante no consumo elevado de fitosterdis € a redugao da
absor¢ao de algumas vitaminas lipossoluveis, especialmente o a-tocoferol e o a e PB-
caroteno. Como os carotendides e os tocoferdis sao transportados pelas lipoproteinas
(especialmente as LDL), as suas concentragoes podem estar afectadas pela diminuicao da
concentragao plasmatica do colesterol LDL. Estudos randomizados demonstraram que os
fitosterois diminuem a concentragao sanguinea de B-caroteno em cerca de 25%, a de a-
caroteno em cerca de 10% e a vitamina E em cerca de 8% (Trautwein e Demonty, 2007;
Jones e AbuMweis, 2009). A EFSA (2012) também mostra que com a ingestao de margarina
enriquecida com 3g/ dia de fitosterodis durante um ano, as concentragoes dos carotendides
no sangue reduziram 33%. Sendo assim, o Comité Cientifico da Alimentagaio Humana
(CCAH) da Uniao Europeia recomenda o consumo de fontes naturais destas vitaminas, ou

seja, vegetais ricos em carotendides e frutas (EFSA, 2008).
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Este estudo centrou-se num multivitaminico que contém esterois vegetais, possuindo
também as vitaminas que podem estar afectadas, sendo por isso, um efeito que pode estar
minimizado com o consumo deste produto. Porém para comprovar tal afirmagao, seria
necessario fazer um ensaio clinico.

Outro efeito negativo dos fitosterois € a sitosterolemia ou fitosterolemia, que é uma
doenga autossomica recessiva rara, que se caracteriza por uma absorcao excessiva de
fitosterois e niveis baixos de excregao biliar (Ramos e Saraiva, 2009), resultando na
acumulagao destes compostos no plasma e nos tecidos (Bernardes, 2010). Esta doenga
caracteriza-se por xantomas nos tendoes, doenga corondria prematura, artrite e artralgias.
Segundo Patel (2008), os doentes tém mutagoes nos transportadores ABCG5 e ABCGS,
resultando numa diminuicdo do transporte de fitosterdis dos enterocitos para o limen
intestinal e numa redugao da secregao destes compostos na bilis. Assim sendo, os individuos
com sitosterolemia apresentam valores de fitosterodis muito superiores aos valores normais,
uma vez que absorvem 25-60% de 2g/dia e apenas excretam uma pequena percentagem
através dos acidos biliares (Eussen et al, 2010). E indicado que os doentes com esta
alteragao metabolica evitem o consumo de produtos enriquecidos com fitosterois, uma vez
que apresentam um risco aumentado de sofrer de doencas cardiovasculares e aterosclerose
precoce (Katan et al, 2003; IFST, 2011). Outros sinais e sintomas importantes da
sitosterolemia sao as manifestacoes extra-vasculares — alteracao da forma dos eritrocitos,
trombocitopenia e anemia hemolitica (Bernardes, 2010). Segundo este autor, aqueles efeitos
estio relacionados com o conteudo anormal de esterdis na membrana dos eritrocitos,
tendo os fitosterois facilidade em integrar-se nas membranas celulares. Contudo, ainda nao
se sabe se estes efeitos sao devidos a ingestao de fitosterdis ou a uma diminuicao da
concentracgao de colesterol.

Portanto, os consumidores devem evitar o consumo excessivo ou inadequado de
produtos enriquecidos com fitosterdis, tal como os fabricantes destes produtos devem ser
vigiados de modo a que nao ponham em causa a saide humana. Nesse sentido, no capitulo

do presente trabalho sera abordada a questao da seguranga alimentar destes produtos.

4. METABOLISMO

No inicio do presente capitulo, referiu-se que os fitosterdis e o colesterol sao

estruturalmente semelhantes, no entanto a sua utilizagao pelo organismo ¢ diferente.
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Os humanos absorvem 55% a 60% do colesterol ingerido, enquanto a absorgao
intestinal de fitosterodis € muito menor (Katan et al., 2003; Lagarda et al., 2006; Trautwein e
Demonty, 2007; Ellegard et al,, 2007; Gonzalez-Larena et al., 201 |; Christie, 2012).

Segundo Trautwein e Demonty (2007), as taxas de absorgao para os principais
fitosterdis sio 3,1 — 4,5% para o [-sitosterol, 9,4 — 14,8% para o campesterol,
aproximadamente 4% para o estigmasterol e para o sitostanol e campestanol apresentam
valores ainda mais baixos (0,1 — 2%). Estas diferengas de absorcao dependem da estrutura
molecular destes compostos (Ellegard et al., 2007), isto ¢, o comprimento da cadeia lateral e
a presenca da dupla ligagao podem ser considerados factores interferentes e, dessa forma, os
compostos que apresentam cadeias laterais de maior comprimento sao os menos
absorvidos, devido a sua natureza hidrofobica (Breda, 2010).

A absorgao dos fitosterodis ocorre sob as mesmas condigoes que as do colesterol e
outros lipidos, uma vez que tém que ser incorporados nas micelas para serem absorvidos.
As micelas interagem com a membrana da bordadura intestinal, facilitando a absorgao dos
esterois pelos enterocitos. No entanto, tanto o colesterol como os fitosterodis, para serem
absorvidos necessitam da proteina Niemann- Pick C-1 like-I (NPCILI), um transportador
localizado na membrana apical (Trautwein e Demonty, 2007). Para além desta proteina
responsavel pelo influxo dos esterdis, o enterocito contém ainda uma classe de proteinas de
membrana designadas como Adenosina trifosfato-binding cassette (ATP — binding cassette —
ABCGS5, ABCG8 e ABCI), que promovem o efluxo activo do colesterol e dos fitosterois
para o lumen intestinal (Rodrigues, 2009).

Uma vez nos enterdcitos, o colesterol e os fitosterdis sao esterificados pela acetil-
coenzima A (ACAT) antes de ser incorporado nas quilomicron. O colesterol é depois
libertado na membrana basolateral, por exocitose, e deixa o intestino através dos vasos
linfiticos em direccao ao figado, enquanto os esterdis vegetais sao langados na corrente
sanguinea. Porém, estes ultimos sao pobres em ACAT e por isso, apenas uma pequena parte
é esterificada, o que pode explicar a sua reduzida absor¢ao e a sua baixa concentragao
sanguinea (Trautwein e Demonty, 2007; Bernardes, 2010). Os esterdis e estandis nao
esterificados podem ser transformados pela flora intestinal produzindo metabolitos como o
coprostanol e a coprostanona (Khalf, 2007).

Estudos sobre a absorgao, distribuicao, metabolismo e excregao tém mostrado que os
fitosterois sao fracamente absorvidos a partir do intestino e a quantidade que é absorvida é

rapidamente eliminada através da bilis, conforme se assegura na tabela 2.
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Tabela 2 - Resumo do metabolismo dos esterdis vegetais e animal (retirado de Koschutnig, 2009).

Colesterol Esterois Estanois

Ingestao
300 — 500 mg/d 150 — 450 mg/d 10 — 60 mg/d
alimentar
Fontes Carne, gema de ovo, Oleos vegetais, cereais, frutas, Trigo, centeio,
alimentares produtos lacteos vegetais, bagas milho
Sintese
800 — 1200 mg/d Nao sintetizados Nao sintetizados
endégena
Absorcao 30-60 % 5-15% 0,1 -2%
Concentrac¢iao
140 — 320 mg/dL 03-1,7mg/dL 0,01 mg/ dL
plasmatica
Excrecio 40 - 60 % 85-95% >98 %

5. MECANISMO DE ACCAO

Como se mencionou nas propriedades, os fitosterdis quando ingeridos uma vez por
dia reduzem os niveis de colesterol — LDL. Tal efeito pode sugerir varios mecanismos de
acgao que, até ao momento, ainda nao estao totalmente esclarecidos.

Na década de 1960 acreditava-se que os fitosterdis competiam com o colesterol pela
incorporagao nas micelas mistas. Desde entao, tem sido sugerido que os fitosterois
interferem com a incorporagao do colesterol nas quilomicrons, por esse motivo,
actualmente, supoe-se que regulam varios genes envolvidos na homeostase do colesterol
(He et al, 2013).

Eussen et al. (2010), também acredita que o principal efeito da redugao do colesterol
deve-se a competicao entre os fitosterdis e o colesterol da dieta pela solubilizagao nas
micelas. Uma vez que os fitosterdis sao mais lipofilicos do que o colesterol, apresentam
maior afinidade pela micela, resultando num deslocamento do colesterol (biliar e dietético)
do interior das micelas para o lumen intestinal, inibindo assim a absorgao intestinal do
colesterol (Eussen et al; 2010; Ottestad et al., 201 3).

Contudo, outros possiveis mecanismos de acgao sao propostos, como a interferéncia
no processo de hidrolise dos ésteres do colesterol, uma vez que, sendo semelhantes

estruturalmente, os ésteres dos fitosterdis podem ser utilizados como substratos,
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diminuindo a actividade da esterase e originando uma menor absorg¢ao do colesterol (Eussen
et al; 2010).

Um diferente mecanismo de accao proposto é a estimulagio da expressao dos
transportadores ATP — binding cassette — pelos fitosterdis, uma vez que estes
transportadores, principalmente o ABCI, nao distinguem o colesterol dos fitosterdis, ou
seja, nao sao selectivos, podendo promover o efluxo dos fitosterodis para o limen intestinal

(Trautwein e Demonty, 2007; Eussen et al.; 2010).
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Os efeitos benéficos que os fitosterois mostram na area da salude tém levado ao
desenvolvimento de novos produtos. A industria alimentar tem apostado grandemente no
enriquecimento de alimentos com estes esterdis, denominando-se como alimentos
funcionais, por possuirem a fungao de melhorar a saide e reduzirem o risco de contrair uma
doenga. A industria farmacéutica, averiguando a énfase destes alimentos, apostou também na
formulagao de suplementos alimentares com a adigao de fitosterais.

O consumo de suplementos alimentares, por vezes é feito tendo o objectivo da
melhoria do estado de saude do consumidor, através das propriedades atribuidas ao
consumo de algumas espécies vegetais. Contudo, o seu consumo pode levantar questoes
relativas a seguranga alimentar, sendo analisado neste capitulo, os riscos inerentes com a ma
utilizagao destes produtos e a legislagao aplicavel aos suplementos alimentares e igualmente

aos produtos enriquecidos com fitosterais.

I. A UTILIZAGAO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES E FITOSTEROIS

O consumidor tende a cometer erros no uso dos suplementos alimentares por nao
ter conhecimento da importancia da adequagao da Dose Diaria Recomendada (DDR). Sendo
assim, o consumidor pode exceder a toma didria indicada sem saber as consequéncias que
lhe surgem, como também pode sofrer efeitos adversos inerentes a uma determinada planta
sem perceber a sua origem (Costa et al., 2012).

