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RESUMO

O oleo de figado de bacalhau (OFB) e o 6leo de linhaca (OL) sdo considerados alimentos
funcionais pelo fato de conter quantidades elevadas de 6mega-3. Enquanto OFB contém
acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, tais como acido docosahexaenoico (DHA) e o
acido eicosapentaenoico (EPA), OL constitui uma das maiores fontes do omega-3 o-
linolénico (ALA), o qual pode ser convertido em EPA e DHA no organismo humano. Além
dos acidos graxos essenciais mencionados, OFB também € rico em vitamina D, sendo por isso
indicado no tratamento de doengas como raquitismo e osteoporose. No presente estudo foram
preparados blends contendo OFB e OL, em diferentes propor¢des dos dois 6leos, objetivando
obter novos 6leos compostos com estabilidade oxidativa e perfil de 6mega-3 melhorados. Os
perfis de &cidos graxos dos 6leos e blends foram determinados por Cromatografia Gasosa
acoplada ao espectrometro de massa (CG-EM) e de acordo com anélise dos cromatogramas,
CLO apresentou 22,59% de dmega-3, sendo 15,46% de EPA, 3,10% de DHA e 4,03% de
ALA, enquanto LO apresentou 51,70% de 6mega-3 ALA. O teor de 6mega-3 nos blends
variou de 26,11 a 46,53%, com EPA variando de 2,55 a 10,17%, e DHA de 1,28 a 3,10%. O
percentual de ALA variou de 13,28 a 42,86%, e 0 blend com maior teor de dmega-3 foi BLE4
(20%CLO80%LO). Considerando os possiveis erros da CG-EM, o perfil graxo de CLO, LO,
e blends, também foi avaliado por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H),
uma técnica perfeitamente adequada a quantificacdo de 6mega-3 em 6leos e gorduras. Nesta
técnica CLO apresentou 23,02% molar de dmega-3, sendo 10,12% molar de EPA e 12,90 %
de DHA, e tracos ndo mensuraveis de ALA. Para LO foi observado 52,2% molar de ALA,
ndo sendo detectado EPA nem DHA, uma vez que estes ndo sdo encontrados em 0Gleos
vegetais. O perfil de 6mega-3 nos blends variou de 27,94 a 46,45% molar e BLE4 foi o blend
com maior teor de 6mega-3, em concordancia com os dados da CG-EM. Na avaliacdo da
estabilidade oxidativa, método Rancimat, a 68 °C, CLO apresentou periodo de indugdo de
12,32 + 0,24 h e LO apesar de conter maior percentual de dmega-3 foi mais estavel (26,46 +
0,07 h). Os blends apresentaram maior estabilidade do que CLO, sendo BLE4 a mais estavel
(23,12 £ 12 h), ndo havendo diferenca significativa com o resultado obtido para BLE3 (21,80
+ 0,05 h) em (p<0,05). O estudo do perfil térmico de CLO e LO também foi feito empregando
a Analise Termogravimétrica (TG) e de acordo com as curvas (TG/TGA) os 6leos exibiram
perfil térmico similar com temperatura onset de 303,20 °C e 305,16 °C respectivamente para a

primeira etapa de perda de massa. A predicdo de vida de prateleira dos dleos e blends,



avaliada em 10 dias de estocagem nas condigdes do teste de Schaal, empregando
espectroscopia de infravermelho (1V) indicou que durante o periodo de estocagem houve um
aumento expressivo na quantidade de peroxidos em LO, indicando inicio do processo de
degradacédo oxidativa. Em CLO, embora tenha sido evidenciado um decréscimo nos sinais de
peroxidos, foi observado processo de isomerizacdo, mostrando, que também ocorreu
degradacédo do 6leo. Nos blends foi observado processos de isomerizagdo, com observacao de
bandas indicativas de ligacdes trans, porém ndo foram observados produtos da oxidacédo
secundaria nas amostras. Estes dados sugerem que CLO, LO e blends, devem ser estocados a
temperaturas inferiores 60 °C durante o periodo de estocagem, para que as propriedades

funcionais sejam preservadas.

Palavras chave: blends de 6leos, propriedades funcionais, dmega-3, estabilidade oxidativa.



ABSTRACT

Cod liver oil (CLO) and linseed oil (LO) are considered functional foods for containing high
quantities of omega-3. While CLO contains long chain polyunsaturated fatty acids, as
docosahexaenoic acid (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA), LO is considered as one of
the biggests a-linolenic omega-3 (ALA) sources, which can be converted in EPA and DHA in
the human organism. Beyond the fatty acids mentioned, CLO is also rich in D vitamin, being
therefore indicated for the treatment of diseases such as rickets and osteoporosis. In this
present study, blends containing CLO and LO were prepared in two different proportions of
the two oils, with the aim of getting new compound oils with oxidative stability and omega-3
profile improved. The profile of fatty acids in the oils and blends were evaluated by Gas
Chromatography Coupled to the Mass Spectrometer (GC-ME), and according to the
chromatograms, CLO showed 22,59% of omega-3, 15,46% of EPA, 3,10% of DHA, 4,03% of
ALA, whilst LO showed 51,70% of omega-3 ALA. The omega-3 content in the blends varied
from 26,11 to 46,53% with EPA varying from 2,55 to 10,17%, and DHA from 1,28 to 3,10%.
The ALA percentage varied from 13,28% to 42,86%, and the blend with highest omega-3
content was BLE4 (20%CLO80%LO). Considering possible mistakes on the GC-ME
technique, the fatty acid profile of CLO, LO and blends, was also evaluated by Hydrogen
Nuclear Magnetic Resonance (NMR !H), a perfectly adequate technique for omega-3
quantification in oils and fats. In this technique CLO showed 23,02% molar of omega-3,
which 10,12% molar corresponds to the EPA, 12,90% to the DHA, with non-measurable
traces of ALA. For LO was observed 52,2% molar of ALA. EPA and DHA was not detected,
since these fatty acids are not found in vegetable oils. The dmega-3 profile in the blends
varied from 27,46 to 46,45% molar, BLE4 showed highest dmega-3 content among the other
blends, in agreement with GC-ME data. In the evaluation of oxidative stability, Rancimat
method, in 68 °C, CLO showed 12,32 + 0,24 h of induction period and LO, even though
containing higher 6mega-3 percentage (26,46 + 0,07 h). The blends showed more stability
than CLO, being BLE4 the most stable (23,12 £ 12 h), not having significant difference with
the result obtained for BLE3 (21,80 £ 0,05 h) in (p<0,05). The study of thermic profile of
CLO and LO were also evaluated by Term gravimetric Analysis (TG) and according to
TG/TGA curves, the oils displayed similar thermic profile with onset temperature of 303,20
°C and 305,16 °C, respectively, for the first step of mass loss. The prediction of shelf life for

the oils and blends, evaluated in 10 days of stocking in Schaal test conditions, employing



infrared spectroscopy (IR), indicated that during the stocking period there was an expressive
increased in peroxides quantities, denoting the start of oxidative degradation process. In CLO,
although it has also been evidenced a decrease in the signal of the peroxides, was observed an
isomeration process, showing that also occurred degradation in the oil. Isomeration processes
was observed in the blends, through observation of indicative bands of Trans bounds, though
were not observed oxidative secondary products in the samples. These data suggests that
CLO, LO and blends must be stocked in temperatures below 60 °C during the stocking

process, in order that functional properties be preserved.

Keywords: blends of oils, functional properties, omega-3, oxidative stability
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1 INTRODUCAO

Os lipidios s8o macronutrientes essenciais ao bom funcionamento do organismo
humano. S&o componentes da membrana celular, participam da formacdo e do
desenvolvimento do cérebro, tém funcéo de isolante térmico e atuam como reserva energeética,
entre outras fungdes no organismo (BARBOSA,; SINIOSSOGLOU, 2017). Um consideravel
namero de estudos tem mostrado que o alto consumo de gorduras saturadas esta associado a
doencas cardiovasculares e obesidade (CARRILO et al, 2011; HARIRI; GOUGEON;
THIBAULT, 2010; HOWARD et al, 2006). Por outro lado, pesquisas tém revelado que a
ingestdo regular de é&cidos graxos poli-insaturados (AGPI) estd relacionada a diversos
beneficios a salude (HONGJIAN et al., 2013; INNIS, 2005; MONNIER; COLETTE, 2011;
VIZUETE, 2013; VALENTIM-SILVA, 2014).

Nas pesquisas empregadas em relacdo ao consumo adequado de AGPI para os
diferentes ciclos de vida e para as diversas enfermidades, os dados tém revelado que a
suplementacdo de 6mega-3 (w-3) na gravidez contribui positivamente para a formacdo e
desenvolvimento cerebral do feto, bem como na prevencdo do surgimento de doencas
neurodegenerativa. A ingestdo de alimentos ricos em 6mega-3 também estd associada ao
controle e prevencdo da sindrome metabdlica, conjunto de doencas caracterizado por estar
associado a hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, obesidade, disturbios lipidicos e
hipertensdo, doencas coronarianas, diabetes tipo 2, Doenca de Alzheimer e de doencas
inflamatdrias, como asma e artrite (AL-NOZHA et al, 2016; AKERELE; CHEEMA, 2016;
HONGJIAN et al., 2013; SICINSKA et al, 2015; YATES; CALDER; ED RAINGER , 2014;
WU et al, 2015).

