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Abstract

The oil presentin both sardine by-products and effluents generated in canning factories
is highly valued worldwide. Therefore, the aim of this study was to characterise by
chromatographic methods (gas chromatography and HPLC) the lipid profile of sardine
by-products, both oil released during sardine cooking and oil present in the factory
effluent and oil extracted from these by-products by a 10 % saline solution. Fatty acid
profile of oil from by-products and released during the cooking process showed high
levels of EPA (about 14.7 %), DHA (ca. 13.0 %) and an average n-3/n-6 ratio of 11.8.
In contrast, the oil collected in the factory effluent had the typical lipid profile of a
vegetable oil with high level of oleic acid (42.98 %) and 21.76 % of linoleic acid. These
results show that the oil from the by-products and that released during cooking were
a good source of n-3 fatty acids. However, the high peroxide content (132 meq O, kg™)
of the oil extracted by the saline solution indicated that sardine by-products should be
properly preserved.

Resumo

O dleo presente nos subprodutos da sardinha e nos efluentes das fabricas de conservas
é um produto altamente valorizado a nivel mundial. Por conseguinte, o objectivo deste
estudo foi caracterizar por métodos cromatogréficos (cromatografia em fase gasosa e
HPLC) o perfil lipidico destes subprodutos, do dleo libertado na cozedura da sardinha
e o presente no efluente geral da fabrica e do extraido destes subprodutos por uma
solucgéo salina 10 %. O perfil de acidos gordos do 6leo dos subprodutos e libertado no
processo de cozedura apresentava niveis elevados de EPA (cerca de 14,7 %), DHA (ca.
13,0 %) e um valor da razéo n-3/n-6 de 11,8. Em contrapartida, o éleo do efluente geral
tinha o perfil lipidico de um éleo vegetal com um alto teor de acido oleico (42,98 %)
e 21,76 % de 4cido linoleico. Estes resultados mostram que o 6leo dos subprodutos e
libertado durante a cozedura eram uma boa fonte de acidos gordos n-3. No entanto,
o elevado indice de peroxidos (132 meq O, kg™) do ¢leo extraido pela solucao salina
indicava que os subprodutos da sardinha deveriam ser devidamente conservados.
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Introduction

Global production of aquatic products (excluding
algae) reached 185.4 million tons in 2022, of which 91
million tons came from catches in marine and inland
waters, with the remainder from marine and inland
waters aquaculture (1). Approximately 89 % of these
catches were reported to be used for direct human
consumption; the remaining amount was mainly used
to produce fishmeal and fish oil (83 %). According to
Hou et al. (2), more than 70 % of total production is
further processed, which corresponds to about 78.6
% of fish for human consumption. Moreover, Coppola
et al. (3) indicated that approximately 20-80 % of
by-products are generated depending on the size,
species, and type of processing. In Portugal, the total
estimated amount of fish by-products was 57,340
tonnes in 2018 (4). The majority of these by-products
(@about 52 %) came from the canning industry,
followed by the frozen fish (27 %) and fresh fish (15
%) sectors, with lower values from the dried salting
cod industry (6 %) and withdrawals and rejections in
the fish auctions (1 %). These by-products consist of
muscle trimmings, skin, fins, bones, heads, viscera,
and scales. Their chemical composition is similar to
that of whole fish and viscera, as well as liver and roe,
which are particularly rich in polyunsaturated fatty
acids (PUFAs), vitamins A, D, and B12, and minerals. A
significant proportion of these by-products are used
in the production of food and non-food products. As
also mentioned in the FAO report (1), 34.5 % of the
world’s fishmeal production and 53.4 % of total fish oil
was obtained from by-products. A significant share of
fish oil (74 %) is destined for aquaculture, while 16 %
and 10 % are used for human consumption and other
uses (including pet food and biofuel), respectively.
The high demand for fish oil has led to an increase
in its price. The value of fish oil on the world market
reached 2.37 billion dollars in 2023, with a CAGR
(Compound Annual Growth Rate) of 5.98 % forecast
for the period 2024 to 2032 (5).