Os suplementos alimentares sao géneros alimenticios e nao medicamentos, por isso,
nao apresentam na embalagem, a lista de reacgoes adversas ou contra-indicagoes. A sua
utilizagao pode estar dependente apenas do consumidor (Fernandes, 2009), sendo por isso,
indispensavel um controlo e vigilancia deste mercado, uma vez que qualquer pessoa pode
adquirir livremente este tipo de produtos através de farmacias, parafarmacias,
supermercados e Internet (Costa et al., 2012).

Para compreender a posicao dos suplementos alimentares em Portugal, em 2006, a
Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica (ASAE) efectuou um questionario,
verificando que a maioria da populagao entrevistada ja consumiu ou ainda consome este tipo
de produtos. A informagao que lhes é concedida é, geralmente, através de profissionais de

salde ou pela experiéncia do consumo de amigos ou familiares e também pelos meios de
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comunicagao. Relativamente a utilizagao, os suplementos multivitaminicos e multiminerais
sao os maioritarios, seguido dos suplementos a base de plantas, sendo consumidos por
periodos irregulares e limitados no tempo, apesar de algumas pessoas referirem que
consomem durante todo o ano (Fernandes, 2012).

A utilizacao de suplementos multivitaminicos, regra geral, é considerada segura e
necessaria em certas situagoes pelo efeito de uma avaliagdo nutricional adequada. No
entanto, de acordo a Conferéncia do National Institutes of Health (NIH) sobre a
suplementagao multivitaminica e multimineral na prevencao de doengas croénicas ¢é
importante efectuar mais estudos sobre a sua eficacia e seguranca para chegar a conclusoes
firmes ou para elaborar recomendagdes a favor ou contra destes suplementos (NIH, 2006).
Além disso, nao se pode esquecer do efeito cumulativo dos suplementos e alimentos
enriquecidos, por serem excedidos os limites superiores para alguns nutrientes. E, por isso,
importante assegurar que as concentragoes dos agentes bioactivos se situam entre limites
seguros, sendo fundamental as indicagdes do fabricante para garantia de uma cadeia de
responsabilidades na colocagao do produto no mercado (Costa et al,, 2012).

O suplemento alimentar em estudo, para além de conter vitaminas e minerais,
essenciais para uma melhoria de qualidade de vida, possui também fitosterois. Como se
referenciou, estes Ultimos derivam das plantas, e segundo Durao (2008), sao inumeros os
extractos de plantas utilizados em suplementos alimentares que contém fitoquimicos com
actividade bioldgica que pode ter efeitos terapéuticos nesta area, como por exemplo, a
semente de linhaga, o feno-grego, o Saw Palmetto a quem sao atribuidas actividades
hipocolesterolemiantes.

A utilizagao apropriada de suplementos alimentares a base de plantas é perfeitamente
seguro e pode trazer beneficios, mas o seu uso indiscriminado ou excessivo pode ser
perigoso, tais como, a interacgao com medicamentos, uma vez que muitas vezes os médicos
nao tem conhecimento que o seu paciente toma este tipo de produtos, e ainda a falta de
consisténcia na composicao, adulteragao ou contaminagao com metais pesados, por exemplo
(Durao, 2008).

Os suplementos alimentares com a adigao de fitosterodis poderao ser prescritos, uma
vez que a eficacia dos fitosterois esta bem estabelecida (Durao, 2008). Além disso, a EFSA
(2008), autorizou a colocagao em todos os produtos com fitosterdis a seguinte alegacao de
saude: “ Os esterois vegetais reduzem o colesterol no sangue. A diminuigao de colesterol no

sangue pode reduzir o risco de doenga arterial coronariana.”
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Com o crescente aumento de suplementos alimentares e produtos enriquecidos com
fitosterois, tornou-se relevante adoptar medidas que protejam a salde dos consumidores e

que garantam o direito a informagao, o que se analisa no ponto seguinte.

2. LEGISLACAO

2.1. Suplementos Alimentares

Como se referiu no topico anterior, os suplementos alimentares sao géneros
alimenticios, estando por isso enquadrados na legislagao aplicada aos alimentos. Logo, a
responsabilidade de assegurar que a rotulagem representa justamente o conteldo do
produto e que os ingredientes sao seguros fica a cargo do produtor (Durao, 2008).

A Uniao Europeia fixou as normas relativas ao fabrico e comercializagao dos
suplementos alimentares na Directiva n° 2002/46/CE do Parlamento Europeu e do
Conselho. Em 28 de Junho de 2003, Portugal transpos esta Directiva no Decreto de Lei n°
136/2003, onde define suplementos alimentares como “géneros alimenticios que se destinam
a complementar e ou suplementar o regime alimentar normal e que constituem fontes
concentradas de determinadas substancias, nutrientes ou outras com efeito nutricional ou
fisiologico, estremes ou combinadas, comercializada em forma doseada, tais como capsulas,
pastilhas, comprimidos, pilulas e outras formas semelhantes, saquetas de po, ampolas de
liquido, frascos com conta-gotas e outras formas similares de liquidos ou pds que se
destinam a ser tomados em unidades medidas de quantidade reduzida”.

O Decreto de Lei n°® 296/2007, de 22 de Agosto veio alterar o artigo 3.° do Decreto
de Lei n.° 136/2003, onde define como “autoridade competente” o Gabinete de
Planeamento e Politicas do Ministério da Agricultura, sendo este o organismo responsavel
pelas medidas de politica relativas a qualidade e seguranga alimentar. Para colocar um
suplemento alimentar no mercado, o fabricante tem de notificar previamente a autoridade
competente, enviando obrigatoriamente um modelo do rétulo com que sera comercializado
o produto.

Um suplemento alimentar, para além da legislagao relativa a rotulagem dos géneros
alimenticios, é obrigado a conter as mengoes adicionais descritas no artigo 6° do Decreto de
Lei n° 136/2003, tal como nao é permitida qualquer mengao na rotulagem ou publicidade
que atribua aos suplementos propriedades profilacticas, de tratamento ou curativas de

doengas humanas, bem como nao é permitido declarar, expressa ou implicitamente, que uma
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alimentagao equilibrada e variada nao constitui uma fonte suficiente de nutrientes. Por esse
motivo, no suplemento alimentar em estudo apenas indicam que se destina a todos os
adultos que querem manter sob controlo os niveis de colesterol plasmatico, nao referindo
que pode reduzir o risco de doencas cardiovasculares.

A inclusao de informagao nutricional é uma fonte importante para o consumidor.
Desse modo, o teor de nutrientes ou substidncias com efeito nutricional ou fisiologicos
presentes no produto devem ser declarados no rotulo sob forma numérica, através de uma
rotulagem completa e de facil compreensao.

Apesar de existir legislagao para os suplementos alimentares pode, em certos casos,
nao ser suficiente, e por esse motivo a Europa tem-se juntado com associagoes e empresas
desse tipo de produtos como forma de assegurar que a futura legislagao e politicas europeias

reflectirao a importancia do papel que este sector desempenha na saude dos consumidores.

2.2. Produtos enriquecidos com fitosterdis

Relativamente aos fitosterois, a sua aplicagio é controlada pelo Regulamento da
Comissao Europeia (CE) n°258/97, de 27 de Janeiro, que se refere a novos alimentos e
ingredientes alimentares. Para um novo alimento ou ingrediente alimentar ser colocado no
mercado, necessita de uma autorizagao especifica, envolvendo um processo de avaliagao de
seguranga rigoroso. Como se referiu no capitulo anterior, em 1999, os fitosterdis foram
classificados como um ingrediente seguro, sendo no ano seguinte aprovado na Europa, pelo
CCAH, a sua utilizagdo em margarinas. Segundo o Comité de Especialistas da FAO/WHO
em Aditivos Alimentares (JECFA), em 2008, diversas aprovagoes foram concedidas para
diferentes tipos de alimentos. E importante referir que, os produtos enriquecidos sé com
estanois nao necessitam de cumprir este Regulamento, uma vez que ja estavam no mercado
como alimento antes da introdugao desta legislagao.

De acordo o Regulamento (CE) n°1924/2006, de 20 de Dezembro, os alimentos e
suplementos alimentares com fitosterdis sao autorizados a conter a mengao: “redugao do
colesterol”. No entanto, este tipo de produtos nao requer uma avaliagao de eficacia, por
isso, os consumidores podem ser iludidos a comprar capsulas de fitosterois, com efeitos
menos comprovados que as margarinas (Ottestad et al., 2013).

Contudo, é evidente que os fabricantes devem seguir a ingestao diaria recomendada de

[,5 — 3,0 g para um adulto individual com caracteristicas de tamanho médio, segundo a EFSA
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(2008), ou como o National Cholesterol Education Program, que recomenda a ingestao
diaria de 2g de fitosterdis para diminuir elevados niveis de colesterol LDL (NCEP, 2002).
Nesse sentido, a CE emitiu o Regulamento n° 608/2004, de 3| de Margo, relativo a
rotulagem de alimentos e ingredientes alimentares aos quais foram adicionados fitosterais,
ésteres de fitosterol, fitostanois e/ou ésteres de fitostanol. Tal como os suplementos
alimentares, os produtos enriquecidos com fitosterdis devem seguir a legislagao relativa a
rotulagem dos produtos alimentares, e ainda devem conter as seguintes informagoes:
= A mengao visivel e legivel “com adigao de esterois/estandis vegetais”;
= A quantidade de fitosterdis, ésteres de fitosterol, fitostandis ou ésteres de
fitostanol adicionados (expressa em % ou g de esterois/estanodis vegetais livres
por 100 g ou 100 ml do produto alimentar) tem que constar na lista de
ingredientes;
= A indicacio de que o produto se destina exclusivamente a pessoas que
desejam reduzir os niveis de colesterol no sangue, nio excedendo um
consumo superior a 3g/dia de fitosterois adicionados;
= A indicagao de que os pacientes com medicagao para reduzir o nivel de
colesterol s6 deve consumir o produto sob vigilancia médica;
= A indicagao, facilmente visivel e legivel, de que o produto pode nao ser
adequado do ponto de vista nutritivo para mulheres gravidas ou lactantes e
criancas de idade inferior a cinco anos;
= A recomendagiao do consumo do produto integrado numa dieta equilibrada e
variada, que inclua o consumo frequente de frutas e produtos horticolas para
ajudar a manter os niveis de carotendides;
= E uma definicao de dose do alimento ou ingrediente alimentar em causa (de
preferéncia em g ou ml) com a declaragao da quantidade de esterois/estanois

vegetais contida em cada dose.