Os principais acidos graxos da familia dmega-3 sdo o acido a-linolénico (ALA, C18:3,
n-3), o acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5, n-5) e o acido docosahexaenoico (DHA, C22:6,
n-6). ALA esta presente em fontes vegetais, como 6leo de linhaca e 6leo de chia. J& os 4cidos
DHA e EPA séo encontrados em alimentos de origem animal, como os 0leos de peixe e de
figado de bacalhau (GUILLEN, 2008; HU; JACOBSEN, 2016; JORGE, 2009;).

O o6leo de figado de bacalhau ha décadas € considerado um medicamento, sendo
considerado eficaz no tratamento de doengas como a tuberculose e o raquitismo. Reportando
aos conceitos de nutracéutico e de alimentos funcionais, o 6leo passou a ser considerado como
suplemento nutricional por ser uma fonte tanto das vitaminas lipossoliveis A e D como dos
acidos EPA e o DHA (LENTJES, 2014). O ¢6leo é comercializado em cépsulas, na forma de

emulsdes e aditivado com saborizantes como geleia real e suco de laranja.
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O 6leo de linhaca, por sua vez, é considerado uma das principais fontes vegetais do
ALA, contendo cerca de 50% deste 4cido graxo. E facilmente encontrado no comércio tanto
em capsula como na forma liquida, sendo amplamente utilizado como alimento funcional, no
tratamento de pré-diabéticos e atividade contra células tumorais (DIKSHIT; HALES;
HALES, 2017; HUTCHINS et al, 201; KOSTIK, MEMETI, & BAUER, 201; LIANG et al.,
2016; SIMOPOULOS, 2002).

Devido a presenca de insaturacGes nas cadeias dos AGPI, os oleos de figado de
bacalhau e de linhaca sdo mais vulneraveis ao processo de auto-oxidacéo, podendo ter suas
composigdes alteradas e comprometimento do valor nutricional durante a estocagem. Deste
modo, tem-se buscado delinear estudos que ndo somente demonstrem os beneficios do
0mega-3 no organismo humano, mas também que busquem alternativas tecnoldgicas para
torna-los mais disponiveis e menos susceptiveis a oxidacao.

Neste contexto, este estudo desenvolveu blends com o dleo de figado de bacalhau e
6leo de linhaga, a fim de obter éleos ndo processados com composicdo de acidos graxos

omega-3 e estabilidade oxidativa melhorada em relacdo aos 6leos puros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o uso do 6leo de figado de bacalhau e do dleo de linhaga na formulacéo de
blends de 6leos ndo processados, contendo diferentes proporcfes de 6mega-3 e estabilidade

oxidativa melhorada.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar o perfil de acidos graxos dos 6leos de figado de bacalhau e do 6leo de linhaca;

e Determinar as propriedades fisico-quimicas do 6leo de figado de bacalhau e do dleo de
linhaga;

e Analisar a estabilidade térmica e oxidativa dos 6leos do 6leo de figado de bacalhau e do
6leo de linhaga;

e Elaborar sete blends de diferentes proporc¢des (m/m) do éleo de figado de bacalhau e 6leo
de linhaca;

e Determinar o perfil de &cidos graxos dos blends;

e Avaliar o comportamento térmico e oxidativo dos blends;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS E NUTRACEUTICOS

De acordo com a Resolugéo n® 18 e n° 19 de 30 de abril de 1999, alimento funcional é
“todo aquele alimento ou ingrediente que, além das func¢des nutricionais bdasicas, quando
consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metabolicos e/ou fisiologicos e/ou
efeitos benéficos a salde, devendo ser seguro para consumo sem supervisio médica”
(BRASIL, 1999). Ou seja, um alimento funcional deve levar beneficios a uma ou mais
funcdes alvo no organismo, além de possuir os adequados efeitos nutricionais
(ROBERFROID, 2002). Estes alimentos contém moléculas biologicamente ativas, como
estratégia para corrigir distdrbios metabolicos, resultando na reducéo dos riscos de doencas e
manutenc¢do da satde (ANJO, 2004; WALZEM, 2004).

Desta forma, os alimentos funcionais devem apresentar as seguintes caracteristicas: a)
serem alimentos convencionais e consumidos na dieta normal/usual; b) Apresentar
componentes naturais, algumas vezes, em concentracdo elevada; c) Ter efeitos positivos além
do valor basico nutritivo, que pode aumentar o bem-estar e a satde e/ou reduzir o risco de
ocorréncia de doencas, promovendo beneficios a satde além de aumentar a qualidade de vida,
incluindo os desempenhos fisico, psicologico e comportamental; d) Ter embasamento
cientifico com relacdo a propriedade funcional; e) pode ser um alimento natural ou um
alimento no qual um componente tenha sido removido; g) pode ser um alimento onde a
natureza de um ou mais componentes tenha sido modificada; h) pode ser um alimento no qual
a bioatividade de um ou mais componentes tenha sido modificada (ROBERFROID, 2002).

Os nutracéuticos, por sua vez, sdo alimentos ou parte de um alimento que proporciona
beneficios medicos e de saude, incluindo a prevencdo e/ou tratamento da doenca. Tais
produtos podem abranger desde os nutrientes isolados, suplementos dietéticos na forma de
capsulas e dietas até os produtos beneficamente projetados, produtos herbais e alimentos
processados tais como cereais, sopas e bebidas (ANDLAUER & FURST, 2002; KWAK &
JUKES, 2001a; ROBERFROID, 2002; HUNGENHOLTZ, 2002). Podem ser classificados
como nutracéuticos: fibras dietéticas, acidos graxos poli-insaturados, proteinas, peptidios,
aminoacidos ou cetoacidos, minerais, vitaminas antioxidantes e outros antioxidantes
(glutationa, selénio) (ANDLAUER; FURST, 2002).
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As razdes que diferenciam significativamente os alimentos funcionais dos
nutracéuticos é que, ao passo que a prevencao e o tratamento de doencas sdo relevantes aos
nutracéuticos, apenas a reducdo do risco da doenca (e ndo a prevencdo e tratamento da
doenca) estdo envolvidos com os alimentos funcionais. Outro ponto, diz respeito a forma
como devem ser consumidos na dieta; enquanto que os nutracéuticos incluem suplementos
dietéticos e outros tipos de alimentos, os alimentos funcionais devem estar na forma de um
alimento comum (KWAK; JUKES, 2001b). Portanto, os nutracéuticos ndo podem ser
verdadeiramente classificados como alimentos, sendo este termo criado pela Foundation for
Innovation in Medicine dos Estados Unidos, em 1989/1990 com a juncdo dos termos
“nutrientes” ¢ “farmacéuticos” que definiu nutracéutico como: “Uma substancia que pode ser
um alimento ou parte de um alimento que proporciona beneficios medicinais, incluindo
prevengdo ou tratamento de doencas” (GULATI; OTTAWAY, 2006).

3.2 ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS

Os lipidios sdo definidos quimicamente como compostos insollveis em agua e
sollveis em solventes organicos, tais como etanol cloroférmio, hexano, entre outros. Os
lipidios triglicerideos presentes em 6leos e gorduras sdo ésteres de acidos graxos esterificados
ao glicerol (FENEMMA, 2010). No organismo exercem a funcdo de alimento, principalmente
como fonte de energia, mas também como compostos bioativos que exercem propriedades
funcionais. Os acidos graxos podem apresentar de 4 a 36 atomos de carbono em sua cadeia,
podendo ser saturados (apenas ligacOes simples na cadeia carbonica), monoinsaturados (uma
dupla ligagdo carbono/carbono) ou poli-insaturados (duas ou mais duplas ligacOes
carbono/carbono). A presenca desta dupla ligagdo tem influéncia nas propriedades dos 6leos e
gorduras; pois quanto maior o nimero de insatura¢6es, menor o ponto de fusdo (RAMALHO;
SUAREZ, 2013).

As gorduras sdo sélidas em condi¢des ambientais e geralmente sdo de origem animal
(manteiga de leite, sebo de vaca, banha suina, etc.), no entanto também existem gorduras de
origem vegetal, como a manteiga de cacau, manteiga de coco e de abacate. No caso dos 6leos,
estes sdo liquidos a temperatura ambiente e, geralmente, sdo ricos em acidos graxos
insaturados (HU & JACOBSEN, 2016).


