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Estabilidade oxidativa de dleo de peixe encapsulado em
diferentes tipos de embalagem em condi¢ao ambiente

Encapsulated fish oil oxidative stability stored in different types of packing under ambient conditions
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Resumo

Os dleos de peixes de clima frio tém atraido a atengdo do consumidor gragas a presenca de dcidos graxos dmega trés de cadeia longa. Sao
uma rica fonte de dcidos graxos poli-insaturados, EPA e DHA, de a¢ao hipocolesterolémica reconhecida, que reduz sua estabilidade oxidativa,
podendo comprometer a qualidade e funcionalidade. Essa pesquisa teve como objetivo estudar a estabilidade de 6leo de peixe em capsulas
de gelatina moles acondicionadas em diferentes tipos de embalagens: metade das capsulas em blisters e metade em frascos. A emblistagem
foi realizada com os filmes de policlorotrifluoroetileno (PCTFE), comercializado sob o nome Aclar Rx 160 (15 um), cloreto de polivinilideno
(PVDC-60 gsm?) e policloreto de vinila (PVC-250 um), perfazendo trés tratamentos. A outra metade das cdpsulas foi acondicionada em
frascos de polietileno de alta densidade (PEAD) com e sem sachés de silica e de vidro de cor &mbar. Cada embalagem continha 60 capsulas
que foram armazenadas em triplicata a temperatura ambiente por 12 meses. O dleo foi analisado a cada 28 dias quanto ao indice de acidez, de
perdxido e absortividade em 232 e 270 nm. A composi¢ao em acidos graxos, especialmente quanto aos teores de EPA e DHA, foi determinada.
A embalagem que apresentou as maiores alteracdes na qualidade do 6leo foi o filme de PVC. Os melhores resultados foram obtidos com os
frascos de PEAD com dessecante de silica. Os teores de DHA e EPA mantiveram-se estaveis em todas as amostras.
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Abstract

Due to the presence of long chained omega three fatty acids, fish oils have gathered much interest recently. Fish oils such as eicosapentaenoic
acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) are a rich source of polyunsaturated fatty acids (PUFA) like eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA), which reduce blood triacylglycerol and cholesterol levels. However, the higher the unsaturation level, the less stable
is the oil which may haveits functionality reduced due to oxidation. This research main interest was the stability of encapsulated fish oil stored in
different types of packagings. The fish oil used in this experiment was supplied by Cardinal Pharmaceutical Industry in soft gel capsules. After
encapsulation, half of the samples were sent to SERPAC Industry LTDA for blistering, where polychlortrifluoroethylene (PCTFE), commercially
known as Aclar Rx 160 (15 W), polyvinyldichloride (PVDC-60 gsm?), and polyvinylchoride (PVC-250 p) films were used as treatments. The
blisters were packed in carton boxes. The other half of the capsules was packed in amber glass or high density polyethylene (PEAD) rigid
flasks with and without silica bags. Each treatment contained 60 capsules in triplicate and all packs were stored under ambient conditions for
12 months. Analytical determinations were performed on the oil every 28 days and included acid and peroxide values and absortivities in the
ultraviolet region at 232 and 270 nm. The fatty acid composition determinations, specifically EPA and DHA content, were performed during
the experiment. The package which presented the largest changes in quality of the oil was the PVC film “blister”. The best results were found in
the encapsulated oil stored in PEAD flasks with silica bags. EPA and DHA contents were kept constant for all samples.

Keywords: encapsulated fish oil; oxidative stability; PUFA; packaging; films.

1 Introdugao
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Pesquisas recentes tém ressaltado a importancia do consumo
de ¢6leo de peixe rico em acidos graxos 6mega-3, principalmente
acidos eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaenoico
(DHA), devido a efetiva agdo hipocolesterolémica e prevengdo
das doengas cardiovasculares (HE, 2002; SIMOPOULQOS, 2002).
Estes acidos graxos também atuam no sistema imunoldgico e
na prevengdo da tumorogénese de mama, c6lon e de prostata
(EYNARD, 2003; PABLO; PUERTOLLANO; CIENFUEGOS,
2002; CALDER, 2001; JIANG, 1998; LANDS, 1986; REDDY;
MARUYAMA, 1986).