Apos pesquisa do enquadramento legal, e ao analisar o rétulo do suplemento alimentar
em estudo verificou-se que o mesmo cumpre as regras impostas pelos Regulamentos acima
mencionados.

Para finalizar este capitulo, tem-se assistido a um interesse crescente na analise
qualitativa e quantitativa de fitosterodis, de modo a assegurar que os produtos presentes no

mercado apresentam as quantidades recomendadas para reduzir os niveis de colesterol.
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A anilise de fitosterdis € essencial para a avaliagao analitica da qualidade e possivel
adulteragao dos produtos comercializados. A determinagao analitica dos fitosterois constitui
quase sempre uma tarefa complexa, devido a polaridade destas substancias, ao baixo teor e a
disponibilidade em que se encontram nas matrizes alimentares.

Inicialmente, os fitosterdis foram determinados através de métodos enzimaticos e
espectrofotométricos, porém, os problemas de interferéncias e falta de especificidade para
determinarem a quantidade total de fitosterdis levou a adopgao de métodos cromatograficos
(Silva et al., 2008; Ramos e Saraiva, 2009). Contudo, de acordo os ultimos autores deve ser
utilizado uma metodologia validada, de modo a minimizar certas variagdes na determinagao
de fitosterais.

Actualmente, nao existem métodos de referéncia desenvolvidos para andlise de
fitosterois em géneros alimenticios enriquecidos. Existem apenas alguns métodos de
referéncia internacional aprovados pelas organizagoes como Association of Official Analytical
Chemists (AOAC), American Oil Chemist’s Society (AOCS), e International Organization
for Standardization (ISO) para a analise de fitosterois em oleos e gorduras (Ramos e Saraiva,
2009).

A determinagao de fitosterdis é normalmente realizada por cromatografia gasosa
(GC), contudo, na literatura pesquisada existem também métodos de cromatografia liquida
de alta resolugao (HPLC) (Lagarda et al, 2006) e por espectroscopia de infravermelho com
transformada de fourier (FTIR) (Yan et al, 2011). No entanto, por se tratar de moléculas
complexas, a GC acoplada a ionizagao de chama (GC-FID) e, sobretudo, a espectrometria
de massa (GC-MS) constitui a melhor e mais utilizada opgao para a separagao, identificagao e
quantificagao dos fitosterois (Saraiva et al., 201 | b; Winkler-Moser, 201 1).

Tipicamente, a andlise de fitosterois livres inclui a extracgao lipidica apos
homogeneizagao da amostra, saponificagao alcalina e/ou hidrdlise acida, extracgao dos
compostos insaponificaveis, separagao/purificagao do residuo, derivatizagao dos fitosterois e

andlise por cromatografia gasosa (Lagarda et al., 2006; Saraiva et al., 201 Ib).
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|. PREPARACAO DA AMOSTRA

A primeira etapa e a mais relevante na analise de fitosterodis é a preparagao da amostra.
Os objectivos nesta fase sao isolar a fracgao dos ésteres de esterol e de converter todos os
fitosterois conjugados ou esterificados em fitosterois livres para serem analisados por
cromatografia. Este processo depende da matriz e da forma original do fitosterol na amostra

(Lagarda et al., 2006; Winkler-Moser, 201 1).

I.1. Extraccao

Os fitosterois presentes nas plantas ou em oleos vegetais podem ser extraidos através
dos solventes cloroférmio-metanol, cloroférmio-metanol-agua, n-hexano, diclorometano ou
acetona (Lagarda et al., 2006).

Para além da extracgao de fitosterois, outras substancias nao saponificaveis podem ser
extraidas, como ceras e alcoois alifaticos, e outras substincias que actuem como
interferentes, o que pode causar uma incorrecta quantificagao das substancias de interesse.
Desse modo, a extrac¢ao em fase solida (SPE) ou por fluidos supercriticos (SFE) também
pode ser aplicada em fitosterois livres e esterificados a partir de 6leos ou de gorduras
(Cunha, 2007).

Na extraccao por SFE, o solvente extractor é o dioxido de carbono usado em
condicoes de temperatura e pressao supercriticas e apesar de permitir uma rapida
extracgao, nao € muito comum por exigir investimentos elevados com a aquisicio do
equipamento.

Segundo Largarda et al. (2006), ao comparar a extracgao por solventes com a
extracgao por SPE, esta ultima é a que proporciona um fraccionamento mais rapido com

menor perdas dos analitos e que utiliza menores volumes de solvente.

1.2. Saponificacao

A saponificagao € uma etapa crucial para a conversao dos fitosterois, de modo a que
sejam soluveis em solventes apolares.
Segundo Lagarda et al. (2006), a hidrdlise acida com acido cloridrico, saponificagao

alcalina com hidroxido de potassio e extracgao com tolueno tem sido utilizadas para a
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determinagao dos fitosterois em produtos cerealiferos. No entanto, referem também que as
saponificagoes sao bastante incomodas para a analise de rotina e que a hidrdlise acida nao é
aplicavel a todas as estruturas de fitosterdis, nomeadamente os A’-fitosterédis, como o A’-
avenasterol e A’-estigmastanol, por se decomporem ou sofrerem isomerizagio apds um
curto periodo de hidrdlise acida.

Virios autores referem que a saponificagdo com hidroxido de potassio etanolico com
a adicao de um padrao interno, quer a temperatura ambiente ou por aquecimento, seguido

da extraccao do material insaponificavel, tem sido adequada para a maioria das matrizes

(Lagarda et al., 2006; FAO, 2008).

1.3. Extraccao da fraccao insaponificavel

Apods a saponificagao, adiciona-se um solvente ou mistura de solventes para a
extracgao das substancias de interesse.

Geralmente, em matrizes alimentares, a fracgao insaponificavel dos fitosterodis ¢é
extraida através de um solvente apolar, designadamente por n-hexano (Ahmida et al., 2006;
Santos et al, 2007; Silva et al., 2008; Saraiva et al, 201 la e b). No entanto, outros solventes
podem ser aplicaveis, como o heptano, éter dietilico, cloroférmio, ou as suas misturas

(Lagarda et al,, 2006; Winkler-Moser, 201 1).

2. DETERMINACAO

2.1. Métodos Cromatograficos

Na literatura, encontram-se para a analise de fitosterdis tanto técnicas de GC como de
Cromatografia Liquida (LC), apesar das primeiras serem mais frequentemente utilizadas,
devido aos niveis de sensibilidade proporcionados pelos detectores associados. De seguida,

aborda-se cada uma das técnicas.

2.1.1. Cromatografia Gasosa

Numa analise por GC, a volatilidade é um requisito imprescindivel, uma vez que os
fitosterois sao substancias pouco volateis e relativamente labeis a temperaturas elevadas,

pelo que a sua conversao quimica a éteres trimetilsililicos ou a derivados acetilados é uma
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etapa indispensavel (Abidi, 2001; Lagarda et al, 2006). Porém, os derivados trimetilsililicos
sao mais simples e rapidos de se formarem, além de serem substancias analogamente mais
volateis, menos polares e com maior massa molecular, logo apresentam um melhor
comportamento cromatografico do que os derivados acetilados (Abidi, 2001).

Os reagentes de derivatizacdo mais utilizados na andlise de fitosterois, de acordo
Lagarda et al. (2006), sao o N,O-bis-trimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA) com 1% de
trimetilclorosilano (TMCS) e o N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) em
piridina, no entanto, Saraiva et al. (201 1b) mostram que a mistura N-metil-N-trimetilsilil-
trifluoroacetamida (MSTFA) / |,4-ditioeritritol (DTE) / trimetilliodosilano (TMIS) apresenta
também uma boa opgao, sendo adicionados ao residuo da amostra, previamente seca em
atmosfera de azoto.

Relativamente as colunas cromatograficas, as colunas capilares de silica fundida tem
sido largamente aceites como colunas de eleicaio por apresentarem tempos curtos de
analise, menos interferéncias nos picos, uma melhoria na resolugao e uma alta estabilidade
térmica, além de possuirem uma grande durabilidade e flexibilidade (Abidi, 2001; Ahmida et
al., 2006).

Neste tipo de metodologia, a adicao de um padrao interno (Pl) a amostra é necessario
para se compensar perdas durante o procedimento analitico e, portanto, uma correc¢ao na
quantificacao dos compostos (Abidi, 2001). O padrao interno é tipicamente adicionado a
amostra antes da hidrolise acida ou alcalina, submetendo-se as mesmas condicoes de
extracgao que a amostra. No entanto, também pode ser adicionado depois da extracgao,
mas antes da derivatizagao. O Pl mais comum para quantificar os fitosterdis € o colestano,
uma vez que possui um tempo de retencao curto, apresentando pouca probabilidade de
interferir com os outros esterdis e a sua resposta € muito semelhante a maioria dos
fitosterois (Winkler-Moser, 2011). No entanto, outros padrdes internos podem ser
adicionados, tais como, a betulina, o coprostanol e o colestanol (Lagarda et al., 2006).

Conforme referido no inicio deste capitulo, a técnica GC-MS é a mais apropriada na
identificacao dos fitosterois, uma vez que permite a analise por monitorizagao selectiva de
ioes (SIM) ou uma analise completa de todos os ides (SCAN), bem como permite a avaliagao
da pureza do pico eluido (Abidi, 2001). Por outro lado, também se pode utilizar a
cromatografia gasosa com detecgao por ionizagao de chama (GC-FID), como ja foi referido

atras. Porém, a GC-MS permite a analise de matrizes mais complexas do que a GC-FID.
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2.1.2. Cromatografia Liquida

A cromatografia liquida de alta resolugao (HPLC) comparada com a metodologia
anterior possui a vantagem de trabalhar a temperaturas de coluna muito mais baixas, em
regra mesmo a temperatura ambiente, podendo, portanto ser adequada para a analise de
compostos termicamente instaveis, nomeadamente, os fitosterdis. Contudo, a alta
lipofilicidade destes compostos pode tornar a preparagao da amostra e a sua analise
cromatografica dificil (Abidi, 2001; Lagarda et al.,2006). Além disso, esta metodologia pode
nao apresentar selectividade suficiente na separagao de esterois e estanois (Ramos e Saraiva,
2009) e assim, pode haver um possivel risco de interferéncia de outros compostos que nao
os de interesse (Ahmida et al., 2006).

A anilise por HPLC pode ser realizada em colunas de fase reversa (RP), que permitem
uma separagao mais selectiva das substancias homologas e dos analogos insaturados (Lagarda
et al,2006). Existem outras possibilidades de detecgao como o ultravioleta (UV), detector de
diodos (DAD), detector evaporativo de dispersao de luz (ELSD) e deteccao de massa (MS),
porém, a RP-HPLC combinada com a detecgao UV ou ELSD tem-se mostrado util na analise
molecular de ésteres de glicosideos e glicosideos acilados (Lagarda et al.,2006).