Thesardine canningindustry generateslargeamounts
of by-products rich in oil as well as different effluents
including waste water from brining/washing, fish drip
and oil from pre-cooking, overflowed oil from can
filling, washing of cans after seaming, and cooling
water from retorts (6).
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Introducao

A producao mundial de produtos aquaticos
(excluindo algas) atingiu 185,4 milhdes de toneladas
em 2022, em que 91 milhdes de toneladas provém de
capturas em dguas marinhas e interiores e o restante
provém da aquacultura marinha e também de dgua
doce (1). Tal como referido neste relatério, cerca de
89 % destas capturas foram utilizadas para consumo
humano direto. Por outro lado, de acordo com Hou et
al. (2), mais de 70 % da producao total é processada,
0 que corresponde a cerca de 78,7 % do peixe
destinado ao consumo humano. Além disso, Coppola
etal. (3) referiram que no processamento sao gerados
cerca de 20 a 80 % de subprodutos, dependendo do
tamanho, da espécie e do tipo de transformacdo. Em
Portugal, a quantidade total estimada de subprodutos
de peixe foi de 57 340 toneladas em 2018 (4). A
maioria destes subprodutos (cerca de 52 %) provém
da industria conserveira, seguindo-se os sectores do
peixe congelado (27 %) e do peixe fresco (15 %) e os
restantes resultam da industria do bacalhau salgado
seco (6 %) e das retiradas e rejeicdes nas lotas (1 %).
Estes subprodutos sao constituidos por “aparas’, pele,
barbatanas, espinhas, cabecas, visceras e escamas.
A composicdao quimica destes subprodutos é
semelhante a do peixe inteiro e as visceras, bem como
ofigadoeasovas, sao particularmente ricos em acidos
gordos polinsaturados (PUFA), vitaminas A, D e B12 e
minerais. Uma parte significativa destes subprodutos
é utilizada na producao de produtos alimentares e
nao alimentares. Ainda de acordo com o relatério da
FAO (1), 34,5 % da producao mundial de farinha de
peixe e 53,4 % do 6leo de peixe total foram obtidos
a partir de subprodutos. Uma grande parte (74 %)
do 6leo de peixe destina-se a aquacultura e 16 % e
10 % sao utilizados para consumo humano e outras
utilizacdes (que incluem alimentos para animais e
biocombustivel), respetivamente. A elevada procura
de 6leo de peixe levou a um aumento do seu preco
e, em 2023, o valor do 6leo de peixe no mercado
mundial atingiu 2,37 mil milhoes de délares, com uma
taxa de crescimento anual composta (CAGR) prevista
de 5,98% para o periodo de 2024 a 2032 (5).

A industria de conservas de sardinha gera grandes
quantidades de subprodutos ricos em 6leo, mas
também diferentes efluentes, incluindo &guas
residuais da salmoura/lavagem, exsudados e 6leo
da pré-cozedura, 6leo transbordado do enchimento
das latas, lavagem das latas apos a cravacao, dgua de
arrefecimento dos autoclaves (6).