../../../../../../../User/Dropbox/Mestrado/Cliente/AppData/Roaming/Microsoft/Word/conceito%20de%20óleos%20e%20gorduras.pdf
../../../../../../../User/Dropbox/Mestrado/Cliente/AppData/Roaming/Microsoft/Word/conceito%20de%20óleos%20e%20gorduras.pdf
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Os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) s&o &cidos carboxilicos de cadeia alifatica
contendo duas ou mais insaturagdes, com a configuracao cis. A nomenclatura dos AGPI dar-
se-a pela a letra 6mega (®), ou “n”, que se atribui a posi¢do da primeira instaura¢do. Como
regra, estes acidos devem apresentar suas duplas ligacdes separadas por um grupo metileno (-
CH>-). A classificacdo destes acidos graxos pode ser definida por vérias formas, sendo a mais
comum a que agrupa os acidos graxos conforme o numero do carbono onde ocorre a primeira
dupla ligacao, contando-se a partir do grupo metilico (HU; JACOBSEN, 2016; JORGE,
2009).

A definicdo da familia 6mega-3 de &cidos graxos é dada pela primeira insaturacao
localizar-se-&4 no terceiro carbono da extremidade “6mega” da molécula. Um &cido graxo é
composto por varios atomos de carbono ligados juntos a uma cadeia de um grupo funcional
"acido" [COOH] em seu atomo de carbono inicial. O grupo acido é facilmente identificado
pelo fato de ser o Unico grupo de &cidos graxos que contém &tomos de oxigénio
(YONGGANG, LYNDSEY, HALADE, 2012).

Os acidos graxos da familia dmega-3 séo o alfa-linolénico (ALA, C18:3 - 18 carbonos
e 3 insaturagdes, 0 acido eicosapentanoico (EPA, C20:5 - 20 carbonos e 5 insaturacdes, € 0
acido docasahexanotico (DHA, C22:6 - 22 carbonos e 6 insaturacfes) (MORAES et al., 2006;
PESCADOR, 2006), conforme estdo apresentados na Figura 1.

Figura 1- Estrutura dos &cidos graxos essenciais

OH

= P

o]
Acido alfa-linolénico Acido eicosapentenoico (EPA) Acido docosahexaenoico (DHA)

Fonte: SHAHIDI; ZHONG, 2010, com adaptacgdes.
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3.3 ACIDOS GRAXOS OMEGA-3

Os seres humanos nao podem converter os acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6 entre si
e, além disso, os 6megas-3 ndo funcionam da mesma maneira nem todos os acidos graxos
O0mega-3 sdo biologicamente iguais (YONGGANG, LYNDSEY, HALADE, 2012). Desta
forma, estes acidos graxos devem ser adquiridos na dieta e, por este fato, sdo chamados de
“essenciais”.

De acordo com Lima de Souza (2010) a dieta ocidental ¢ demasiadamente rica em
acidos graxos da série dmega-6 e pobre em émega 3 em razdo do alto consumo de gorduras
vegetais fontes de dmega-6. Sabe-se que é possivel a obtencdo dos AGPI por acdo das
enzimas delta-9 e delta-15 (MARTIN, 2006). As principais fontes destes acidos graxos
essenciais sdo peixes e 6leo de peixe de &guas frias e profundas a exemplo do salméo,
arenque, atum e sardinhas; bem como em fontes vegetais como canola, linhaca e chia
(MARTIN et al., 2006; MORETTO, 1998; REGO, 2012; TRUCOM, 2006).

Os é&cidos graxos poli-insaturados possuem diversas propriedades benéficas para a
salde humama; desde participacdo na formacdo e desenvolvimento inicial do cérebro, no
comportamento e aspectos neuroquimicos relacionados a transtornos, podendo ser utilizado
como suplementacéo dietética (BERNARDI, 2012; HONGJIAN, 2013).

Os beneficios da suplementacdo de AGPI, especificamente o dmega-3 também podem
ser visto em pacientes com doencas cardiovasculares. Estudos demosntram que o consumo de
dietas com alto contetido de 6mega-3, em torno de 12-28% do valor calérico total, aumenta a
concentracdo de HDL (High Density Lipoproteins) e diminuiu a razdo LDL (Low Density
Lipoproteins): HDL no organismo (GILMORE et al., 2011; SANTOS et al., 2013). Em bleos
de peixe, fontes de 6mega-3 EPA e DHA, estudos mostram diversos efeitos positivos contra
doengas cardiovasculares e inflamatorias, impedimento do declinio cognitivo e outros
(CALDER, 2013; VKM, 2011). As quantidades destes acidos graxos em Gleos de peixe
dependem da matéria-prima selecionada, isto é, espécies de peixes, idade e parte do peixe;
dieta dos peixes (dieta natural ou aquicultura / alimento para peixes); e do processo de
producéo (USYDUS et al., 2007).

O acido oa-linolénico, outro tipo de 6mega-3 que estd presente em fontes vegetais
como Oleo de semente de linhaca e 6leo de semente de chia, foi associado ao tratamento de
doencas inflamatdrias, cardiovasculares, aterosclerose e dor artritica (SIMOPOULQS, 2008;
LIANG et al., 2016; MOZGHAN, 2016).
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3.3.1 Consumo e recomendacdo do acido graxo 6mega-3

Estudos apontam diversos efeitos da ingestio de Omega-3, tais como efeitos
cardiovascular, em artrite e doengas neurodegenerativas (STANLEY et al. 2013; LANDS
2012), bem como efeitos metabdlicos (WARENSJO ET AL. 2006). No entanto, ainda ndo ha
um consenso no que tange a recomendacdo diaria, o que dificulta a definicdo de limites de
seguranca para esses nutrientes, bem como a identificacdo dos grupos populacionais de risco.
No quadro 1 estdo apresentados os limites de seguranca de ingestdo de EPA e DHA de acordo
com 0s principais 6rgaos internacionais.

Na dieta humana ancestral, a proporcdo recomendada seria 1:1, no entanto, esta
proporcéo tem aumentado na sociedade industrializada, alcancando valores superiores a 25:1,
principalmente nos paises ocidentais. Em uma dieta tipica moderna, a razdo ®-6/ ®-3 é
superior a 10:1, devido as fontes limitadas ®-3 (HAMMEN, 2005; LOEF; WALACH, 2013;
LONG et al, 2013). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sugere uma proporc¢édo de 1:1,
5:1 para &cidos saturados: mono-: poli-insaturados e 1:5-10 &cido alfa linolénico (6mega-3):
acido linoleico (6mega-6) na ingestdo de alimentos. Para isto, define-se trés fatores
importantes para a avaliacdo nutricional de 6leos: 1) presenca de antioxidantes, 2) relacdo de
saturado, mono e poli-insaturados e 3) relacdo de acidos graxos essenciais (OMS, 2008).

Para gestantes as doses recomendadas variam entre 200 e 600 mg, e para lactentes, as
férmulas devem conter 0,2 a 0,5% de seu total de lipidios. Ressaltando, que no caso de
criangas, especialmente nos primeiros cinco anos de vida, a ingestio de 6mega-3 é
imprescindivel (CARVER et al, 2001; CARLSON et al, 2013; OZYURT et al., 2007).

Quadro 1- Resumo das avaliagOes realizadas por érgdos internacionais sobre os limites de

seguranca da ingestdo de EPA e DHA.

Instituicdo Limite de seguranca
3 g/dia de EPA e DHA para todas as fontes
Food and Drug Administration (2000) alimentares 2 g/dia de EPA e DHA para
suplementos.

Institute of Medicine (2005) N&o estabelecido
National Health and Medical Research Council (2006) 3 g/dia de EPA, DHA e DPA
The Federal Institute for Risk Assessment (2009) N&o estabelecido
Food and Agriculture Organization of the United .
Nations (2010) 2 g/dia de EPA e DHA
European Food Safety Authority (2012) N&o estabelecido

Fonte: BRASIL, 2014, com adaptacdes.
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Em 2014, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) langou o Informe
Técnico n° 63 sobre adicdo de ingredientes fontes de EPA e DHA em alimentos e bebidas.
Além da recomendacdo de 6mega-3, ha também uma indicacdo para a proporcdo entre
O0mega-6 (acido linoleico) e o 6mega-3, o qual ¢ denominada de razdo w-6/ w-3. No Brasil, de
acordo com o | Consenso da Associacdo Brasileira de Nutrologia, o consumo de fontes
adequadas de DHA no Brasil é extremamente baixo, pois além de grande parte dos peixes
consumidos pela populacdo sdo criados em cativeiros, ndo ha uma regulamentacdo para
suplementacdo de DHA na dieta dos mesmos (ALMEIDA, 2014).

3.4 OLEO DE FIGADO DE BACALHAU E OLEO DE LINHACA COMO FONTE
DE OMEGA-3

Desde o seculo XIX, o 6leo de figado de bacalhau é consumido como suplemento
nutricional; seja em capsulas ou em produtos alimentares enriquecidos. Os potenciais
beneficios para a saude sdo atribuidos aos acidos 6mega-3 EPA e DHA, e a vitamina D, sendo
usado notoriamente como um dos medicamentos para curar raquitismo (RAJAKUMAR,
2003).