Desse modo, até ao momento, nao existe uma técnica de LC tio eficaz na
determinagao de fitosterdis como a GC acoplada a espectrometria de massa (Ahmida et al.,

2006), por esse motivo, esta metodologia ira ser a eleita na andlise deste tipo de compostos.

Assim, neste trabalho foi implementada e validada uma metodologia de GC-MS para a
determinagao de fitosterdis num suplemento alimentar sob a forma de comprimido, sendo
descrita detalhadamente a explicagao do trabalho efectuado, bem como os resultados

obtidos na parte Il.
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|. AMOSTRAGEM

A investigagdo baseou-se num multivitaminico
completo que combina num sé produto os beneficios das
vitaminas e minerais com os dos esterois vegetais —
Centrum Cardio®, cuja fotografia da embalagem se pode
observar na figura 2.

O Centrum Cardio®, produzido nos laboratoérios
da Pfizer, é um suplemento alimentar com vitaminas,

minerais e com adicao de fitosterdis (Tabela 3),

Figura 2 - Embalagem do Centrum
Cardio® (Pfizer, 2012).

especialmente formulado para adultos que desejam manter saudaveis os niveis de colesterol

no sangue. Comparando a formula do Centrum® com a composigao do Centrum Cardio®,

neste suplemento, foram adicionados uma mistura de esterodis vegetais de origem natural e

aumentados os niveis de vitaminas B6, Bl2 e de acido

folico, para manter o coragao

saudavel, e de vitamina C e cobre, para manter niveis saudaveis de colesterol (Pfizer, 2012).

Tabela 3 - Composi¢ao do Centrum Cardio ® em dois comprimidos (retirado da embalagem).

VITAMINAS MINERAIS ‘

Vitamina A

(25% como B- 800 pg | Calcio 162 mg

Caroteno)

Vitamina D 5 ug | Fosforo 125 mg

Vitamina E I5 mg | Magnésio 100 mg

Vitamina K 30 yg | Ferro 5 mg

Vitamina C 120 mg | lodo 100 pg

Vitamina Bl I,4 mg | Cobre 1000 pg

Vitamina B2 [,75 mg | Manganésio 2 mg

Vitamina B6 4 mg | Crémio 40 pg

Vitamina B12 3 ug | Selénio 30 pg

Acido Félico 400 pg | Zinco 5 mg

Biotina 62,5 ug

Niacina 20 mg

Acido Pantoténico 7,5 mg
o veorras

1000 mg
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Este suplemento alimentar entrou no mercado em Junho de 2010 e apresenta-se ao
consumidor em embalagens de 60 comprimidos revestidos, com um consumo recomendado
de 2 comprimidos uma vez ao dia, durante ou apods as refeicoes, conforme o folheto
informativo do produto (ver Anexo ).

O suplemento alimentar em estudo foi comercialmente adquirido em farmacias e
parafarmacias localizadas na cidade de Coimbra, Portugal. Foram adquiridos dois lotes
diferentes do Centrum Cardio® (I TE020A e 2VA007) e um lote do Centrum® (I TT060),
isento dos compostos de interesse.

Para a realizagao deste estudo, procedeu-se a trituragao de 10 comprimidos Centrum
Cardio® (Figura 3) e 10 comprimidos Centrum®, com a ajuda de um almofariz, de modo a

homogeneizar a amostra e facilitar a sua analise laboratorial.

¥ A
‘V')‘
. e —)

Figura 3 - A amostra em comprimido e apds ser triturada.

As amostras foram devidamente identificadas e colocadas num local seco, com
temperatura inferior a 25°C num frasco fechado de vidro dmbar, de modo a estarem

protegidas da luz e do oxigénio atmosférico.

2. MATERIAIS

2.1. Reagentes Quimicos e solu¢des padrdo

Os padroes dos fitosterois em estudo foram o campesterol, campestanol,
estigmasterol, [B-sitosterol e [B-sitostanol que, assim como o colestano, utilizado como
padrao interno, foram obtidos através da Sigma-Aldrich (Madrid, Espanha). O padrao de a-
tocoferol foi também adquirido na Sigma.

Hidroxido de potassio, etanol absoluto e tolueno foram adquiridos na Merck
(Darmstadt, Alemanha) e o n-hexano foi adquirido na Sigma-Aldrich. A agua utilizada foi
destilada. O azoto e o hélio foram obtidos a Sogafer (Coimbra, Portugal). Os reagentes

utilizados para a mistura do derivatizante foram o N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida
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(MSTFA), que foi adquirido na Sigma, o |,4-ditioeritritol (DTE) obtido na Merck e o
Trimetilliodosilano (TMIS) que, também, foi adquirido na Sigma.

A solucao de hidroxido de potassio (KOH) 2,5 M foi preparada, dissolvendo 14 g de
KOH em 10 ml de 4gua destilada num balao volumétrico de vidro ambar de 100 mL. Depois
de estar dissolvida a solucao, aferiu-se com etanol absoluto.

O reagente de derivatizagio MSTFA:DTE: TMIS foi preparado misturando 5 mL de
MSTFA, 10 mg de DTE e 10 pL de TMIS.

As solugoes stock de fitosterois foram preparadas em etanol absoluto, com uma
concentragio de 2mg mL"', excepto B-sitosterol e B-sitostanol que foram preparadas com
uma concentragio de 10 mg mL™". As solugdes de trabalho foram feitas a concentragdes de
0,84 mg mL" para o campesterol, 0,73 mg mL"' para o campestanol, 0,22 mg mL"' para o
estigmasterol, 2,45 mg mL"' para o B-sitosterol e 3,0 mg mL"' para o B-sitostanol, preparadas
em etanol absoluto, através da diluicao das respectivas solugoes stock. A solugao de trabalho
do padrio interno (Pl), colestano, foi preparada a uma concentracio de 2 mg mL'. A
solugio padrio do a-tocoferol foi preparada a uma concentragio de 5 mg mL".

Todas as solugoes de trabalho foram armazenadas em recipientes ambar a -20°C *

2°C, para evitar a sua deterioragao.

2.2. Materiais e equipamento

No trabalho experimental foi usado o seguinte material e equipamento:
* Banho de ultra-sons Bandelin Sonorex RK100 (Berlim, Alemanha);
* Misturador vortex Retsh (Haan, Alemanha);
* Bloco de aquecimento com sistema de evaporagao de azoto (Reagente 5, Porto,
Portugal);
* Balanga analitica Mettler Toledo modelo AG 285 (Toledo, Suiga);
* Micropipetas da Gilson (Middleton, Estados Unidos da América);
= Estufa Memmert (Schwabach, Alemanha);

* Viais e capsulas da Chromacol (Dias de Sousa, Lisboa, Portugal).

O equipamento de cromatografia gasosa com detecgao por massa (GC-MS) da Agilent
Technologies (AT) (Soquimica, Lisboa, Portugal) consistiu em:
* Cromatégrafo AT6890N;

* Injector automatico AT 7683B;
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* Coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30 m de comprimento x 250 pm @ x
0,25 pym de espessura);

* Detector de massa AT5975 acoplado ao cromatografo utilizado;

» Software da Agilent Technologies “Enhanced ChemStation” para andlise de
dados;

* Computador Eurosys GFC-01051.

3. PROCEDIMENTO ANALITICO

O procedimento analitico aplicado a analise de fitosterois num suplemento alimentar
sob a forma de comprimido baseou-se nos métodos desenvolvidos por Santos et al. (2007) e

Saraiva et al. (201 Ib).

3.1. Saponificacao

Para um tubo de ensaio graduado de 15 mL, pesaram-se 10,0 + 0,2 mg de Centrum
Cardio®, adicionou-se 2,5 mL da solugao de hidroxido de potassio (2,5M) e, de seguida,
agitou-se no vortex até dissolugao parcial da amostra. Terminada esta etapa, colocou-se o

ensaio na estufa durante | hora a temperatura de 60°C.

3.2. Processo de extraccdao da fracgcdo insaponificavel

Apos a saponificagao alcalina, deixou-se arrefecer a amostra a temperatura ambiente,
adicionou-se | mL n-hexano e agitou-se no vortex. De seguida, adicionou-se 2 mL de agua
destilada e agitou-se no vortex.

Transferiu-se 100 pL da fracgao insaponificavel para um vial de derivatizagao e
adicionou-se 50 pL de padrao interno, colestano. Posteriormente colocou-se a solugao

organica a evaporar, suavemente, sob corrente de azoto a temperatura de 60°C.

3.3. Derivatizacao

Ao residuo seco, adicionou-se 50 pL de MSTFA:DTE:TMIS agitou-se no vortex

ligeiramente de forma a promover a completa dissolugao do residuo e procedeu-se a
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derivatizagdo dos fitosterdis por aquecimento a 60 °C durante 30 minutos. Depois de

concluida a reacgao de derivatizagao, colocou-se a injectar no sistema cromatografico.

3.4. Condi¢cdes cromatograficas

A determinacao das substancias em estudo foi efectuada por GC-MS. No sistema GC-
MS a injeccao efectuou-se automaticamente com um volume de injecgao de | pL, em modo
de “splitless”, em | minuto, com o injector a temperatura de 250 °C. Para a separagio
cromatografica usou-se uma coluna capilar, como referido no ponto 2.2. A temperatura
inicial da coluna foi de 200 °C, mantida durante | minuto. Apds esse periodo aumentou
20°C /min, até que se atingiu uma temperatura de 300 °C, a qual permaneceu durante |0
min (Santos et al, 2007). O hélio foi usado como gas vector com um fluxo constante de
I mL/min, com uma pressao inicial de 16.07 psi.

A temperatura do detector foi de 280 °C. O espectrometro de massas funcionou com
um impacto electrénico a 70 eV em modo “SCAN” numa gama de massas de 50 m/z a 550
m/z nos ensaios de identificagao e quantificagao das substiancias em analise, bem como, na
caracterizacao dos respectivos espectros de massa. O tempo de cada injeccao foi de 16
minutos. Entre cada injecgao, a seringa foi sempre lavada, em modo automatico, duas vezes
com tolueno.

A identificacao dos fitosterdis foi efectuada, comparando os tempos de retengao dos
picos cromatograficos obtidos na amostra com os dos padroes referidos no ponto 2.1., bem
como comparando os correspondentes espectros de massa. Os resultados foram analisados
equiparando os racios obtidos das areas dos picos dos fitosterdis da amostra com os do
padrao interno de cada cromatograma. Todas as corridas GC-MS foram realizadas em

triplicado.