Estudos evidenciam que gorduras oxidadas e produtos
de peroxidacédo lipidica na dieta podem contribuir para o
aparecimento de doencas, uma vez que estes compostos
sdo absorvidos pelo intestino e transportados pela corrente
sanguinea. Além disso, os produtos de peroxidacéo lipidica
podem irritar o intestino levando a diarreia, além de atuar
como indutores da carcinogénese (PENUMETCHA; KHAN;
PARTHASARATHY, 2000; STAPRANS et al., 1996).

A autoxidagdo de acidos graxos poli-insaturados de 6leos
comestiveis resulta na formagédo de hidroperdxidos que sofrem
transformagdes quimicas com uma variedade de rearranjos
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(PERJESI et al., 2002). Dado o nivel de insaturacdo dos seus
acidos graxos, os Oleos de peixes sdo muito susceptiveis a
processos oxidativos, que comprometem a integridade das
duplas ligagdes, a concentragdo e a funcionalidade dos acidos
graxos EPA e DHA, além de colocarem em risco a saide humana
(SHAHIDI, 1998). Para evitar os processos peroxidativos,
a embalagem utilizada deve apresentar boa barreira ao
oxigénio, a umidade e as radiagées luminosas. Quanto mais
insaturagdes possuirem os lipidios, maior devera ser a
protecdo da embalagem, preservando a saude do consumidor
(COUTINHO, 2003; SARANTOPOULOS et al., 2002;
PETTERSEN; GALLSTEDT; EIE, 2004; POLEY et al., 2004;
FARIA, 1991; LOCKART; PAINE, 1996). Neste quesito,
o filme mais utilizado comercialmente, nos blisters para
capsulas ¢ o cloreto de polivinila, conhecido pela sigla
PVC (BARKMAN, 2008; HOLLANDER, 1998) e o grau de
protecdo que oferece ¢ bastante discutivel.

Na industria farmacéutica as embalagens preferidas
sdo frascos ou blisters (FORCINIO, 2003), sendo que
os filmes mais comumente utilizados para o blister sdo
policloreto de vinila (PVC), cloreto de polivinilideno (PVDC) e
policlorotrifluoroetileno (PCTFE), de nome comercial ACLAR
(ALLEN, 1999).

De acordo com Pilchik (2000), além de oferecer seguranca
na forma de dosagem individual, o blister também oferece maior
prote¢do contra agentes externos que as embalagens convencionais,
reduzindo a chance de contaminagido do produto.

Dada a inexisténcia de estudos do comportamento dos 6leos
encapsulados durante a comercializagio e o tipo de protecao
que as embalagens oferecem, esta pesquisa se prop0s a estudar
o comportamento do 6leo de peixe encapsulado em diferentes
embalagens ao longo de um ano de armazenamento.

2 Materiais e métodos

O ¢leo utilizado nesse experimento foi cedido pela industria
farmacéutica Cardinal Health Brasil, ja refinado e encapsulado,
em capsulas de gelatina moles, tamanho 10, ovais, sem adi¢ao
de vitamina E como antioxidante.

Apds a encapsulacao, parte das amostras (7500 capsulas) foi
enviada 8 Empresa SERPAC Comércio e Industria Ltda. para o
processo de emblistagem com filmes de policlorotrifluoroetileno
(PCTFE), comercializado sob o nome Aclar Rx 160 (15 um),
cloreto de polivinilideno (PVDC-60 g/m?) e policloreto de vinila
(PVC-250 wm). Os blisters foram acondicionados em caixas
de papel cartonado de forma a conter 60 cépsulas por caixa.
A outra parte (7500 capsulas) foi acondicionada em frascos
de polietileno de alta densidade (PEAD) com e sem sachés de
silica e em vidro de cor 4mbar, também contendo 60 capsulas
em cada frasco. As amostras foram armazenadas em condicio
ambiente por doze meses. No momento das anilises, o 6leo
das capsulas foi retirado das embalagens com a ajuda de uma
seringa. As analises de absortividade em 232 e 270 nm, acidez
e indice de perdxido foram realizadas a cada vinte e oito dias.
A quantificagdo dos 4cidos graxos EPA e DHA foi realizada
no primeiro, terceiro, sexto e décimo segundo més. Cada
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tratamento foi avaliado em triplicata durante o armazenamento
de doze meses sob condi¢do ambiente.