Fishoilis primarily produced from wholefish orfish by-
productsinfishmealfactories, butits high commercial
value and its composition in polyunsaturated fatty
acids, in particular EPA (eicosapentaenoic acid, C20:5
n-3) and DHA (docosahexaenoic acid, C22:6 n-3),
have led to the development of alternative extraction
processes. Among these processes, the following
types of extraction stand out: (i) enzymatic hydrolysis
using exogenous proteases (7). This process allows
oil to be obtained under mild conditions and the
protein hydrolysates obtained exhibit various
biological activities; the main disadvantages are low
yields, high costs and relative difficulty in scaling
up; (ii) supercritical fluid extraction (SFE), usually
using carbon dioxide to extract oil from freeze-
dried material. This process makes it possible to
obtain high yields and high-quality oil, but it is a
very expensive technology that requires complex
equipment, operating at high pressures and with
high energy consumption (8); (iii) microwave-assisted
extraction (MAE) in which microwave energy is used
to heat the solid material in contact with the solvents
to extract the oil (9). This technique allows high
extraction rates at lower temperatures than usual
solvent extractions; high energy consumption and
difficulty in scaling up are the main disadvantages of
this process; and (iv) ultrasound-assisted extraction
(UAE) in which ultrasound is used to break up
the tissues by acoustic cavitation, allowing better
extraction of the oil by the solvent. This technique
reduces extraction time and solvent consumption,
but requires high energy consumption and is
difficult to scale up (10). These recent and innovative
extraction technologies are more environmentally
friendly and efficient than traditional processes
(wet and dry fishmeal production). However,
relatively simple and low-investment technologies,
such as ensiling or extraction with saline, acidic,
or alkaline solutions, make it possible to remove
the lipid fraction from from fish by-products.
Thus, the aim of this work was to characterize the lipid
profiles of the oils present in sardine by-products
from the canning industry, extracted from these by-
products with a 10% saline solution, present in the
effluent released during the cooking of sardines, and
occurring in the general effluent of the factory.
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O 6leo de peixe é maioritariamente produzido a
partir de peixe inteiro ou de subprodutos de
peixe nas fabricas de farinha peixe, mas o seu
elevado valor comercial e a sua composicao em
acidos gordos polinsaturados, em particular
EPA (acido eicosapentaenoico, C20:5 n-3) e DHA
(dcido docosahexaenoico, C22:6 n-3), levaram
ao desenvolvimento de processos de extracao
alternativos. Entre estes processos, destacam-
se 0s seguintes tipos de extracao: (i) hidrdlise
enzimatica usando proteases exdgenas (7). Este
processo permite obter 6leo em condicbes suaves
e os hidrolisados proteicos obtidos exibem varias
atividades biolégicas; as principais desvantagens
sao o baixo rendimento, custos elevados e relativa
dificuldade de aumento de escala; (ii) extracdo com
fluidos supercriticos (SFE), utilizando usualmente
diéxido de carbono para extrair o 6leo de material
liofilizado. Este processo permite obter elevados
rendimentos e o6leo de alta qualidade, mas ¢é
uma tecnologia muito dispendiosa que exige
equipamento complexo, operando a altas pressdes e
com elevado consumo de energia (8); (iii) extracao
assistida por mico-ondas (MAE) em que a energia
das micro-ondas é usada para aquecer o material
sélido em contacto com os solventes para extrair
o 6leo (9). Esta técnica permite elevadas taxas de
extracdo a temperaturas mais baixas do que nas
extracdes usuais com solventes; o elevado consumo
de energia e a dificuldade de aumento de escala
sao as principais desvantagens deste processo; e
(iv) extracao assistida por ultrassons (UAE) na qual
sao usados ultrassons para romper os tecidos por
cavitacao acustica, permitindo uma melhor extracao
do 6leo pelo solvente. Esta técnica diminui o tempo
de extracao e o consumo de solvente, mas exige
elevado consumo de energia e é dificil aumentar de
escala (10). Estas tecnologias de extracdo recentes
e inovadoras sao mais ecoldgicas e eficientes do
que os processos tradicionais (producao de farinha
de peixe pelos métodos humido e seco). No entanto,
tecnologias relativamente simples e de baixo
investimento, como a ensilagem ou a extracao com
solucdes salinas, acidas ou alcalinas, permitem
remover afracao lipidica dos subprodutos de peixe.
Assim, o objetivo deste trabalho foi caraterizar os
perfis lipidicos dos 6leos presente nos subprodutos
da sardinha provenientes da industria conserveira,
extraido destes subprodutos com uma solucao
salina 10%, presente noefluentelibertadodurantea
cozedurada sardinha, e ocorrendo no efluente geral
da fabrica.
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Materials and Methods