3.5. Quantificacao

Para a quantificagao das substincias em estudo construiram-se curvas de calibragao a
partir de solugoes padrao com cinco niveis de concentragao. Para tal, a um vial de
derivatizagao adicionaram-se 20 pl, 40 pl, 60 pl, 80 pl e 100 pl da solugao padrao
campesterol, campestanol, estigmasterol e B-sitostanol e 50 pl, 100 pl, 150 pl, 200 pl e 250

pl da solucao padrao B-sitosterol. Apds essa adigao, colocou-se 50 pl de colestano (Pl) e
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procedeu-se a evaporagido do solvente até residuo seco, em corrente de azoto a 60 °C,

seguindo o tratamento igual ao das amostras.

4. VALIDACAO DO METODO DE ANALISE DE FITOSTEROIS NUM SUPLEMENTO

ALIMENTAR SOB A FORMA DE COMPRIMIDO

De modo a garantir que, o método analitico desenvolvido fornega resultados fiaveis e
representaveis sobre a amostra procedeu-se a validagao.
A validagao do método foi efectuada através da determinagao da selectividade,

linearidade, precisao e exactidao.

4.1. Selectividade

Segundo Ribani et al. (2004), a selectividade de um método é a capacidade de avaliar de
forma inequivoca o analito na presenga de componentes que podem interferir com a sua
determinagao, ou seja, sem interferéncias de nenhum outro composto presente na amostra.

Neste ensaio, analisou-se a amostra Centrum® utilizando a mesma metodologia
descrita no ponto anterior, de modo a verificar se possui interferentes que

comprometessem a identificacao e quantificagao dos compostos em analise.

4.2. Linearidade

A capacidade de obter, dentro de uma gama determinada, resultados directamente
proporcionais a concentragio da substincia na amostra define a linearidade do método
(Ribani et al., 2004).

A linearidade atesta a proporcionalidade entre as areas obtidas dos cromatogramas e
as concentragoes existentes nas amostras, sendo esta relagio maior, quanto mais proximo
de 1,0 for o valor do coeficiente de determinagio (r?).

Neste estudo, procedeu-se a avaliagao da linearidade através de solugoes padrao com
diferentes e conhecidos niveis de concentragao de fitosterois (campesterol, campestanol,
estigmasterol, B-sitosterol e B-sitostanol). O estudo da linearidade processou-se durante 3

dias.
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4.3. Precisao

A precisao define-se como o grau de concordancia dos resultados obtidos numa série
de andlises de uma mesma amostra, sendo usualmente, expressa através do desvio-padrao
relativo (coeficiente de variagao) (Bressolle et al., 1996; Ribani et al., 2004).

Neste estudo, a precisaio do método analitico foi avaliada através da repetibilidade e
precisao inter-dia, de acordo as recomendagoes da International Conference on Harmonization
(ICH, 2005). A repetibilidade foi avaliada analisando a amostra (Centrum Cardio®), em
triplicado, para o mesmo dia e a precisao inter-dia foi avaliada sobre as mesmas amostras,
utilizando as mesmas condigoes analiticas, mas em trés dias diferentes (nove repeticoes).
Com base no modelo da ICH (2005), a reprodutibilidade dos resultados nao foi avaliada,

uma vez que requer o envolvimento de diferentes laboratoérios.

4.4. Exactidao

A exactidao corresponde ao grau de concordancia entre os resultados de um
determinado ensaio e um valor de referéncia aceite como verdadeiro (Ribani et al., 2004;
ICH, 2005).

A exactiddio do método determinou-se através dos ensaios de recuperagao das
substancias em analise. A recuperagao esta relacionada com a exactidao, pois mostra a
quantidade de determinado composto recuperado no procedimento, em relagio a
quantidade real presente na amostra.

Para avaliar este parametro, foram fortificadas trés amostras de Centrum® com as
solugdes de trabalho mencionadas no ponto 2.l. deste capitulo, em triplicado, com trés

niveis diferentes apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Os diferentes niveis de fortificagao para cada composto.

Estigmasterol e
Fortificagao Campesterol | Campestanol B-sitosterol

B-sitostanol

N|ve| | 300 pl 200 pl 200 pl 500 pl

600 pl 300 il 400yl 1000 pl
900 l 400 600 pl 1500 yl
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Os ensaios de recuperagao foram analisados nas mesmas condigoes analiticas e a
exactidao foi avaliada através das percentagens de recuperagao para os 3 niveis de

fortificacao.

4.5. Limite de Deteccao

O limite de detecgao (LOD) define-se como a menor concentragao da substancia que
pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, sob condigoes experimentais
estabelecidas. O LOD indica a concentragao que a substancia pode ser detectada com cerca
de 99% de confianca (Ahmida et al., 2006). No entanto, uma leitura inferior ao limite de
detecgao nao significa a auséncia da substancia em andlise, apenas se pode afirmar que a
concentragao do analito em questao ¢ inferior a um determinado valor.

A determinagao do LOD baseada no sinal-ruido pode ser aplicada apenas aos
processos analiticos que apresentam ruido de linha de base. A determinagao da relagao sinal-
ruido é efectuada por comparagao dos sinais medidos a partir de amostras com baixas
concentragoes conhecidas do analito com as amostras em branco e que estabelece a
concentragao minima para a qual a substancia a analisar pode ser detectada com fiabilidade
(ICH, 2005). De acordo esta ultima referéncia, a relagao sinal-ruido entre 3:1 é usualmente
considerada aceitavel para calcular o limite de detecgao.

Assim, neste estudo, o LOD foi determinado pela razao sinal — ruido (S/R), de 3:1,
comparando o sinal obtido de amostras brancas com o sinal obtido da melhor curva analitica

de cada composto analisado.

4.6. Limite de Quantificacdao

O limite de quantificagao (LOQ) define-se como a menor concentragao de substincia
que pode ser quantificada na amostra, com exactidao e precisao aceitaveis, em condigoes
analiticas idénticas as utilizadas nas amostras (Ribani et al., 2004).

Os critérios utilizados para o calculo do LOD foram também os seleccionados para a
determinagao do LOQ, no entanto, segundo ICH (2005) a razao sinal-ruido tipica utilizada é
de 10:1.

Nesse caso, o LOQ foi determinado como sendo a concentragao que produziu uma
relagao sinal-ruido de 10 vezes nos cromatogramas de cada composto, analisado seguindo o

mesmo procedimento analitico do limite de detecgao.
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5. DESENVOLVIMENTO DO METODO

Foram ensaiados diferentes critérios analiticos durante o processo de determinagao
dos fitosterois no suplemento alimentar sob a forma de comprimido, de forma a desenvolver
um método simples que usasse o minimo de solvente possivel e fornecesse bons

rendimentos extractivos e uma precisao elevada.

5.1. Optimizacao da saponificacao e da extraccao

A saponificagao é o passo fundamental neste tipo de analise, uma vez que permite a
transformagao de compostos lipossollveis em compostos soluveis em agua, o que facilita a
extracgao de fitosterois por um solvente apolar.

Neste estudo, optou-se por uma saponificagao alcalina (solugao KOH em etanol), pelo
facto de usar solventes capazes de dissolver lipidos e de quebrar as ligagoes de esterificagao
existentes entre os fitosterois e os acidos gordos.

Para avaliar a concentragao e volume do reagente de saponificagio, bem como a
temperatura e o tempo desta etapa tomou-se como base o estudo efectuado por Santos et
al. (2007). Como tal, testaram-se os parametros abaixo mencionados, tendo-se obtido os
melhores resultados com as seguintes condigoes:

= Concentragao do reagente de saponificagao: 2,5 M KOH;
*  Volume do reagente de saponificagao: 2 500 pl;

» Temperatura de saponificagao: 60 °C;

= Tempo de saponificagao: 60 minutos.

Como estes critérios foram os melhores para a analise de leite e de iogurte
(Santos et al, 2007), optou-se por utilizar as mesmas condigoes para a matriz em

estudo, conseguindo-se obter bons resultados.

Apos o processo de hidrolise alcalina, a mistura foi dissolvida com um solvente ou uma
mistura de solventes, apropriados para as substancias de interesse, imisciveis em agua. Neste
estudo, a fracgao insaponificavel foi isolada com n-hexano puro, de forma a aumentar o
rendimento extractivo.

Com base nos estudos para o desenvolvimento do método analitico, como referido
anteriormente, o volume utilizado do solvente foi de | mL e acrescentou-se 2 mL de agua

destilada, para se obter uma melhor separagao das fases saponificavel e insaponificavel.
44



Capitulo | — Determinagdo Anadlitica Laboratorial

5.2. Optimizacao da derivatizacido

Os reagentes sililantes apresentam-se como os agentes derivatizantes de primeira
escolha relativamente a analise de fitosterois por cromatografia gasosa (Cunha, 2007).

As condigoes de derivatizagao foram seleccionadas, segundo o estudo de Saraiva et al.
(2011b), que comparou trés reagentes: N-(terc-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida
(MTBSTFA) e iodeto de amonio (NH,) na propor¢ao de 1000 pl: 4mg; N,O-bis-
trimetilsililtrifluoroacetamida (BSTFA) com 1% de trimetilclorosilano (TMCS) e N-metil-N-
trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA) / |,4-ditioeritritol (DTE) / trimetilliodosilano (TMIS)
na proporg¢ao de 5mL:10mg: | OpL.

Assim, no desenvolvimento desta etapa utilizou-se a mistura do MSTFA:DTE:TMIS por
ser a mais adequada, simples, rapida e sensivel e a reacgao de derivatizagao efectuou-se por

aquecimento a 60 °C durante 30 minutos.

5.3. Optimizacao das condicdoes cromatograficas

No que respeita ao processo cromatografico, este baseou-se na proposta de Santos et
al. (2007) e Saraiva et al. (201 1b). A coluna HP-5MS mostrou-se adequada para a separagao
das substancias em estudo. O modo “splitless” e o programa de temperatura estabelecidos

permitiram obter uma separagao eficiente dos fitosterois.

5.3.1. Optimizacao da quantidade de amostra

A escolha de uma amostra nao representativa pode originar equivocos que podem nao
ser compensados nas etapas seguintes do procedimento e que causam forgosamente erros
de quantificagao.

No decorrer desta investigagao, testou-se varias quantidades de amostra, entre 5 e 50
mg. Concluindo que, a quantidade optima seria de 10 mg, uma vez que com 5 mg apenas se
conseguiu detectar dois compostos, conforme figura 4 e com 50 mg obteve-se muitos
interferentes, nao tendo capacidade para ser totalmente hidrolisada, como se verifica na

figura 5.
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Figura 4 - Cromatograma da quantidade de 5 mg da amostra, isenta de padrio interno.
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Figura 5 - Cromatograma da quantidade de 50 mg da amostra, isenta de padrao interno.