O teor de acidos graxos livres e o indice de peroxido
foram determinados segundo as normas da AOCS (1997),
métodos Cd 5-40 e Cd 8b-90, respectivamente, o conteido
de dienos conjugados foi quantificado por espectrofotometria
em equipamento Shimadzu, modelo UV 1203 na faixa do
ultravioleta em 232 nm (NDG C-40, SSOG, 1976). Neste mesmo
equipamento, foi determinada a absortividade na faixa de 220
a 320 nm conforme o método 2.505 da IUPAC (1979). Para
isso, foi utilizado o programa Personal Spectroscopy versao 1.1
e cada valor de absorbancia foi convertido em absortividade.
Os ésteres metilicos para a determinac¢do do perfil de acidos
graxos foram preparados de acordo com o método Hartman
e Lago (1973).

A analise da composi¢ido em acidos graxos foi realizada em
cromatdgrafo Agilent, modelo 6890 N, dotada de coluna Innowax
de 30 m x 2,5 mm x 0,25 mm de espessura de filme; fluxo de
gases: H,, 2 mL/minuto; ar, 350 mL/minuto e N,, 30 mL/minuto;
temperatura da coluna, 195 °C; do injetor, 270 °C, e do detector,
270 °C; com a seguinte programacao: tempo inicial de 15 minutos
arazdo de 1 °C/minuto, atingindo a temperatura final de 215 °C
ap6s 40 minutos. O volume injetado foi de 2 uL.

2.1 Andlise estatistica

Os ensaios foram conduzidos no esquema fatorial,
modelo inteiramente ao acaso, considerando os fatores tipo
de embalagens em 6 niveis, e periodo de armazenamento
em 12 niveis. A variabilidade dos dados foi analisada através
da Anova, com teste F. A comparagdo dos efeitos médios foi
analisada através do Teste de Tukey, considerando o nivel de
significancia de 5%. Os dados foram processados através do
Statistical Analysis System SAS (1996).

3 Resultados e discussao

As capsulas embaladas foram mantidas no laboratdrio sob
condi¢bes de 700 Lumem de iluminagdo durante 8 a 10 horas
didrias, temperatura média 27 °C e 79% UR, durante os doze
meses de experimento.

Analisados os 6leos quanto a sua qualidade, a acidez
variou de 0,15 a 0,33% de acido oleico entre os tratamentos
e periodos de armazenamento, indicando que as condigdes
experimentais (ambiente e embalagem) evitaram ocorréncia
da hidrélise dos triglicerideos. A Figura 1 apresenta as curvas
de variagio da acidez do 6leo em funcdo do tempo. A prote¢io
oferecida a passagem do vapor de dgua foi semelhante entre as
embalagens.

Se a estabilidade hidrolitica do 6leo de peixe foi mantida
durante o armazenamento, o mesmo nao se pode dizer acerca
do seu comportamento oxidativo, que se diferenciou em fungédo
da prote¢do que a embalagem ofereceu. Na Figura 2 (com
incluséo dos desvios minimos significativos, DMS), observa-se
ainfluéncia do tipo de embalagem sobre a estabilidade oxidativa
dos 6leos encapsulados. Pode-se observar que, ao longo do
periodo de armazenagem, a embalagem que menos protegeu o
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6leo foi o blister com filme de policloreto de vinila (PVC), que se
destaca pelos mais altos valores encontrados a partir do 6° més
até o final do experimento, diferenciando-se estatisticamente dos
demais tratamentos. Tanto os blisters de policlorotrifluoretileno
(PCTFE) quanto os de cloreto de polivinilideno (PVDC)
apresentaram protecdo semelhante e maior ao 6leo que os de
PVC, contudo inferiores as embalagens rigidas.