O 6leo de figado de bacalhau é constituido principalmente por acidos graxos de cadeia
longa, cerca de 8,54% de acido eicosapentaendico (EPA) e  9,55%
de acido docosahexaenoico (DHA). No entanto, estes percentuais podem variar de acordo
com o local de captura do peixe, pode ndoapresentar quantidades superior ou inferior; com
21,97% de &cidos graxos saturados; 46,52% de &cidos graxos monoinsaturados e apenas
11,94% de &cidos graxos poli-insaturados, sendo deste 8,77% de DHA (ZENG et al., 2010;
ROHMAN; CHE MAN , 2011, SIMOPOULOS, 2016).

Como citado anteriormente, o 6leo de figado de bacalhau também é fonte de vitamina
D, e a combinacdo desta vitamina com o 6mega-3 pode atuar em mecanismos de acao, tais
como apoptose celular, inflamacdo, angiogénese e proliferagdo celular. Outros estudos
consideram-no como uma excelente fonte de vitamina D e A. Também foram observadas
correlagdes positivas entre o0 EPA e DHA presentes no 6leo de figado de bacalhau e ingestdo
de vitamina E ao avaliar biomarcadores num estudo de coorte (BATES, 2011; LENTJES,

2014). Contudo, mesmo sendo um OGleo fonte de vitaminas lipossollveis e de AGPI, o
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consumo de suplementos a base de 6leo de figado de bacalhau ainda é considerado baixo e
pode esta associado a fatores como idade, tabagismo, classe social e educacdo (LENTJES,
2014; RI1ZOS, 2012).

A qualidade nutricional dos alimentos esta relacionada a diversos fatores, no caso de
oleaginosas esta intimamente ligada a qualidade lipidica. A semente de linhaca (Linum
usitatissimum L) contém cerca de 20-25% de proteinas, 20-25% de fibra, 1% de lighanas e
40-45% de lipidios (JORGE, 2009; SIMOPOULOS, 2002).

Um estudo clinico realizado com ratas sem ovarios, as quais foram divididas em trés
grupos que receberam quantidade de linhaca diferentes na sua dieta (7,5, 15 e 22,5%) durante
120 dias. Observou-se que o consumo de linhaca é benéfico na reducdo do colesterol
plasmatico, principalmente para as ratas que receberam maior quantidade de linhaca na sua
dieta (ARJIMANDI; 2004)

A ingestdo de linhaca também esta associada a diminui¢do da glicemia e insulina em
individuos com sobrepeso ou obesidade com pré-diabetes, sendo indicado o consumo diario
de 13 g de linhaca (HUTCHINS et al, 2013). Em uma pesquisa recente, observou-se que o
consumo de uma dieta suplementada com linhaca apresentou atividades moduladoras no
célon de camundongos, sugerindo que o consumo desta semente pode modificar a defesa
microbiana e as respostas de doencas associadas ao intestino (POWER et al, 2016).

O dleo extraido da semente de linhaca é constituido na sua maior parte por AGPI,
sendo mais de 50% do 6mega-3 ALA, o qual vem sendo comumente associado ao tratamento
de doencas inflamatdrias, cardiovasculares, aterosclerose e dor artritica (ABDULRAZAQ,
2017; LIU et al., 2016; SIMOPOULOS, 2002).

O consumo do oOleo de linhaca estd associado ao efeito hipocolesterolémico,
justamente pela presenca do ALA, que atua através de uma regulacdo positiva da expressao
do receptor de LDL e de uma aceleracdo do catabolismo, bem como a saida de colesterol.
Além disso, observou-se que a suplementacdo contendo 25% de linhaga nas dietas de ratos
saudaveis aumentaram os niveis de HDL e diminuiu os niveis de LDL e triglicerideo (TAG),
exercendo assim, o efeito cardioprotetor (DALEPRANE et al., 2010)

3.5 PARAMETROS DE ESTABILIDADE DOS OLEOS RICOS EM ACIDOS GRAXOS
POLI-INSATURADOS OMEGA-3
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A estabilidade oxidativa de 6leos e gorduras consiste num parametro global utilizado
para avaliar sua qualidade dos produtos que os contém (HU; JACOBSEN, 2016). Os 0leos,
por sua vez, estdo sujeitos a reacOes que podem modificar sua estrutura quimica e
ocasionando deterioracdo, podendo ocorrer em todas as fases de obtencdo, processamento,
distribuicdo armazenamento e utilizagdo. Existem alguns fatores intrinsecos e extrinsecos que
implicam na estabilidade a oxidacéo, incluindo a insaturacdo dos acidos graxos, presenca de
compostos ndo glicerideos (fosfolipidios, fitoesterdis, carotenoides e tocoferois), condicdes
ambientais, uso de antioxidantes, entre outros (SHAHIDI; ZHONG, 2010).

Pelo fato de possuir ligacdes duplas na estrutura quimica, os Oleos de figado de
bacalhau e de linhaca se tornam mais suscetiveis a processos oxidativos, causando a
degradacdo dos acidos graxos essenciais e comprometendo a qualidade nutricional, além do
aparecimento de odores e sabores desagradaveis (SHAHIDI; ZHONG, 2010).

A oxidacdo lipidica é considerada uma das principais alteracGes que afetam os 6leos e
gorduras, ou em alimentos que os contém. E um processo degradativo que ocorre quando o
oxigénio atmosférico ou aquele que esta dissolvido no 6leo reage com 0s &cidos graxos
insaturados presentes. As reagbes que ocorrem sdo complexas e geram produtos
sensorialmente e nutricionalmente inaceitdveis em diferentes estagios da reacdo. O
mecanismo da oxidacédo lipidica é descrito como uma reacdo em cadeia constituida por trés
fases: iniciacdo, propagacao e terminacdo (FENEMMA, 2010).

Os Oleos de peixe, alga e linhaca contém uma grande gquantidade de acidos graxos
poli-insaturados, como DHA, EPA e ALA que sdo mais facilmente oxidados que as gorduras
animais, como porco e gordura de frango; e dos 6leos vegetais, como 6leos de soja, canola e
milho. Assim, misturas de 6leos contendo acidos graxos n-3 com gorduras animais e / ou
Oleos vegetais podem ser um método eficaz para aumentar a estabilidade oxidativa e a vida
atil de alimentos com baixa umidade (HU; JACOBSEN, 2016).

A auto-oxidacdo é o processo mais comum, sendo definido como um fenémeno
espontaneo e inevitavel dos 6leos expostos ao oxigénio da atmosfera, que ocorre através de
uma reacdo em cadeia de radicais livres. O hidrogénio bis-alilico dos &cidos graxos poli-
insaturados requer uma menor energia de ativacdo para dar inicio a formagdo de radicais
livres, em seguida o hidrogénio alilico. O hidrogénio alquil, no entanto, requer uma maior
energia, logo considera-se sua sensibilidade atenuada (SHAHID; ZHONG, 2010) (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema do mecanismo da auto-oxidagéo lipidica
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Fonte: adaptado de SHAHIDI; ZHONG, 2010.

Existem algumas andlises utilizadas para avaliar a estabilidade ou susceptibilidade a
oxidacdo de 6leos e gorduras. Na sua grande maioria sdo testes que submetem a amostra
lipidica a condicBes padronizadas que aceleram o processo oxidativo: elevacdo de
temperatura, adicdo de metais, aumento de pressdo de oxigénio, estocagem sob luz, agitacéo e
0 aguecimento.

Os métodos mais utilizados para avaliar a estabilidade dos 6leos, bem como a
oxidacdo de alimentos lipidicos sdo: o teste de estufa (Schaal), que consiste na exposi¢ao do
alimento a elevada temperatura por um tempo prolongado, no intuito de avaliar o estado de
oxidacdo do produto por meio de outras analises como indice de peroxido, indice de acidez,
infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear, analise de volateis, entre outros. Apesar de
ndo haver padronizagdo na quantidade de amostra e temperatura utilizada, o este de estufa
apresenta correlagdo com a vida util do produto (HU; JACOBSEN, 2016).



30

Outro teste bastante utilizado para avaliar a qualidade de biocombustiveis
(CARVALHO et al., 2016; FOCKE; WES THUIZEN; OOSTHUYSEN, 2016) e ao longo do
tempo comecgou-se a utilizar na area de alimentos é o método Rancimat (RATUSZ et al.,
2016; DAMANIK MURKOVIC, 2018; YANG et al., 2017). Atualmente este é o método
oficial para determinar a estabilidade oxidativa, recomendado pela American Oil Chemist’s
Society (AOCS, 2009), os resultados sdo expressos em periodo de indugdo em horas e
também apresenta correlagdo com a vida til do produto.

A estabilidade de um alimento também pode ser avaliada através da sua estabilidade
térmica, que se define pela sua capacidade em manter suas propriedades durante o
processamento térmico. Utiliza-se, portanto, a analise termogravimétrica (TG), que se baseia
na variacdo de massa de uma amostra em funcdo do tempo e temperatura (MOTHE;
AZEVEDO, 2009).