5.3.2. Estudo do padrao interno

O padrao interno (Pl) é frequentemente utilizado em analises cromatograficas, sendo
adicionado numa concentragao conhecida a todas as amostras a serem analisadas que,

preferencialmente deve ser colocado antes do inicio do processo extractivo.
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Conforme referido na revisao da literatura, no capitulo Ill, um padrao interno é uma
substancia que apresenta um comportamento quimico e resposta analitica idéntica ao
composto em analise. Qualquer factor que afecte o composto em estudo ira também afectar
o padrao interno ao mesmo nivel, permitindo uma melhoria na extrac¢ao das substancias de
interesse.

Atendendo as caracteristicas intrinsecas das substancias em analise, procurou-se usar
um padrao interno que tivesse um comportamento extractivo e cromatografico idéntico aos
fitosterdis em estudo e que tivesse ausente na amostra. Por esse motivo, e perante o
limitado numero de padroes comercialmente disponiveis, a escolha recaiu no colestano.

Ao quantificar os compostos presentes na amostra, verificou-se apds varios ensaios
efectuados, que a adigao do colestano teria que ser no momento da extrac¢ao da fracgao
insaponificavel. Tal facto ter-se-a ficado a dever, a que o colestano, durante o processo de
saponificacdo da amostra em po, ser consideravelmente afectado resultando numa
quantificagao deficiente em modo SCAN, como é visivel analisando os cromatogramas com a
adicao do padrao interno no inicio (figura 6) e no final da saponificagao (figura 7), conforme

identificado na tabela 5.
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Figura 6 - Cromatograma da quantidade de 10 mg da amostra, com a adicdo de 50 pl de padrio
interno (Pl) antes da saponificagao.
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da extracgao da fracgao insaponificavel.
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I. IDENTIFICACAO DOS FITOSTEROIS

O método desenvolvido permitiu a identificagao de cinco fitosterois e uma vitamina,
conforme a figura 8, tendo-se verificado, em geral, um perfil qualitativo idéntico em todas as

amostras analisadas.
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Figura 8 - Cromatograma obtido apds o procedimento analitico descrito da amostra.

Na tabela 5, pode observar-se o nome do composto identificado, o tempo de

retengao e os principais ioes de fragmentagao (m/z).

Tabela 5 - Tempos de retengdo (RT) e fragmentagdo dos iSes para identificagdo dos fitosterodis presentes no
suplemento alimentar.

| Pico Nome  RT [M]*  [M-15]" [M-90] [M-105] [M-129] Outros
0 Colestano (Pl) 8,280 372 357 217
I a-tocoferol 9,966 502 487 237;277
2 Campesterol 11,341 472 457 382 367 343 129;145;255;343
3 Campestanol 11,480 474 459 384 369 345 215;305;417
4 Estigmasterol 11,579 484 469 394 379 355 129;255
5 B-sitosterol 12,481 486 471 396 38l 357 129;255
6 B-Sitostanol 12,599 488 473 398 383 359 215; 305; 431
Nota: Em bold estao os ides com maior abundancia (lao diagnéstico)
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Como se referiu anteriormente, a identificacio dos fitosterdis e da vitamina foi
efectuada, comparando os tempos de retencao dos picos cromatograficos obtidos na
amostra com os dos padroes e os respectivos espectros de massa, como se verifica no
Anexo |I.

Conforme indica o folheto informativo do suplemento alimentar, os fitosterdis
adicionados provém de uma marca registada (CoroWise® da Cargill, Estados Unidos da
América) que produz como um Unico ingrediente uma mistura de esterdis vegetais de
origem natural. Por esse motivo, é perceptivel que os compostos identificados
correspondam aos mais abundantes na natureza.

Os cinco fitosterois detectados foram quantificados. Contudo a vitamina identificada na
amostra, nao foi quantificada devido ao tempo reduzido em que decorreu este estudo e por
nao ser um composto de destaque neste estudo. No entanto, deve ter-se em conta a sua
detecgao com a metodologia analitica desenvolvida para a analise de fitosteroéis, uma vez que

pode também ser apropriada para o estudo do a-tocoferol.

2. VALIDAGCAO DO METODO

2.1. Selectividade

A amostra Centrum® analisada, isenta das substancias de interesse, nao apresentou

nenhum interferente no tempo de reten¢ao esperado, como se pode observar na figura 9.
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Figura 9 - Cromatograma de uma amostra isenta de fitosterdis (Centrum®) com a adi¢ao do PI.
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2.2. Linearidade

A avaliagao da linearidade do método foi efectuada com solugoes padrao. Cada curva
de calibragao foi elaborada com cinco niveis de concentragao para cada substancia, conforme
as indicagoes da ICH (2005). O intervalo de linearidade foi concordante com a quantidade
de fitosterdis prevista na amostra, nomeadamente: 0,3 — 0,7 pg ul' para o campesterol; 0,3 —
1,5 pg pl' para o campestanol; 0,09 — 0,45 ug pl' para o estigmasterol; 2,5 — 12,3 ug ul"' para
o B-sitosterol e 1,2 — 6,0 pg ul"' para o B-sitostanol.

Os resultados da avaliagdo da linearidade do método analitico foram apropriados,
obtendo-se coeficientes de determinacao (r2) de 0,9966; 0,9984; 0,9968; 0,9939 e 0,9951,
respectivamente para o campesterol, campestanol, estigmasterol, B-sitosterol e B-sitostanol,

como revelam as figuras seguintes (figura 10,11,12,13 e 14).
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Figura 10 - Curva de calibragao para o campesterol.

T 025 -
e 02 y =0,1551x - 0,0223
s R?=0,9984
$ 0,15
o
£ ol -
9]

0,05 -

0 T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Concentracio (ug pl ")
@ campestanol —— Linear (campestanol)
Figura Il - Curva de calibragao para o campestanol.
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Figura 12 - Curva de calibragio para o estigmasterol.
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Figura 13 - Curva de calibragao para o B-sitosterol.
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Figura 14 - Curva de calibragao para o B-sitostanol.
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2.3. Precisao e Exactidao

Os resultados obtidos para a precisao encontram-se na tabela 6. Os valores obtidos
para a repetibilidade e precisao inter-dia, expressos pelo coeficiente de variagao podem

considerar-se aceitaveis (CV <15%) para todas as substincias em analise, segundo Bressolle
et al. (1996).

Tabela 6 - Valores obtidos para a precisao do método na amostra.

Campesterol Campestanol Estigmasterol B-sitosterol B-sitostanol
Repetibilidade
2,15 1,16 1,29 2,76 2,8l
CV (%) n=3
Precisao inter-dia
7,69 5,97 4,71 7,11 8,07

CV (%) n=9

O valor da repetibilidade mais elevado, 2,81%, foi obtido para o B-sitostanol, sendo o
valor mais baixo, |,16%, para o campestanol. Relativamente a precisao inter-dia, o
campesterol e o [-sitostanol apresentam os valores maiores, 7,69% e 8,07%,
respectivamente, enquanto o estigmasterol apresenta um menor valor (4,71%).

Comparando os valores obtidos para a precisao pela metodologia analitica
desenvolvida com os descritos na literatura cientifica com um método cromatografico
semelhante, pode-se constatar que os valores sao similares com outros estudos (Ahmida et
al., 2006; Saraiva et al., 201 Ib).

Relativamente a exactidao, a recuperagao foi calculada através da razao entre a
quantidade de substancia adicionada e a quantidade de substancia recuperada (Ahmida et al.,

2006), expressa em percentagem, como se apresenta na tabela 7.

Tabela 7 - Valores relativos a exactidio do método para os fitosterdis presentes na amostra.

Campesterol Campestanol Estigmasterol B-sitosterol B-sitostanol
“ ’
E Nllvel 82,86 + 10,83 97,60 + 1486 104,52 +8,381 101,16+ 1,40 108,90 + 4,77
E ~~
0 ¢ '
’g. g Ng/el 70,84 £2,05 9572+320 97,52 +£0,28 71,30 + 4,07 101,47 £ 5,52
z.)- - Nivel
o 5 6705286 8816+ 125 87,58+343 6652+ 1213 93221853
o
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Analisando a tabela 7, os resultados obtidos foram adequados, tendo os niveis de
recuperagao variado entre 60% e |10% para as substancias em analise. O campesterol é o
que apresenta percentagens mais baixas, nos niveis | e 2 de fortificagao, enquanto o B-
sitosterol mostra a percentagem mais baixa para o nivel 3. Para o -sitostanol foram obtidos
os valores de recuperagao mais elevados.

As percentagens de recuperagao obtidas para o campesterol e B-sitosterol, nos niveis
de fortificagao 2 e 3, foram muito préximas, no entanto, o campesterol apresenta uma
menor variabilidade. Relativamente ao campestanol, mostra uma recuperagao de 97,60%
para o nivel |, mas com uma significativa variabilidade (14,86%), apresentando percentagens
proximas ao estigmasterol, nos outros dois niveis de fortificagdo. No que respeita, ao p-
sitostanol, o composto que apresenta maiores percentagens de recuperagao, a sua
variabilidade é também elevada, nomeadamente no ultimo nivel de fortificacao.

Ao confrontar as recuperagoes obtidas dos diferentes niveis com outros estudos,
verifica-se um claro decréscimo a medida que as quantidades aumentam (Ahmida et al, 2006;
Saraiva et al, 201 Ib). Tal facto pode ser causado pelo “efeito da matriz”’, uma vez que a
matriz pode interferir no modo de preparagao de amostra e na qualidade dos resultados
obtidos. Sendo assim, para compensar este efeito deveria ter-se construido uma curva de
calibragao idéntica as anteriores, mas com a adicao do padrao da substancia em diversas
concentragdoes numa matriz similar a da amostra, (Centrum®), que nao apresenta os

compostos de interesse (Ribani et al., 2004).

2.4. Limite de Deteccao e Limite de Quantificacao

A tabela 8 mostra os limites de detecgao e quantificagao para os diferentes compostos

quantificados.

Tabela 8 - Valores obtidos para o limite de detecgao e quantificagio de cada composto.

Composto

Campesterol
Campestanol
Estigmasterol

B-sitosterol

B-sitostanol
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Como a determinacao dos fitosterdis foi efectuada numa matriz em forma de
comprimido, os resultados obtidos nao podem ser comparaveis com estudos que
determinaram em soro humano ou em leites e iogurtes. Contudo, os valores obtidos do
limite de deteccdao e quantificagdo para cada composto sao suficientes para quantificar os

fitosterdis na amostra em causa.