Geralmente, quando adicionada uma camada de PVDC,
os filmes dos blisters apresentam boa prote¢do contra o
vapor de dgua e ao oxigénio. Como a maioria dos farmacos ¢é

0,35

Acidos graxos livres (%)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Periodo (meses)

—e— PEAD S/SIL
-x— PCTFE

--m- PEAD C/SIL
—x— PVC

—a- VIDRO
—— PVDC

Figura 1. Acidez (% 4cido oleico) do dleo de peixe encapsulado e
acondicionado em diferentes tipos de embalagem por 12 meses. PEAD
S/Sil = frasco de polietileno de alta densidade sem saché de silica;
PEAD C/Sil = frasco de polietileno de alta densidade com saché de
silica; PCTFE= blister com filme policlorotrifluoretileno; PVC = blister
com filme policloreto de vinila; e PVDC = blister com filme cloreto
de polivinilideno.

10 -

Indice de peroxido (meq O,/kg dleo)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Periodo (meses)
--m- PEAD C/SIL -+ PCTFE —e— PVDC
—e— PEAD S/SIL —a& VIDRO -x%- PVC

Figura 2. Indice de peréxido (meq O,/kg de 6leo) do éleo de peixe
encapsulado e acondicionado em diferentes tipos de embalagem por
12 meses. Cada ponto representa + um desvio padrao da média de trés
repeticoes CV (coeficiente de variagdo) = 22,53%.
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hidrossoluvel, a preocupagio da industria farmacéutica esta
voltada para impedir a entrada da dgua dentro da cépsula.

Quando do planejamento deste experimento, havia uma
grande expectativa em relacdo ao desempenho do filme PCTFE,
dadas as suas propriedades de barreira, apesar de seu mais alto
custo (ALLINSON; DANSEREAU; SAKR, 2001), contudo a
permeabilidade que este filme e 0 PVDC apresentam ao oxigénio
eaumidade é grande. Ja o PVC tem baixo custo, mas néo oferece
boas barreiras de prote¢ao. Conforme Korab (1999), citado por
Allinson, Dansereau e Sakr (2001), a taxa de permeabilidade
do vapor de agua para o filme PVC de 250 um adicionado de
PCTFE 9 um é 15 vezes mais alta do que a do PVC 250 um,
quando utilizado sozinho. Apesar do blister de PVC ser bastante
utilizado, ele ndo é recomendado para produtos sensiveis a agdo
do oxigénio e 4 umidade (SUBSTITUICAO dos filmes, 1998).
Segundo Amidon e Middleton (1988), a difusdo de vapor de
agua sobre uma superficie de 5,8 cm? de blister de PVC foi de
aproximadamente 1,06 mg/dia, enquanto que, para o filme de
PVC laminado de PCTFE, de apenas 0,11 mg, ratificando as
suas boas qualidades de prote¢ao dos farmacos.

O ¢leo encapsulado acondicionado nos frascos de vidro
apresentou grandes oscilagdes no indice de peréxido ao longo
do periodo de experimento, mantendo, apesar de tudo, valores
menores do que os encontrados nos 6leos dos blisters de PVC.
As embalagens que mais protegeram o 6leo de peixe encapsulado
da oxidagdo foram os frascos de polietileno de alta densidade
com e sem saché de silica. Observou-se que as embalagens
rigidas foram mais eficientes ao impedir a troca de gases com
o ambiente, reduzindo a exposi¢ao do 6leo ao oxigénio.

Apesar de ndo haver uma regulamentacdo do Ministério
da Saude para o indice de perdxido para o dleo de peixe
encapsulado e destinado como suplemento alimentar, se forem
obedecidas as normas para os 6leos vegetais comestiveis, 0s
valores encontrados no presente estudo apresentaram-se dentro
do limite da legislagdo do Ministério da Satide do Brasil, RDC
n° 270, de 22/09/05 (10 meq/kg perdxido). Segundo Mounts
(1994), desde 0 ano de 1993, o Codex Alimentarius estabeleceu
5 meq/kg, como maximo, para qualquer dleo refinado, o que
parece mais razoavel. Os valores de absortividade na faixa
do ultravioleta do espectro espelham o estado oxidativo do
6leo, visto identificarem o acimulo de compostos primérios e
secunddrios resultantes da oxidagao.