Esta analise tem sido usada para acompanhar o comportamento da degradacdo de
residuos de alimentos (NINDUANGDEE et al., 2015), para avaliar a combustdo de novos
combustiveis (ELBAZ et al., 2015), cinética de oxidacdo térmica de alimentos (CHEN et al.,
2017), assim como também para investigar a decomposicdo de matrizes oleosas
(NYAKUMA; AHMAD; JOHARI; ABDULLAH, 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0040603116300454#!
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4 MATERIAIS E METODOS

As anélises experimentais deste estudo foram executadas nos laboratorios do
Nucleo de Pesquisa e Extensdo de Combustiveis e de Materiais (NPE — LACOM) e no
Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Analises (LMCA), ambos pertencentes a
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). O Fluxograma apresentado na Figura 3 ilustra os
procedimentos realizados neste trabalho.

Figura 3- Etapas do desenvolvimento experimental deste estudo
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4.1 REAGENTES E SOLVENTES

Os solventes n-hexano utilizado para as analises foi da marca Honeyweel. Também
utilizou-se cloroférmio deuterado da marca Merck (0,03% em volume de TMS, 99,8% grau
de deuteracdo). Os gases (oxigénio, ar sintético e hélio) utilizados foram adquiridos da White
Martins, Brasil (99,8% de pureza).
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4.2 OLEOS

4.2.1 Obtencéo do 6leo de linhaga in natura

O dleo de figado de bacalhau, em cépsulas, usado no presente trabalho foi de fonte
comercial, adquirido em supermercado da cidade de Viseu-Portugal. Todo éleo objeto do

estudo pertenceu a mesma marca e lote.

4.2.2 Obtencéo do 6leo de linhaca

O dleo de linhaga, in natura, foi obtido a partir da prensagem das sementes, a frio, em
nosso laboratério. As sementes de linhagca marrom (Linum usitatissimum) foram adquiridas no
mercado central da cidade de Jodo Pessoa-PB da mesma marca e lote. No processo de
prensagem obteve-se um rendimento de aproximadamente 20%. Ap0s a extracdo o Oleo foi
filtrado a vacuo e acondicionado em recipientes de vidro &mbar, permanecendo assim até a

realizacdo das analises e procedimentos posteriores.

4.3 PERFIS DE ACIDOS GRAXO0S DOS OLEOS

4.3.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-MS)

Inicialmente foram preparados os ésteres de acidos graxos de acordo com a
metodologia descrita por Hartman & Lago (1973). Os ésteres obtidos foram secos em
atmosfera inerte (N2) para retirar os residuos de solvente. A solucdo injetada na coluna
cromatografica foi preparada usando a proporcao ésteres de acidos graxos/hexano 2:1, no
intuito de melhorar a resolucao dos picos.

A quantificacdo dos ésteres de acidos graxos foi feita atraves da curva de calibracéo
com padrdes de ésteres metilicos (Supelco® 37 Component FAME Mix), utilizando um
CGMS-QP2010 (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipado com uma coluna Durabound DB-23 (30
m x 0.25 mm x 0.25 pm). As temperaturas do injetor e do detector foram fixadas em 230 °C e
a temperatura da coluna em 90 °C. O gradiente de eluicdo na coluna foi de 90 a 150 °C (10
°C/min), 150 a 200 °C (2 °C/min), 200 a 230 °C (10 °C/min) em um tempo total de corrida de

39 minutos com um split de 100. O gés transportador foi 0 gas hélio.



33

4.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN H)

Para esta andlise, utilizou-se 30 mg de 6leo dissolvidos em 0,6 mL de cloroférmio
deuterado (CDCls). Os espectros de RMN N foram obtidos em espectrometro da Bruker
(400 MHz). Tetrametilsilicio (TMS) foi usado como padréo interno de referéncia. Para o
tratamento dos espectros utilizou-se o software MestreNova e os deslocamentos quimicos

foram expressos em partes por milhdo (ppm).

4.3.3 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em
espectrofotdbmetro com transformada de Fourier (modelo IR Prestige-21 da marca Shimadzu,
Kyoto, Japdo) e os ensaios realizados por reflectancia utilizando acessorio de Reflectancia

Total Atenuada (ATR). As andlises dos espectros foram realizadas no software OriginPro 8.

4.4 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

4.4.1 Indice de acidez e indice de iodo

O indice de acidez foi determinado de acordo com o método descrito em IAL (2008) e
o0 indice de iodo pelo método de Wijis Cd 1-25 (AOCS, 2009). Ambas foram realizadas em
triplicata.

4.5 DETERMINACAO DA ESTABILIDADE OXIDATIVA E TERMICA

A estabilidade oxidativa do 6leo de figado de bacalhau e do éleo de linhaca foi

determinada através do método acelerados Rancimat.

4.5.1 Método Rancimat
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A andlise da estabilidade oxidativa do 6leo de figado de bacalhau, do dleo de linhaga e
dos blends formuladas foram realizados em duplicata no equipamento Rancimat (Metrohm),
utilizando a metodologia da AOCS Cd 12b-92 (2009). Neste procedimento utilizou-se 2 g da
amostra, sob fluxo constante de ar (10 L.h * a 68 °C) de acordo com (TIAN, 2013). Os
resultados foram expressos em periodo de inducédo (PI), determinado automaticamente a partir
do ponto de inflex&o da curva, pelo programa que acompanha o equipamento. O valor de Pl

foi expresso em horas (h).

4.5.2 Anédlise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas (TG/DTA) dos 6leos foram obtidas em um analisador
térmico simultdneo modelo TG-DTA-60H (Shimadzu, Kyoto, Japdo) em atmosfera de ar
sintético, com fluxo de 50 mL.min", razdo de aquecimento de 10 °C.min*, até 600 °C,

utilizando cadinho de alumina e massa de aproximadamente 10 mg.

4.6 FORMULACOES DOS BLENDS

Foram formulados sete blends em propor¢oes diferentes de massa/massa, compostas
por Gleo de figado de bacalhau e 6leo de linhaca, conforme a tabela 2. Os blends foram
armazenados em vidro ambar, e acondicionados em refrigerador a temperatura de
aproximadamente 10 °C.

Tabela 2 - Formulac6es dos blends com éleo de figado de bacalhau (OFB) e 6leo de linhaca
(OL)

BLEND OFB (%) OL (%)
01 50 50
02 40 60
03 30 70
04 20 80
05 60 40
06 70 30
07 80 20

OL = 6leo de linhaca
OFB = 6leo de figado de bacalhau
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4.7. DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DOS BLENDS

Os perfis de &cidos graxos dos blends foram determinados conforme metodologias
descritas nos itens 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3.

4.8. DETERMINACAO DA ESTABILIDADE OXIDATIVA DOS BLENDS

O estudo da estabilidade oxidativa dos blends foi feito pelo método Rancimat nas

condicdes descritas no item 4.5.1.

4.9. PRECONIZACAO DA VIDA DE PRATELEIRA

A vida de prateleira dos blends foi preconizada usando o teste de Schaal, no qual 10
gramas de cada amostra (blend) foram armazenados em frascos de vidro transparente e
acondicionados em estufa na temperatura de 60 °C £ 5 durante 10 dias. No final deste periodo

foram feitas analises de RMN *H para avaliar o grau de decomposicéo dos blends.
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5 RESULTADOS

5.1 ARTIGO

Os resultados obtidos com desenvolvimento desta pesquisa proporcionaram a
elaboracdo de um artigo descrito a seguir:
O artigo intitulado “STRATEGY TO IMPROVE THE OMEGA-3 CONTENT AND

THE OXIDATIVE STABILITY IN COD LIVER OIL” submetido ao periodico Food
Chemistry, qualis Al para Ciéncia de Alimentos.
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Abstract

In the present study, blends were prepared using different ratios of linseed (LO) and cod liver
(CLO) oils to obtain oils with major sources of omega-3 fatty acids and high oxidative
stability. For this purpose, the blends were analyzed by Gas Chromatography - Mass
Spectrometer (GC-MS), H Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR), Fourier transform
infrared (FTIR) spectroscopy and Rancimat. The results showed that the proposed strategy of
using LO/CLO blends to obtain oils with privileged compositions in omega-3 fatty acids such
as a-linolenic (ALA), eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids.
Furthermore, confirmation was obtained in showing an increase of the oxidative stability in

compared to CLO.

Keywords: Cod liver oil, linseed oil, blends, omega-3, *H NMR, oxidative stability.
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1. Introduction

Cod liver oil (CLO) presents a differentiated characteristic, compared to many vegetable
oils, significant proportions of omega-3 long-chain polyunsaturated fatty acid
(eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids), as well as soluble vitamins A and D (Guillén
et al, 2008). Due to this composition, its use as a nutritional supplement has been
recommended mainly for children and pregnant women. The regular use of CLO in pregnant
women has been associated with better brain development in the fetus. On the other hand, oil
consumption in other life cycles has been related to the treatment of degenerative chronic
diseases such as: Alzheimer's, inflammatory, cardiovascular diseases, cancers, amongst others
(Akerele; Cheema, 2016; Hongjian et al, 2013; Wu et al, 2015; Yates et al, 2014; Al-Nozha et
al, 2016).