3. TEOR DE FITOSTEROIS NO SUPLEMENTO ALIMENTAR SOB A FORMA DE

COMPRIMIDO

O principal objectivo desta investigagao consiste no desenvolvimento de um
método que permita a identificagao e quantificacao de fitosterdis numa matriz em forma
de comprimido, uma vez que até ao momento nao existe um procedimento.

Como se verificou, a metodologia analitica desenvolvida permitiu a identificagao de
cinco fitosterois, sendo entao, quantificados neste ponto.

A tabela 9 mostra os resultados obtidos para os fitosterois identificados no
suplemento alimentar sob a forma de comprimido (Centrum Cardio®). A concentragao
dos fitosterois é apresentada em pg mg™', indicando-se o valor médio e o desvio padrio

obtido em 9 amostras analisadas individualmente em triplicado.

Tabela 9 - Teor de fitosterdis (ug mg -1) no suplemento alimentar sob a forma de comprimido.

Teor de fitosterodis (ug mg-' de amostra) |

Campesterol Campestanol Estigmasterol B-sitosterol B-sitostanol

49,87 + 3,83 19,76 + 1,18 7,71 £0,36 298,26 £ 21,26 133,29 + 10,75

Total do teor de fitosterois (ug mg-')

509,58

O B-sitosterol é a substincia maioritaria no suplemento alimentar sob a forma de
comprimido. Como se pode verificar pela tabela 9, o teor quantificado foi de 298,26 pg mg™,
representando 58,67% do total de fitosterois (Figura |15). Como referido anteriormente,
este composto € o que se encontra em maior abundancia na natureza, como tal, seria de
esperar que fosse também o mais significativo na amostra.

O B-sitostanol foi o segundo composto mais abundante, apresentando um teor médio
de 133,29 ug mg'. O elevado teor deste composto no suplemento alimentar pode basear-se

em alguns estudos que sugerem, que os estanois vegetais sao mais eficazes na redugao do
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colesterol quando comparados com os esterodis vegetais (Saraiva et al, 201 la). Contudo,
como se analisou na revisao da literatura, esta eficacia tem-se mostrado idéntica em ambos
os esterois.

O campesterol foi o terceiro composto quantificado que apresentou um teor de 49,87
ug mg'. De seguida, aparece o campestanol com um teor de 19,76 pg mg' presentes no
suplemento alimentar analisado.

O ultimo composto presente no suplemento alimentar foi o estigmasterol, por ser o
composto menos abundante e apresentar um pico cromatografico indefinido foi integrado
no equipamento GC-MS pelo modo Extracted lon Chromatogram (EIC). Dessa forma,
determinou-se um teor de 7,71 ug mg', representando apenas 1,51% do total de esterois
vegetais quantificados na amostra. Apesar de ser o composto menos abundante no
suplemento alimentar, a sua presenga é importante por possuir uma capacidade simultanea
na inibicao da absorgao e sintese enddgena do colesterol, uma vez que o B-sitosterol e o
campesterol apenas parecem inibir a absorgao do colesterol (Saraiva et al., 201 |a).

Por nao existirem estudos com uma matriz similar a analisada, os resultados obtidos
serao comparados com outros ensaios que utilizaram uma metodologia semelhante em
matrizes como leite e iogurtes.

Assim, pela observagao da figura |5, verifica-se que o suplemento alimentar examinado
apresenta uma proporg¢ao similar a descrita por Saraiva et al. (201 |2) para leites enriquecidos
com fitosterdis, nomeadamente os esterdis vegetais [3-sitosterol e campesterol, pois foram
os que apresentaram maior quantidade. Ja em relagao aos esterois vegetais saturados, vulgo

estandis verifica-se que o B-sitostanol foi o mais abundante seguido do campestanol.

campesterol campestanol
9,79% 3,88%

estigmasterol
1,51%

[-sitostanol
26,16%

[-sitosterol
58,67%

Figura |5 - Percentagem do teor total dos fitosterdis quantificados na amostra.
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Ao analisar a figura |5 com as Decisdoes n.° 2004/333, 2004/334, 2004/335 e
2004/336/CE, de 31 de Marco, que descrevem os perfis de esterdis e estandis vegetais em
alimentos funcionais que podem ser colocados no mercado, referindo que uma mistura que
contenha 99% de fitosterdis de origem natural devera ser constituida por [-sitosterol
(<80%), PB-sitostanol (< 15%), campesterol (< 40%), campestanol (< 5%), estigmasterol
(<30%), brassicasterol (< 3%) e outros (< 3%), verifica-se entao, que a composicao
percentual determinada dos fitosterdis no suplemento alimentar nao esta de acordo o
especificado pela Uniao Europeia para os alimentos funcionais. Dado que, a percentagem do
teor de [3-sitostanol se apresenta superior ao referido (> 15%), tal facto, pode nao ser
considerado relevante, uma vez que no mercado existem produtos que s6 possuem estanodis
vegetais (como é exemplo o Benecol®), e também nao ha nenhuma evidéncia cientifica que
seja prejudicial para a saude se essa dose for superior.

Como se referenciou na identificagao, os compostos analisados provém de uma
mistura da CoroWise®, sendo um ingrediente que foi autorizado em variados produtos
alimentares, segundo a EFSA (2008). No entanto, nao foi possivel verificar se a quantidade
determinada estava de acordo com a quantidade autorizada para essa mistura, por nao estar
acessivel a notificagao destes produtos.

No inicio deste projecto planeou-se o estudo de dois lotes diferentes do suplemento
alimentar, com a finalidade de controlar a sua qualidade. Porém, devido ao reduzido tempo
de investigagao nao foi possivel comparar quantitativamente os dois lotes, no entanto, numa
anadlise qualitativa nao se verificaram diferencas na abundancia dos compostos de interesse.

De modo a verificar se a quantidade rotulada coincide com a quantidade determinada,
pesaram-se |10 comprimidos Centrum Cardio®, em triplicado, averiguando que um
comprimido pesa, em média, 1389,2 mg. Através dos resultados obtidos com o
procedimento analitico desenvolvido, confirma-se que dois comprimidos de Centrum
Cardio® apresentam, em média, 141579 mg de esterdis vegetais. Assim, a quantidade
determinada foi relativamente superior a quantidade rotulada, uma vez que indicam que dois
comprimidos apresentam 1000 mg de esterdis vegetais.

Com a metodologia analitica desenvolvida, verifica-se entao, que dois comprimidos de
Centrum Cardio® correspondem ao consumo didrio recomendado de cerca de 1,4 g de
esterois vegetais, uma quantidade segura, uma vez que nao ultrapassa o maximo de 3 gramas.

Além da quantidade determinada ser considerada segura, o produto analisado pode

também ser eficaz na reducao dos niveis de colesterol — LDL com a dose diaria
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recomendada, conforme indica na embalagem. No entanto, para verificar a eficacia do
suplemento teria que se efectuar um ensaio clinico com individuos hipercolesterolemicos.

Conforme comentado na revisao da literatura, a eficacia na reducao do colesterol com
fitosterois em forma de comprimido ou em capsulas nao estd ainda bem documentada.
Segundo Ottestad et al. (2013), nao mostram uma diferenca significativa na reducao do
colesterol — LDL, enquanto outros apresentam essa eficacia (Acuff et al,2007; Maki et al.,
2013). Por esse motivo, sao necessarios mais estudos para compreender se a dose didria
recomendada dos fitosterois é afectada quando ingerida noutras matrizes, de modo a obter

uma redugao significativa de colesterol — LDL.
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CONCLUSAO GERAL

Com esta dissertagao pretendeu-se contribuir para a determinagao qualitativa e
quantitativa de fitosterdis em matrizes sob a forma de comprimido. Como tal, este trabalho
centrou-se no desenvolvimento, optimizacao e validagao de uma metodologia para analisar
os fitosterdis de um suplemento alimentar sob a forma de comprimido, podendo a sua
utilizagao ser vantajosa ao nivel de outras matrizes em controlos de qualidade e em estudos
de desenvolvimento para a elaboragio de outros suplementos e alimentos funcionais

hipocolesterolemiantes.

Relativamente a metodologia de GC-MS desenvolvida para a quantificagao de
fitosterois no suplemento alimentar sob a forma de comprimido e aos resultados obtidos
podem destacar-se as seguintes conclusoes:

= A metodologia mostrou ser simples, rapida, sensivel e selectiva para determinar
os compostos estudados na forma livre ou esterificada.

= Por se tratar de um método simples e rapido, detém todos os requisitos para ser
um instrumento importante para o estudo de rotina de fitosterois na matriz
analisada.

= A utilizagao do detector de massa permitiu obter elevados niveis de sensibilidade
e selectividade, possibilitando a detecgao da vitamina E, na forma de a-tocoferol.

= Apesar dos resultados na validagao se considerarem adequados, uma vez que
apresentou elevados niveis de precisao e de recuperagao, bons limites de
detecgao e quantificagao, este método mostrou ser susceptivel aos efeitos de
matriz, um aspecto que merece ser aprofundado.

= Na generalidade, todas as amostras analisadas do suplemento alimentar
apresentaram um perfil qualitativo de fitosterdis idéntico, constituido por trés
esterois vegetais ([B-sitosterol, campesterol e estigmasterol) e dois estandis
vegetais (B-sitostanol e campestanol).

= A adicao do padrao interno (colestano) apos a saponificagao, mostrou ser a
melhor opgao para a quantificacio de fitosterdis no suplemento alimentar
investigado, sendo que o estudo sobre os efeitos de matriz também merece ser
alargado ao Pl, nomeadamente quanto a sua adicdo antes do processo de

saponificagao.
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= O suplemento alimentar analisado mostrou ser um produto seguro
relativamente aos fitosterdis adicionados, uma vez que nao ultrapassa os 3

gramas de consumo diario.

A evidéncia cientifica tem demonstrado que o controlo da qualidade dos produtos
alimentares comercializados para a prevencio de doengas cardiovasculares tem sido
fundamental, na possivel adulteragao destes produtos pondo em risco a salde do
consumidor. E por isso fundamental, assegurar a seguranca alimentar dos produtos
enriquecidos com fitosterdis inovando com procedimentos adaptados as exigéncias do
mercado e preferéncias do consumidor.