Sardine by-products included 1) rejected sardine,
viscera, heads, and tails; 2) effluent 1 (E1) released
during sardine cooking and consisting of fish drip
and fish oil; and 3) effluent 2 (E2), the wastewater
collected at the end of the manufacturing process.
Sardine by-products and effluents were collected
from a fish canning facility located in Peniche
(Portugal) in September 2019. By-products were
transported in isothermic boxes and stored at — 20°C
until use. Effluents were transported in bottles and
kept at refrigerated temperature (7-10 °C) for less
than 24 hours. All reagents were of analytical grade.

Oil recovery from effluents

Sardine oil present in E1 was recovered after
centrifugation in a refrigerated centrifuge (Kubota
6800, Tokyo, Japan) at 10,000 rpm (12,100xg) for 20
min. Effluent E2 was previously sieved (Retsch, 500
pm) to remove coarse material and the oil recovered
by centrifugation as effluent E1. Both oil samples
from effluents E1 and E2 were stored at -80 °C until
further analysis.

Oil extraction from by-products

Sardine oil from the by-products was recovered by
saline water (10 % NaCl solution w/v) extraction.
Sardine by-products were previously groundinasilent
cutter (Hobart, Troy, Ohio, USA), and approximately
500 g of minced by-products were mixed with saline
water in a 1:3 (w/v) ratio. The mixture was stirred in
a laboratory stirrer (Heidolph.RZR50, Schwabach,
Germany) at approximately 1000 rpm at room
temperature for 20 minutes. After extraction, the
mixture was heated in a water bath (Grant Y14,
JE Zevenhuizen, The Netherlands) at 60 °C for 30
minutes and centrifuged at 10,000 rpm (12,100xg)
for 20 minutes to separate the oil fraction, which was
recovered and stored at -80 °C until further analysis.
The yield obtained was calculated as a percentage of
the oil extracted relative to the mass of by-products
used.

Lipid content

The total lipid content of solid by-products was
determined according to the Bligh and Dyer (11)
method. One gram of sample was mixed with 9 ml of
methanol:chloroform (2:1) mixture and homogenized
in a mechanical homogenizer (Kinematica Polytron
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Material e Métodos

Os subprodutos da sardinha utilizados neste trabalho
incluiam 1) a sardinha rejeitada, visceras, cabecas
e caudas; 2) o efluente 1 (E1) libertado durante a
cozedura da sardinha e constituido por dgua e 6leo
de peixe; 3) e o efluente 2 (E2) recolhido no final do
processo de fabrico. Os subprodutos da sardinha
e os efluentes foram recolhidos numa fébrica de
conservas em Peniche (Portugal) em Setembro de
2019. Os subprodutos foram transportados em
caixas isotérmicas e armazenados a -20 °C até a sua
utilizacdo e os efluentes foram transportados em
frascos e mantidos a 7-10 °C durante menos de 24
horas. Todos os reagentes eram de grau analitico.

Recuperacdo do dleo dos efluentes

O 6leo de sardinha presente no E1 foi recuperado
apés centrifugacdo numa centrifuga refrigerada
(Kubota 6800, Toquio, Japao) a 10 000 rpm (12 100xg)
durante 20 minutos. O efluente E2 foi previamente
passado num crivo (Retsch, 500 um) para remover
material grosseiro e o dleo recuperado também por
centrifugacao tal como o efluente E1. O 6leo dos
efluentes E1 e E2 foram conservados a -80 °C até
serem analisados.