The benefits of poly-unsaturated fatty acids for humans on health is well documented, and
the consumption of products rich in omega-3 is growing. Although CLO is consumed as a
source of omega-3, its percentage in oil is considered low in comparison, for example, to
linseed oil. This fact has stimulated strategies that increase the concentration of omega-3 in
lipid sources of animal origin. In the study developed by Lei et al. applying the techniques of
winterization via solvent and enzyme interesterification obtained values of molar percentage
of omega-3 around 43% in cod liver oil (Lei, Q. et al. 2016). Other works have managed to
increase the content of omega-3 in fish oils and improve some physico-chemical properties by
mixing oils from fish with other oils, mainly vegetable oils (Vicente et al, 2015; Corréa, 2015;
Baltork, Torbati, Damirchi & Savage, 2016). Among the class of vegetable oils, the oil of
linseed seeds (Linum Usitatissimum) presents an appropriate chemical composition to be
applied as a source of omega-3 to enrich other oils. The concentrations of omega-3 (a-
linolenic acid) are in the 50% range in that oil (Marpalle et al., 2015; Reddy et al., 2012; Sun

et al., 2015). And just like CLO, it is used as a functional food and in the prevention and
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treatment of hypercholesterolaemia, diabetes, heart disease and the set of diseases
characterized as metabolic syndrome (Hutchins et al, 2013; Sun et al., 2015).

The main problem in the use of oils rich in omega-3 is in its low oxidative stability. In
this sense, both cod liver and linseed oils are highly susceptible to oxidation. However,
intrinsic factors such as the presence of metals and substances of animal origin catalysts of
oxidation reactions contribute to the lower stability of fish oils, regardless of the omega-3
content. It constitutes an oil industry strategy, the use of antioxidant additives to prolong the
shelf life of oils with great susceptibility to oxidation. In the case of oils used as functional
food, it is not a very safe or suitable the use of additives, since they are oils consumed
regularly.

Nieva-Echevarria et al. assessed the efficiency of the butyl-hydroxytoluene synthetic
antioxidant (BHT) in cod liver oil in vitro in a simulation of digestive process (Nieva-
echevarria; Goicoechea; Guillén 2017). According to these authors, the use of BHT decreases
the extent of the oil degradation progress, however, they do recommend caution in the use of
this synthetic antioxidant in a functional food. According to literature, an alternative strategy
is to improve the oxidative stability and functional characteristics of an oil is to combine oils
with different compositions and properties. In this context, blends present a composition of
fatty acids and greater thermal and oxidative stability than oils that originated from them
(Aladedunye e Przybylski, 2013; Roiaini, Ardiannie e Norhayati, 2015; Siddeeg & Xia,
2015).

Based on what was mentioned above, we prepared cod liver and linseed oils blends in
varied proportions in order to evaluate the effect of the addition of linseed oil on physico-
chemical properties, especially the oxidative stability, profile of fatty acids with emphasis on

the omega-3 content.
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2. Materials and methods

2.1 Chemical reagents and materials

Hexane, methanol and deuterated chloroform (CDCIs3) obtained from Sigma-Aldrich.

The other solvents and reagents used from F-Maia (Brazil).

2.2 Samples

The cod liver oil in capsule (CLO) from the Viseu- Portugal in a natural products
store. The linseed from in the market of Joao Pessoa-Brazil. The linseed (1000 g) were cold
pressed in a mechanical press with a total pressure of thirty ton. Obtained 200 g of oil in a
yield of 20% by weight of oil/weight of seeds. After the extraction process, the oil obtained
was vacuum filtered to remove the vegetal material and conditioned in amber glass in an inert

atmosphere at 4 °C until the analyzes were carried out.

2.3 Preparation of blends

The blends (LO/CLO) composed were prepared in the following proportions

weight/weight: B1 (8:2), B2 (7:3), B3 (6:4), B4 (1:1), B5 (4:6), B6 (3:7) and B7 (2:8).

2.4 Physico-chemical characterization of the oils

In the samples of oils and blends the following physico-chemical tests performed: acid
value and iodine value. The acid value according to the methods (IAL, 2008). The iodine

value according by the method of Wijis Cd 1 - 25 (AOCS, 2009).
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2.5 Composition of fatty acids of oils and blends by GC-MS

Initially, the esterification of fatty acids was carried out to obtain the methyl esters
according to the methodology described literature (HARTMAN & LAGO, 1973). The
identification of fatty acid esters in the samples was performed by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS), Shimadzu, model GCMS-QP2010. The capillary
column used was a Durabond - DB-23 (30 m x 0.25 mm and 0.25 pum film thickness). The
injection and detector temperature were set to 230 °C. The oven temperature was programmed
from 90 °C to 150 °C (10 °C/min), 150 °C to 200 °C (2 °C/min) and then from 200 °C a
230 °C (10 °C/min). Helium gas was used as the carrier gas with a flow rate of 3 mL min™
and an injection volume of 1 pL, using the split mode with a splitting ratio of 1:100. For
molar quantification of methyl esters, sample peak areas were compared to those of the

external calibration standard (Supelco® 37 Component FAME Mix).

2.6 Acquisition of the *H NMR Spectra and determination of fatty acid profile of oils and

blends

The 'H NMR spectra were recorded on a Bruker 400 MHz spectrometer. Each
experiment was performed by dissolving a20 mg of sample in 0.6 mL of deuterated
chloroform (CDCIs) containing tetramethylsilane (TMS). The mixture was introduced into a 5
mm diameter tube. The spectra acquisition time was 47 s with 16 repetions. Chemical shifts
were expressed in parts per million (ppm). The area of the signal was determined by using the
software MestReNova software version 6.0 and the integrations were made of the peaks using
previous studies (GUILLEN et al. 2008), according Table 1. The results were expressed in

molar percentage.
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Table 1 - Equations for obtaining the fatty acid composition of the oils and blends by 1H
NMR signals

Fatty acid Equation

Omega-3 (%) 1=(Ic+Ag)/ (Ic)x 100

DHA (%) 2 =(l)/ (Ih + 21x) x 100

EPA (%) 3=(2I5) /(I + I + If) x 100
ALA (%) 4 =% omega-3 — (DHA+EPA)
SMDU (%) 5 = (Is)/ (Ie+ Ic) x 100
Unsaturated (%) 6 =(2lc + 1)/ (6lk) x 100
Satured (%) 7=(2lc+ 1)/ (6lk)x 100
Cholesterol (mmol/mol) 8 = (4la/ 3lk)

Source: Guillén (2008), adapted. DHA: docosahexaenoic acid. EPA: eicosapentaenoic acid. ALA:
linolenic acid. SMDU: saturated, mono and diunsaturated.

2.7 Acquisition of the FTIR Spectra

FTIR spectra of the extracted oils were acquired on a Shimadzu prestige-21 IR
Spectrophotometer and tests performed by reflection using Attenuated Total Reflectance
accessory (ATR). All spectra were recorded from 4000 to 400 cm™. The frequency value for
each band and the absorbance were obtained by the software OriginPro version 8. The
assignment of the bands to specific functional group vibration was made from comparison

with previous studies.
2.8 Oxidative stability

The oxidative stability tests were carried out in duplicate, according to the
methodology of AOCS (AOCS, 2009), using the equipment 873 Biodiesel Rancimat, from
Metrohm. The tests were performed using a 2 g samples, at temperature of 68 °C and constant
air flow of 10 L.ht. The result, the induction period (IP), usually expressed in hours, was
automatically determined from the inflexion point of the curve by the internal equipment

software.

2.9 Accelerated stability test (Schaal test)



52

The oil samples (10 g) were stored in clear glass vials and oven-conditioned at 60 °C +

5 for 10 days, which were subjected to *H NMR analysis.
2.10 Statistical Analysis

Results were expressed as mean + standard deviation. Statistical analysis of the results
was performed using ANOVA and Tukey test to identify significant differences between
means, with significance at the 5% level (p <0.05). The data were treated in the Sigma Stat

Program 3.2.

3. Results and discussion
3.1 Physico-chemical properties

The average acidity and iodine values of the oil samples are listed in Table 2. CLO
and LO as well as their blends presented acidity values (<4 mg KOH.g?oil) in accordance
with the specifications recommended by the Codex Alimentarius for edible oils obtained by
pressing and virgin oil (Codex Alimentarius, 2005). The CLO presented a lower acid value
among the analyzed oils while LO showed higher acid value. Regarding the iodine index, it is
related to the degree of unsaturation of an oil and major value this parameter implies in high
oil quality. A significant difference was observed between the iodine values obtained for LO

and CLO in agreement with the percentage of PUFAS in these oils.

Table 2 - Acid and iodine values of linseed oil, cod liver oil and blends.

Sample Acid value lodine value
(mg KOH. g* oil) (gl12100¢g%)

LO 0.832+ 0.01 182.52+ 0.70
CLO 0.20° +0.10 166.0° + 0.00
B1 0.772+0.09 181.52+0.70
B2 0.77%+0.09 176.5° + 0.70
B3 0.76% + 0.09 176.0° + 0.00
B4 0.62% + 0.09 180.5% £ 0.70
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B5 0.55%+0.00 173,5°+0.70
B6 0.55% £ 0.00 170.59 + 0.70
B7 0.48% +0.09 166.5° + 0.70

Different letters in the same column, indicate significant differences at the 5% probability level in the Tukey test.