Como conclusao final, o presente estudo atingiu o objectivo principal a que se propos
(identificagdo e quantificagdo de fitosterois num suplemento alimentar sob a forma de
comprimido), contribuindo, assim, directamente para a melhoria do controlo de qualidade
deste tipo de produtos, bem como para a seguranga alimentar dos consumidores, numa area

importante de fronteira entre alimentagao e salde.
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Anexo | — Folheto informativo do produto

CENTRUM CARDIO ¢ um multivitarninico completo que combina num s6 produto os beneficios das Vitaminas e Minerals, caracterfsticos |
pa gama Gentrum, com os dos Esterdis vegetais.
CENTRUM CARDIO, apresenta-se numa embalagem de 60 comprimidos revestidos.

IDols comprimidos a ¢
[ vitamines |
Vitamina A (RE) 800 g caleio 162 mg
::;;"m“‘s“'"‘“"‘ = Fésforo 126 mg
L Magnésio 100 mg
Vitamina E - TE) 15 mg Ferro S
ﬁgm g - 23(;] 2 lodo 100 g
Vit m: M b m Cobre 1000 ug
1 ! Manganésio 2 mg
Vitamina B. 1,76 mg T T
Vitamina By 4 mo Selénio 30 g
GLETITE S 3ug Zinco 5 mg
Acido Folico 400 pg
Biotina 62,5 g Esterdis Vegetals 1000 mg
Miacina (NE) 20 mg
Acido Pantaténico 7.6 mg

Aformula de CENTRUM CARDIO proporciona beneficios, tals como:

DE ENERGIA

Contém Vitaminas do Compiexo B e Ferro que, tomados diariaments, desempenhiam um
papel imporfante na i aas p . lipldos e e cartx em
anergla. O Ferro contribul também para o fransporte normal do oxigénio no organismo.

0 COLESTEROL |

* 0 que é& O colesterdl & uma substincia essenclal para o organismo, pols & um constituinte iImportante das membranas celulares & partk:lpia
na sintese de algumas hormonas e da vitamina 0. !
* Qual a sua origem: O colestarol pode ser produzido pelo organisma no figado, e também ser obtido através dos alimentos. Chegd
i #3 células através do sangue.
. ® Como é transportado no sangue: Para poder ser transportado pelo sangue até As células, o colesteral tem de se encontrar na |
I forma solivel @ para Isso necessita de umas proteinas especfiicas, denominadas LDL e HOL. O colesterol assoclado as proteinas LDL
& vulgarmente conhecido como "mau colesterol” enquanto que, o que sa encontra ligado as proteinas HOL & habitualmente denominado
£omo "bom colesterol”,

|
0S ESTEROIS VEGETAIS |
® 0 que sf0: Os estardls vegetals S0 substincias estruturalments semelhartes ao colesterol, presentes de forma natural em vegetald,

* Onde se encontram: Alguns alimentos contam esterdis veoetals em pequenas quantidades. Os alimentos mals ricos 50 0 |
dleos vegetals, cereals e nozes. Para além de uma dieta varlada e equillbrada com um adequado aporte de frutas e legumes, |
pods ser (il 0 consumo de produites contendo esterdis vegetals adicionades. CENTRUM GARDIO coniém CoroWise™ uma mistura |

o esterdls vegetals de origem natural. .

Nao. As vitarninas ndo provocam aumento de paso, dado que ndo tém valor caldrico.

QUANDO E COMO SE DEVE TOMAR CENTRUM CARDIO?
Como parte de uma alimentagio adequada e de um estilo de vida saudével, a toma de Centrum Cardio ajuda-o a manter niveis:
saudivels de colesteral, !
Tome 2 comprimidos uma vez ao dia, durante ou apds as refeicdes com o awio de um copo de 4gua. 0s comprimidos devem |
ser engolides inteiros ou divididos em duas metades, para faciitar a toma. i
Nio exceda o consumo didrio recomendado. O consumo didrio de esterdis vegetals adicionados ndo deve ulirapassar os 3 0.
0 efelto benéfico obtém-se com uma dosa didria minima de 0,8 g de esterdls vegetals. Dols comprimidos de CENTRUM CARDIO,
+ correspondem ao consumo didrio recomendado e contém 1 g de esterdis vegetals. Ndo hd imitagdes quanto & duragio da toma.
, Seestd a tomar outros suplementos lela a composigio, uma vez que estes podem conter os mesmes Ingredientes.
! Este produto pode ndo ser adequado do ponto de vista nuiritive para mulheres gravidas ou lactantes e criangas de idade inferior
|2 cinco anos. Se estd gravida ou a amamentar, Centrum tem uma férmula especifica para s — Centrum Materna. Deve por
1580, aconselhar-se com o seu médico ou farmacéutico antes de comecar a tomar,
m caso de sobredosagem acidental, contacte Imediataments o seu médico ou o Centro de Informagdo Anti-Vienenos. Esta
produto contem Ferro, que pode ser nocivo para as criangas se tomado, acidentalmente, em doses elevadas.

AS VITAMINAS ENGORDAM? | I
|
i

IMUNIDADE
A capacidade de defesa do organismo é influenclada por factores como o stress !
@ o cansago, pelo gue uma nuirigdo adequada me um papel na
manutengdo das defesas nalurais. CENTRUM CARDIO contém Vitamina C e Salénio i
que apresentam propriedades antioxidantes, importantes para o normal funclonamenio :
do sisfema imunitario.

NIVEIS SAUDAVEIS
DE COLESTEROL

Os esferdls ls sdo sub: o: it a0
presentes de forma nafural @ em pequenas quaniidades em aiguns Vegeiais.
Os esterdis vegetals contribuem para a manutengdo de nivels normals de
colesterol no sangue.

Com Witamina B, que contribul para o funclonamento normal do coagdo, dado que
tom um papel importante no de todas as cdluias do organismo,

FUNCIONAMENTO
DO CORACAD

Inciwindo as céllas do musauo caraiaco.

a & um chave na

Incluingo a contracgdo do Muscwlo cardiaco. .

[ 1

nerosa ena coniracgao muscLiar,

i
i
i
i
|
i
|
i
i
i
i
i
i
i
i
i
|
i
i
i
i
i
i
i
i
i
|
i
1
i
i
LIBERTAGAD i
i
i
i
i
|
i
i
i
i
i
i
i
i
i
|
i
|
i
i
i
i
i
i
i
|
i
|
i
i
i

As vitaminas sdo sensivels & iz, ao oxigénio atmosférico e ao calor, Apds cada utilizagio, cartifique-se de que o frasco se
| enconira bem fechado e guarde-o dentro da embalagem, num local seco e com temperatura Inferior a 25°C.

i Nao guarde CENTRUM CGARDIO no frigorfiico, na casa de banho ou prdximo de fontes de calor.
i Consumir de preferéncia antes do fim de: ver data inscrita na embalagem e no frasco.
i Mantenha CENTRUM CARDIO num local seguro e fora da vista e do alcance das criangas.

!
| COMO SE DEVE GUARDAR CENTRUM CARDIO?
|

Nao esqueca:
e Centrum Cardio, destina-se exclusivamente a adultos que desejam reduzir os niveis
de colesterol no sangue
e Tome 2 comprimido uma vez ao dia
= Nao h4 limitacdes quanto 4 duracéo da toma
» Se necessario, pode dividir o comprimido em duas metades, para facilitar a toma
» Se estar a tomar medicacdo para reduzir o nivel de colesterol s6 deve consumir o
produto sob vigildncia médica
* Em caso de dividas aconselhe-se na sua farmédcia ou consulte o seu médico
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Anexo Il — Identificacdo dos Fitosterdis
1. a-TOCOFEROL

Abundance Scan 548 (10.217 min): 2013032513 .D\data.ms
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Figura | — Espectro de massa da fragmentacao do padrao a-tocoferol, com RT = 10.217 min e a estrutura quimica
correspondente.

Abundance Scan 551 (10.234 min): 2012102803 Dvdata.ms
900000

a2
800000
700000
600000
500000 237
400000
300000

200000

100000
277

282 || 291304318332 346 3'*03?4 396 416430 444 460473 487

|
m/z--= 40 60 20 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 35D 380 400 420 440 460 480 EDG

Figura 2 — Espectro de massa da fragmentagao da molécula identificada como a-tocoferol (pico |) na amostra em
analise, com RT = 10.234 min.
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2. CAMPESTEROL

Abundance Scan 797 (11.641 min): 2013012305 .D\data.ms
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Figura 3 - Espectro de massa da fragmentacao do padrao campesterol, com RT = |1.64] min e a estrutura quimica
correspondente

Abundance Scan 812 (11.727 min): 2012102603.0\data.ms
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Figura 4 - Espectro de massa da fragmentagdo da molécula identificada como campesterol (pico 2) na amostra em
analise, com RT = [1.727 min.
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Anexo Il — Identificagdo dos Fitosterodis

3. CAMPESTANOL

Abundance Scan 825 (11.802 min): 2013012302 Dhdata.ms
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Figura 5 - Espectro de massa da fragmentagdo do padriao campestanol, com RT = 11.802 min e a estrutura quimica
correspondente.

Abundance Scan 835 (11.859 min): 2012102603.D\data.ms

20000 215

80000
70000
60000
50000 474

40000
107
95

30000

[5,]
[4}]

147 09 284
121

20000 T
y 230
161 201

10000 | 173 218

1 187 257 M5
201 || 320

R ‘ a3 37 445 486 502

miz--> 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 430 500

Figura 6 - Espectro de massa da fragmentagao da molécula identificada como campestanol (pico 3) na amostra em andlise,
com RT = 11.859 min.
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Espectro de massa da fragmentagao do padrao estigmasterol, com RT = [1.956 min e a estrutura quimica
correspondente.
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Scan 853 (11.962 min): 2012102603.D\data.ms
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Figura 8 - Espectro de massa da fragmentagao da molécula identificada como estigmasterol (pico 4) na amostra em
analise, com RT = [1.962 min.
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Anexo Il — Identificagdo dos Fitosterodis

5. B-SITOSTEROL

Abundance Scan 982 (12.700 min): 2013012304 D\data.ms
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Figura 9 - Espectro de massa da fragmentacdo do padrio B-sitosterol, com RT = 12.700 min e a estrutura quimica
correspondente.

Abundance Scan 1045 (13.061 min); 2012102603.D\data.ms
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Figura 10 - Espectro de massa da fragmentagio da molécula identificada como [3-sitosterol (pico 5) na amostra em
estudo, com RT = 13.06 | min.
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6. B-SITOSTANOL

Scan 1018 (12.906 min): 2013012302 .Didata.ms
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Figura || - Espectro de massa da fragmentagdo do padrido [B-sitostanol, com RT = 12.906 min e a estrutura quimica
correspondente.
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Scan 1071 {13.209 min): 2012102603.D\data.ms
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Figura 12 - Espectro de massa da fragmentagio da molécula identificada como [3-sitostanol (pico 6) na amostra em

estudo, co

m RT = 13.209 min.

8l