Extracdo de 6leo de subprodutos

O oleo de sardinha dos subprodutos foi extraido
com solugao salina (solugao de NaCl a 10 %, m/v).
Os subprodutos de sardinha foram previamente
moidos num cutter para processamento de carne
(Hobart, Troy, Ohio, USA) e aproximadamente 500
g dos subprodutos moidos foram misturados com
a solucao salina numa proporcao de 1:3 (m/v). A
mistura foi agitada num equipamento laboratorial
(Heidolph.RZR50, Germany) a cerca de 1000 rpm a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Apds
a extracao, a mistura foi aquecida em banho-maria
(Grant Y14, JE Zevenhuizen, The Netherlands) a 60 °C
durante 30 minutos e centrifugada a 10000 rpm (12
100xg) durante 20 minutos para separar a fracdo de
6leo que foi recuperado e armazenado a -80 °C até ser
analisado. O rendimento obtido foi calculado como
percentagem do 6leo extraido em relacao a massa de
subprodutos utilizados.

Teor de lipidos

O teor total de lipidos dos subprodutos sélidos foi
determinado de acordo com o método de Bligh
e Dyer (11). Uma mistura de 1 g de amostra com 9
ml de uma mistura de metanol:cloroférmio (2:1) foi
homogeneizada num agitador mecanico (Kinematica



PT 2500, Malters, Switzerland) for 1 minute. An
additional 3 ml of distilled water and 3 ml of
chloroform were added and (re)homogenized (1
minute). The mixture was centrifuged (Kubota)
at 5000 rpm (6050xg) for 10 minutes. The organic
phase was recovered and dried with anhydrous
sodium sulphate. After removal of sodium sulphate
by filtration, the solvent was removed with nitrogen
flow and the amount of extracted oil weighed to
calculate the oil percentage in the sample.

Fatty acid analyses

Fatty acid methyl esters (FAME) were analysed
following the conditions published by Bandarra
et al. (12). Briefly, the FAME preparation was
conducted using 300 mg of lipids and 5 ml of an
acetyl chloride/methanol mixture (1:19, v/v). The
transesterification was conducted at 80 °Cfor 1 hour.
The GC analyses were performed using a Varian CP-
3800 (Walnut Creek, CA, USA) gas chromatograph
equipped with an autosampler and fitted with a
flame ionization detector at 250 °C. The separation
was achieved using a DB-WAX polyethylene glycol
capillary column (30 m length, 0.25 mm i.d., and
0.25 pm film thickness) from Hewlett Packard
(Albertville, MN, USA). After holding at 180 °C for 5
minutes, the temperature was increased at a rate of
4 °C/min to 220 °C and then held at 220 °C for 25
minutes, with the injector at 250 °C. The split ratio
was 100:1. The identification of the sample peaks
was made by comparison of the retention times
with appropriate standards (Sigma). The fatty acid
profile was obtained by calculating the relative area
percent of the chromatographic peaks.

The Atherogenic Index (Al) and Thrombogenic Index
(TI) were calculated according to the equations:

[12:0+(4%14:0)+16:0+18:0]

A= = SMUFAs+SPUFAsn-6+3 PUFAsn-3)

(Eq. 1)

(14:0+16:0+18:0)
[(0.5x>~MUFAs)+(0.5x>PUFAsn-6)+
(3xXPUFAsn-3)+(XPUFAsn-3/>PUFAsn-6)]

Tl= — (Eq.2)

Where MUFAs are monounsaturated fatty acids.
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Polytron PT 2500, Malters, Switzerland) durante
1 minutos. A seguir, adicionaram-se 3 ml de agua
destilada e 3 ml de cloroférmio e homogeneizou-se
novamente (1 minuto). A mistura foi centrifugada
numa centrifuga Kubota a 5000 rpm (6050xg) durante
10 minutos. A fase organica foi recuperada e seca
com sulfato de sédio anidro. Depois de eliminacao do
sulfato de sédio por filtracdo, o solvente foi evaporado
com uma corrente de azoto e a quantidade de 6leo
extraido foi pesada para calcular a percentagem de
6leo na amostra.