3.2 Fatty acid profile by GC-MS

Table 3 shows the composition of fatty acid in the oil samples, whose main
constituents were ALA and oleic acid. Linseed oil has a favorable fatty acid composition with
a high a-linolenic acid content. It contains nearly 52% of ALA, compared with 4% for cod
liver oil. Thus, its composition is favorable for the oxidation process due to the presence of
allylic and bis-allylic hydrogens in the acid alkyl chain. In cod liver oil, the content is manly
distributed between oleic acid and omega-3 long-chain polyunsaturated fatty acid.

The composition obtained for seven blends shows that is possible to prepare oil
sample with control of omega-3 levels. For example, B1, B2 and B3 are blends with high
values of ALA, whereas B7 shows nearly ALA and EPA contents. All the blends differ in
omega-3 type, as expected, there was an increase of ALA content and a decrease of the levels
of EPA and DHA. As was reported in the literature and presented here, linseed oil has high
ALA content and does not contain the EPA and DHA (Gémez-Cortés; Brenna; Lawrence; De
La Fuente, 2016; Shadyro; Sosnovskaya; Edimecheva, 2017). In relation to levels of EPA and
DHA in LO/CLO blends were lower as compared to CLO Lei et al. observed an increase of
omega-3 content in cod liver oil using the winterization method (Lei et al, 2016). These
values were in this study higher than those obtained for us, but we had used a simple, fast and
inexpensive process to improve the omega-3 content of CLO, which consists of mixing oils
with different physico-chemical properties aiming at an improvement of characteristics. Thus,
some oil blends have been prepared by industry, such as sunflower oil mixed with rapeseed or
sunflower oil, soybean oil mixtures with oils rich in oleic acid to improve the oxidative

stability (Hashempour-Baltork et al. 2016).
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According to World Health Organization the omega-6/omega-3 ratio for a healthy

consumption of an oil should be within the range 0.1 to 0.2 (WHO, 2008). Linseed oil and

cod liver oil showed an omega-6/omega-3 ratio of 0.22 and 0.37, respectively. This parameter

varied from 0.18 to 0.27 for blends showing an approximation with respect to linseed oil,

which is an oil with functional properties (Hutchins et al, 2013).

The saturated fatty acids/PUFAS ratio for CLO was significant 0.73 against 0.1 for

LO. According to other studies, the substitution of saturated fatty acids (C:12 to C:16) by

fatty acids PUFAS decreases the cholesterol concentration and the ratio of total

cholesterol/high density lipoproteins (HDL) causing a decrease in the incidence of coronary

diseases (WHO, 2008). In this context, the blends obtained with the LO and CLO mixture

provided the oils with the greatest potential for use as a functional food in relation to CLO.

Table 3 - Fatty acid profile of CLO, LO e blends por GC-MS.

Fatty acid (%) LO CLO B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7
Lauric acid ND 0.38 ND 031 036 036 ND ND ND
Myristic acid ND 4.85 1.73 1.74 2.10 274 285 334 374
Myristoleic acid ND 050 ND ND ND ND ND ND ND
Pentadecanoic acid ND 082 ND 037 055 048 047 0.62 0.63
Pentadecenoic acid ND 049 0.70 ND 041 039 ND ND ND
Palmitic acid 483 1319 6.33 730 793 877 874 944 992
Palmitoleic acid 049 690 185 194 254 3.02 437 554 573
Heptadecanoic acid 050 057 ND 0.46  0.55 ND ND ND ND
cis-10-Heptadecenoic acid 052 066 ND ND 0.41 ND ND ND ND
Stearic acid 474 378 532 462 436 447 437 402 443
Elaidic acid 093 344 141 158 194 184 350 4.08 451
Oleic acid 16.12 2256 16.02 17.78 1859 1897 17.99 17.92 18.17
Linolelaidic acid 0.54 ND ND ND ND ND ND ND ND
Linoleic acid 11.38 8.37 10.43 1095 11.03 10.21 7.13 6.35 4.79
a -Linolenic acid (ALA) 51.70 4.03 42.86 40.97 36.11 31.16 26.11 20.30 13.28
vy - Linolenic acid 1.19 ND ND 051 061 072 ND ND ND
Arachidic acid ND 1.69 2.08 1.19 1.32 143 054 ND ND
Eicosanoic acid ND 402 154 134 174 199 7.79 9.34 12.04
Eicosadienoic acid ND 154 1.87 ND ND 135 ND ND ND
Eicosatrienoic acid ND ND 1.68 ND ND 1.02 ND ND ND
Eicosatetraenoic acid 0.78 1.04 136 070 1.09 ND ND ND ND
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Acido eicosatrienoico ND ND ND 078 088 088 ND ND
Eicosapentaenoic acid (EPA) ND 1546 255 428 470 574 ND 9.04
Behenic acid 1.27 ND ND 0.77 ND ND ND ND
Erucic acid 098 145 ND ND 126 116 ND 7.21
Docosadienoic acid 0.84 1.13 153 ND ND 090 ND ND
Tricosanoic acid 0.89 ND ND ND ND ND ND ND
Docosahexaenoic acid (DHA) ND 3.10 ND 128 144 157 ND 279
> PUFAS 66.43 34.67 62.28 59.47 55.86 53.55 33.24 38.48
¥ omega-3 51.70 2259 4541 46.53 4225 38.47 26.11 32.13
Reason omega-6/omega-3 022 037 023 024 026 027 027 0.20
> Saturated 12.23 2528 1546 16.76 17.17 19.09 16.97 17.42

ND
10.17
ND
9.63
ND
ND
2.97
31.12
26.42
0.18
18.72

ND: non-detectable. PUFAS: polyunsaturated fatty acid.

3.3 Fatty acid profile by *H NMR Spectroscopy

The GC-MS technique is the one most used in the determination of the composition of
fatty acids. Though, it is possible to determine the percentages of esters from the fatty acids
allowing the description of the composition. *H NMR technique is more robust than GC-MS,
although it is not as sensitive. In the study of oils with rich compositions of omega-3 fatty
acids, 'H NMR is a perfectly adequate technique, allowing the determination of the molar
percentage of omega-3, with specification in the ALA, EPA and DHA fatty acids (Guillén,
2008; Chang et al, 2010), which motivated the use of the technique in this study.

The *H NMR spectrum of CLO, Figure 1, presented 13 signals, of which twelve were
attributed to hydrogen of the triacylglycerides of the oil, and 1 signal at 0.69 ppm, that was
attributed to the presence of cholesterol, commonly found in oils of animal origin (Guillén et
al, 2008). In the *H MNR spectrum of LO, 11 signals were identified, ten of which were
assigned to fatty acids and one, at 0.67 ppm, to the presence of phytosterols, found in other
vegetable oils extracted by pressing (Souza et al., 2017). The other signals from the spectra
were identified based on data established in the literature (Guillén, 2012; Castro et al, 2010;
Kostik; Memeti & Bauer, 2013). *H NMR spectrum of the LO showed the intensity of signal

C, attributed tof the terminal methyl hydrogen of the omega-3 fatty acid chain is greater than



56

the intensity of B, which attributed to the hydrogens of the terminal methyl of the other fatty
acids. As a result, LO showed higher molar percentage of omega-3 fatty acid.

Opposite result was observed in the spectrum of the CLO thereby evidencing, that LO
has higher omega-3 content than CLO. The comparison between the intensities of signals B
and C in the spectra of the blends varied according to the amounts of LO and CLO used in
their preparations, Figure 2. As expected, higher amounts of LO used gave blends with higher
levels of omega-3. The equation 1 was used to obtain omega-3 molar percentages of LO, CLO
and blends from the values of the integrals of signals B and C, shown in Table 4. The molar
percentages of DHA and EPA fatty acids in CLO oil and blends were determined by 2 and 3
equations, respectively, using the integrals of the signals: 1 (A1), H (An), (Ar) E (Ag) e | (A)).
The molar percentage of ALA in CLO was calculated using equation 4. The other equations
were used to determine the molar percentages of saturated, unsaturated, diunsaturated fatty

acids in LO, CLO and blends.

Table 4 - Composition parameters of Cod Liver QOil, Linseed Oil and blends obtained from
1H NMR.