A Tabela 1 apresenta os valores de absortividade em 232 nm
dos 6leos de peixe encapsulados para todas as embalagens.

Assim como Shahidi (1995) ja havia observado, ha uma
correlagdo direta entre os valores de indice de perdxido e os de
absortividadenafaixado ultravioletaem 232 nm, trabalhosanteriores
(SIQUEIRA, 1998; VIEIRA e REGITANO-D ARCE, 1999
a,b; REGITANO-D ARCE et al., 1999; ALMEIDA-
DORIA; REGITANO-D "ARCE, 2000; OLIVEIRA e
REGITANO-D"ARCE, 2004) corroboram essa observagéo.
O dleo encapsulado mantido nos blisters de PVC foi o que
apresentou as maiores alteragdes na absortividade em 232 nm,
indicativo da ocorréncia da conjugacao das duplas ligacoes,
decorrente da ressonancia provocada na molécula do acido graxo
transformado em radical livre ou peroxila, nas fases iniciais do
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processo de oxidagao do dleo. Também se confirmou, o observado
anteriormente, que os filmes dos blisters ofereceram a menor
protecéo contra a oxidagdo, em comparagdo com as embalagens
rigidas.

A absortividade em 270 nm reflete a formacao dos trienos
conjugados e de compostos secundarios durante o processo de
oxidagdo, que é proporcional a absor¢ao de oxigénio no 6leo
(ROVELLINI; CORTESI; FEDELIL 1997). Dos resultados de
absortividade em 270 nm (Tabela 2) encontrados nos éleos
de peixe, confirmou-se que a embalagem que menos prote¢ao
ofereceu ao 6leo foi a de PVC. Destacaram-se as embalagens
rigidas de PEAD com e sem saché de silica e o vidro como
oferecendo boas propriedades de barreira.

Todas essas observagdes pontuais sio confirmadas ao se
observarem as curvas de varredura de absortividade dos 6leos na

faixa do ultravioleta do espectro apresentadas na Figura 3. Desde
os trés meses de armazenamento (Figura 3a), destacaram-se as
curvas das absortividades dos 6leos em blister de PVC, com os
valores mais altos, e em frasco rigido de PEAD comisilica, com os
valores mais baixos, inclusive em relagdo ao controle, indicando
que o processo oxidativo foi retardado pela inser¢do das capsulas
no frasco. O comportamento de menor proteciao oxidativa do
6leo pelo PVC continuou a ser facilmente visualizado aos seis e
nove meses. As capsulas mantidas nos frascos de PEAD com e
sem silica foram as que mais preservaram os 6leos da oxida¢ao,
demonstrado pelas curvas de valores mais baixos. Ao cabo dos
doze meses de armazenamento (Figura 3b), destacaram-se as
embalagens rigidas de PEAD com e sem silica, além do vidro,
como as que apresentaram 6leo com os valores mais baixos de
absortividade, isto é, de melhor qualidade oxidativa. Os filmes

Tabela 1. Absortividade em 232 nm do 6leo de peixe encapsulado e acondicionado em diferentes tipos de embalagem por 12 meses.