Parameter Equation** LO CLO Bl1 B2 B3 B4 B5 B6 B7
omega-3 (%) 1 52.2 21.37 46.45 37.66 33.78 34.24 34.23 31.40 27.94
DHA (%) 2 ND 1290 066 092 1.02 354 7.36 8.03 10.28
EPA (%) 3 ND 10.12 0.11 9.19 102 7.18 8.99 12.36 15.63
ALA (%) 4 522 ND 45.68 27.55 2256 23.32 17.88 11.02 2.03
SMDU (%) 5 47.8 78.73 53.55 62.06 66.22 65.76 65.77 68.59 54.33

U (%) 6 88.7 90.53 87.08 72.37 70.70 76.33 86.25 85.25 83.62

S (%) 7 11.33 11.80 12.91 27.62 29.29 23.66 13.75 14.75 16.38
Cholesterol* 8 ND 001 ND ND ND ND ND ND ND

ND: no detectable. DHA: docosahexaenoic acid. EPA: eicosapenaenoic acid. ALA: linolenic acid. SMDU:
satured, mono and diunsaturated; U: unsaturated; S: saturated. *Cholesterol/Triglyceride (mmmol/mol); **See
Table 1.
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Figure 1 - 1H NMR spectra of cod liver oil (CLO) and linseed oil (LO) recorded in CDCI3
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Figure 2 - Partial 1H NMR spectra of blends linseed oil/cold liver oil (LO/CLO) recorded in

CDCI3. The blends (LO/CLO) proportions (w/w) as follows: B1 (8:2), B2 (7:3), B3 (6:4), B4
(1:1), B5 (4:6), B6 (3:7) and B7 (2:8).

3.4 Characterization by Fourier transform infrared spectra

The evaluation of the composition of oils using spectroscopy in the infrared region is
very efficient, mainly in the study of the identification of the authenticity and the degree of
degradation of the sample. This technique was used in the characterization of pure oils and
blends and in the monitoring of their oxidative stability during 10 days of storage, in the
Schaal test. The infrared spectra of CLO and LO showed absorption bands in the
characteristic regions of oils, but some relevant differences were observed between the two
spectra presented in the Figure 3. The spectra these oils showed bands around 3020 cm™,

attributed for the =C—H bond stretch in cis configuration, normally discrete in the spectrum of
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conventional oils, proved to be quite expressive for the two oils, indicating the degree of high
unsaturation of CLO and LO. Unsaturation profile was confirmed by the presence similarly
expressive of the band in 720 cm™, attributed for the HC=C—H bond in cis configuration. At
968 cm™ band associated with HC=C—H in configuration trans, arising from a smaller
proportion of isomerization of the double bonds, possibly due to the high degree of
unsaturation of the evaluated oils. This band was more expressive in the CLO spectrum,
because it was an oil with less stability when compared to LO (Guillén, 2003; Elzey; Pollard;
Fakayode, 2016). Carbonyl group (C=0) stretch observed at 1746 cm™ and C-O bond at
1095 cm™, these bands attributed to the saturated acyl groups, monosaturates and poly-

unsaturated in triglycerides.
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Figure 3 - Fourier transform infrared spectra of the CLO and LO sample.

3.5 Oxidative stability of the Cod Liver Qil, Linseed Oil and blends
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The period of oxidative induction by the Rancimatt method is a parameter used for the
prediction of the shelf life of the oils. Based on this, it was determined oxidative stability LO,
CLO and blends using this method. The results are shown in Table 5. According to these data,
LO, IP (26.46 = 0.07 h) was much more stable than CLO, IP (12.32 £ 0.24 h), although the
latter has a lower content of omega-3. Possibly, this is due to the chemical nature of the
omega-3 fatty acids present in CLO, that although they consist of long chains, have 5 and 6
double bonds, therefore, a higher number of bis-allylic methylene groups (CH2z), more
susceptible to oxidative degradation, compared to the structure of omega-3 fatty acid ALA

present in LO.

Table 4 - Induction period (IP) of the LO, CLO and blends by the Rancimat method 68 °C.

Sample IP/h
LO 26.46% + 0.07
CLO 12.329+0.24
B1 23.12° + 0.66
B2 21.80° + 0.05
B3 17.11% +0.33
B4 16.99% + 0.12
B5 19.79° + 0.82
B6 19.39°+ 0.44
B7 16.64% + 0.54

Different letters in the same column, indicate significant differences at the 5% probability level in the Tukey test.

The value of IP in the blends increased proportionally to the amount of LO used in
obtaining these, and the B1 blend containing 80% LO was the most stable IP (23.12 + 0.66 h).
Usually, the temperatures used in the Rancimat test for the determination of IP in oils vary
between 100 and 110 °C. In this study, we use a lower temperature, 68 °C, because according
to the literature (Tian, 2013; Rabio-Rodrigues et al, 2012; Garcia-Moreno, 2013), this is the
temperature that should be used for the determination of IP in fish oils, because the
temperatures used for analysis in vegetable oils, there is a very rapid degradation of fish oils

producing very low IP values, not being possible the correlation with the shelf life. In this
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study we used the same temperature for all samples, for comparative purposes. In a recent
study (Symoniu, Ratusz & Rygier, 2016) the induction period by Rancimat of linseed oils of
different cultivars was determined, using a temperature at 70 °C, and the IP values obtained
were higher than found in this study. Rancimat is an excellent technique for the determination
of the stability of oils, however, several factors may interfer with the test result, for example,
incorrect washing of equipment accessories, besides the presence of volatile compounds in the
oil.

Considering the facts, we also decided to perform the Schaal test on the oil samples, to
investigate the changes by 'H NMR and IR spectroscopic techniques, fast techniques, and
applied directly to the sample. Using *H NMR, we evaluated the degradation of omega-3 fatty
acids during ten days of storage by the analysis of the ratio between the intensities of signals
B and C. We investigated the progression of the production of peroxides and conjugated
dienes, secondary products of oxidative degradation according to literature (Guillén, Ruiz &
Cabo, 2004). Using the IR technique, we evaluated the formation of peroxides by monitoring
the progression in the growth of bands in the region between 3020 — 3080 cm™ and the
occurrence of isomerization in the oils, using as a parameter the band at 968 cm™.

Figure 4 shows the expansions of the * H NMR spectra of the oils during storage. It
was observed that there was degradation of the omega-3 content in all the oils, according to
the decrease in intensity of signal C at 0.98 ppm comparing with signal B, at 0.89 ppm,
especially in LO and in blends with major proportions of LO. In the region between 3.0 and
3.8 ppm, attributed to peroxides, there was more intense production in CLO and in the blends
as major the amount of cod liver oil. In the region of formation of conjugated dienes, between
5.8 — 6.6 ppm, the signals observed in the expansions were also more evident in CLO, B5, B6
and B7. In the region of secondary oxidation products, between 9.0 — 9.8 ppm, were observed

more intense signals in the CLO, B2 and B3, evidencing that in these samples the oxidative
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degradation was faster. In the B4 blend, although signals of this type of degradation were not
detected, does not indicate that there was preservation of this blend, for the secondary
oxidation products derived omega-3, are usually aldehydes and low molecular weight ketones

that possibly volatilized.
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Figure 4 - Partial 1H NMR spectra of blends linseed oil/cold liver oil (LO/CLO) recorded in
CDCI3. The blends (LO/CLO) proportions (w/w) as follows: B1 (8:2), B2 (7:3), B3 (6:4), B4
(1:1), B5 (4:6), B6 (3:7) and B7 (2:8). The red line matches the unheated sampl

Figure 5 shows the expansions of the IR spectra of the oils subjected to the Schaal test.
Unlike what was observed in the H NMR technique, the formation of peroxides were more
expressive in LO, as shown by the expansion A, absorption band around 3020 cm™. Blends
with major LO, showed that the behavior was similar. Isomerization was observed in the IR
spectra of the LO and CLO oils, evidenced by the increase in the intensity of the band at 968
cm, Figure 6. Also, hydrolysis reactions were observed in these oils indicated by the
increase of the absorption bands in 3520 cm™, Figure 6. In the blends with major LO content
was observed a degree of degradation not expected, since LO is more stable than CLO, but

these results were in accordance with the behavior of blends in the *H NMR technique.
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Figure 5 - Partial FTIR of blends linseed oil/cold liver oil (LO/CLO) recorded in CDCI3. The
blends (LO/CLO) proportions (w/w) as follows: B1 (8:2), B2 (7:3), B3 (6:4), B4 (1:1), B5
(4:6), B6 (3:7) and B7 (2:8). The black line matches the unheated samples, red
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Figure 6 - Partial FTIR of blends linseed oil/cold liver oil (LO/CLO) recorded in CDCI3. The
blends (LO/CLO) proportions (w/w) as follows: B1 (8:2), B2 (7:3), B3 (6:4), B4 (1:1), B5
(4:6), B6 (3:7) and B7 (2:8). The black line matches the unheated samples, red.
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Figure 7 - Partial infrared spectra of blends linseed oil/cold liver oil (LO/CLO) recorded in
CDCI3. The blends (LO/CLO) proportions (w/w) as follows: B1 (8:2), B2 (7:3), B3 (6:4), B4
(1:1), B5 (4:6), B6 (3:7) and B7 (2:8). The black line matches the unheateds.

4. Conclusion

The strategy of using linseed oil and cod liver oil to prepare blends with higher

omega-3 content and greater oxidative stability than cod liver oil has proven to be quite

efficient.

The seven blends obtained showed a considerable increase in the omega-3 content

and all showed greater oxidative stability than cod liver oil. This data is relevant, considering

the possible use of these blends as functional foods, however, in future studies it is

appropriate to determine the vitamin D content, to characterize the metallic profile of the oils
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and blends, as well it to make a clinical evaluation of the effect of the addition of linseed oil

in the functional properties of cod liver oil.
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