Tempo Tratamentos
Meés PEAD S/SIL PEAD C/SIL VIDRO PCTFE PVC PVDC
0 9,320 8’22bcAB 8)20bcAB 8’97bcABC 8)21bcDE 7,898
1 8,288 7,84CB 8,048 8,32:8C 7,96%E 7,67
2 7,8228C 7,95 7,822 7,858CPE 8,13 7,86
3 7)71bBCD 7,66bB 7)90bAB 7)672\BCDE 8’283DE 7) 90bB
4 7,90%5¢ 7,858 7,88:0A8 7,558 8,11 7,758
5 7,810B¢P 7,81% 7,76 7,64°PF 8,77 5,40
6 7,560 7,57°¢P 7,76 5,13 9,22:P 7,90
7 7,290 9,0848 7,98bcAB 7,39* 9,598¢CP 7,910k
8 7,49°P 8,8504F 7,880AB 7,78°CPE 9,9148C 8,450
9 7,78bBeb 10,344 8,64 8,04bBCDE 10,4748 8,410
10 7,52b¢P 8,208 8,148 8,02bBCPE 10,7124 8,58
11 7,210 6,97 7,94AB 8,02¢0BCPE 10,488 8,410
12 8,17 7,86 8,268 9,30* 8,150k 8,584

Nota: Os resultados constituem médias de trés repeti¢oes; as médias seguidas por letras mindsculas na horizontal oferecem a comparagao dentro do periodo entre os tratamentos; e,
por letras maitsculas, a comparagio dentro do tratamento entre os periodos de armazenamento. CV = 7,25%.

Tabela 2. Absortividade em 270 nm do 6leo de peixe encapsulado e acondicionado em diferentes tipos de embalagem por 12 meses.

Tempo Tratamentos
Més PEAD S/SIL PEAD C/SIL VIDRO PCTFE PVC PVDC
0 1’8 aBCDE 1,82aBCD 1)79:\BCD 1)7953BCD 1’84aBCD 1)83aA
1 1,85%8¢P 1,8228¢P 1,81:8¢ 1,88448 1,90 2,16*
2 1)90“\30 1)8731)13(‘, L87abAB I,SSabB 1,88“"” 1,84‘”‘
3 1,830 1,8420BC 1,89°48 1,83b¢ 1,89 1,874
4 1,918 1,880<8¢ 1,93 1,84<5¢ 1,93F 1,87bA
5 1,885¢P 1,8728¢P 1,914 1,78°PF 1,95% 1,904
6 1,890BCD 1,88:08C 1,944 1,86 1,95% 1,914
7 1,84°CP 1,835CP 1,86 A8 1,210 2,01 1,27
8 1,75% 1,95% 1,95 1,784 2,04%P 1,884
9 1,87°6¢D 1,86°CBC 1,95 1,91% 2,09 1,894
10 1,92bAB 1,88 1,92b¢A8 1,93 2,17 1,96
11 1,96 1,75 1,91048 1,91% 2,22:48 1,91%
12 1,90¢48¢ 1,89 1,90¢48¢ 2,23* 2,24 1,994

Nota: Os resultados constituem médias de trés repeticoes; as médias seguidas por letras mindsculas na horizontal oferecem a comparagao dentro do periodo entre os tratamentos; e,

por letras maitsculas, a comparagio dentro do tratamento entre os periodos de armazenamento. CV = 4,93%.
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Figura 3. Espectros de absortividade na faixa do ultravioleta do 6leo de
peixe encapsulado e acondicionado em diferentes tipos de embalagem
por 3 (a) meses e 12 (b) meses.

de PVDC e PCTFE podem ser considerados de qualidade
intermedidria e o de PVC como o menos recomendado para a
preservacao da qualidade do 6leo de peixe.

Segundo Reynolds (1989) citou, as concentragdes de
EPA e DHA devem ser de 18% e 12% respectivamente.
Badolato et al. (1991) ratificam esta relacdo ao afirmarem ser
a relacdo de 180 mg de EPA para 120 mg de DHA a aceita
comercialmente no mercado. O 6leo de peixe encapsulado
inicial enquadrou-se dentro desses resultados e durante o
periodo de armazenamento ndo se detectou alteragio maior
na concentragido de EPA e DHA.
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4 Conclusao

As embalagens de PEAD com e sem saché de silica
demonstraram ter bom efeito protetor contra a oxidagdo do
6leo de peixe encapsulado. Além disso, confirmou-se a hip6tese
de que o filme de PVC néo é adequado para embalagem de
6leo encapsulado, pois ndo ofereceu boas barreiras ao oxigénio
e ao vapor de agua, afetando a qualidade do dleo de peixe
encapsulado.
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