Andlise dos dcidos gordos

Os ésteres metilicos de 4cidos gordos (FAME) foram
preparados de acordo com as condicoes referidas por
Bandarra et al. (12). Resumidamente, a preparacao de
FAME foi efectuada utilizando 300 mg de lipidos e 5
ml da mistura cloreto de acetilo/metanol (1:19, v/v). A
transesterificacao foi efectuada a 80 °C durante 1 h. As
analises foram realizadas utilizando um cromatdégrafo
de fase gasosa Varian CP-3800 (Walnut Creek, CA,
EUA) equipado com um amostrador automatico
e um detetor de ionizacdo de chama a 250 °C. A
separacdo foi efectuada numa coluna capilar de
polietilenoglicol DB-WAX (30 m de comprimento, 0,25
mm de diametro interno e pelicula com 0,25 um de
espessura da Hewlett Packard (Albertville, MN, EUA).
A temperatura do injetor foi de 250 °C e na coluna a
temperatura inicial de 180 °C foi mantida durante 5
minutos apds o que foi aumentando com uma taxa
de 4 °C/min até atingir 220 °C a qual foi mantida
durante 25 minutos até ao final. A razdo de ‘split’ foi
de 100:1. A identificacdo dos picos das amostras foi
efectuada por comparacdo dos tempos de retencao
com os padrdes da Sigma. O perfil de 4cidos gordos
foi obtido através do calculo da percentagem da area
relativa dos picos cromatograficos.

O Indice Aterogénico (IA) e o indice Trombogénico
(IT) foram calculados de acordo com as equacgdes:

[12:0+(4%14:0)+16:0+18:0]

A=— (XMUFAs+XPUFAsn-6+2% PUFAsn-3) (Ea- 1)
(14:0+16:0+18:0)
IT=— Eq.2
[(0.5XSMUFAS)+(0.5xPUFAsn-6)+ 02
(3XZPUFAsn-3)+(XPUFAsn-3/2PUFAsn-6)]
Em que MUFA significa 4cidos gordos

monoinsaturados (monounsaturated fatty acids).
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Lipid classes

Approximately 100 mg of oil were diluted in a hexane/
ether ethylic mixture (1:1) and separated in a silica
column (Isolute Ltd) previously conditioned with 5 ml
of this mixture. The non-polar fraction was separated
with 40 ml of the hexane/ether ethylic mixture (1:1),
while the polar fraction was initially recovered with 20
ml of methanol and finally with 20 ml of a chloroform/
methanol/water mixture (3:5:2). The polarfraction was
characterized by high pressure liquid chromatography
(HPLC) according Bandarra et al. (13). Briefly, samples
were injected into a HPLC system (Jasco model PU-
980, Boston, USA) equipped with a Jasco model AS-
950-10 automatic injector. Analysis was performed
using a cyanopropyl column (100 x 3.2 mm i.d.) with
Spherisorb S3CN (3 pum) coupled to a 5 pum YMC PVA-
Sil column (25 x 4.6 mm i.d.). The concentration of
polar lipids used was 50 ug/20 pl. Polar lipids were
identified by comparison with retention times of
phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine
standards (Sigma/Aldrich). The peaks were integrated
using Borwin software (Jasco).

Free fatty acid content

Free fatty acids (FFA) content in the oil was
determined volumetrically by titrating the sample
with a standardized solution of potassium hydroxide
(0.1 N) in the presence of phenolphthalein indicator,
following the method described in AOCS official
method Ca5a-40 (14). The amount of KOH needed
was used to calculate the FFA content, expressed
as a percentage of oleic acid, and calculated by the
following equation: FFA = 28.2 x Vtit (ml) x KOH
normality/oil (g).

Peroxide value (PV)

The determination of the peroxide value was made
according to the procedure described by Bandarra
et al. (15). Thus, between 0.3 and 0.8 g of oil were
weighed and dissolved in 10 ml of chloroform and 15
ml of glacial acetic acid, after which 1 ml of saturated
potassium iodide solution was added. The mixture
was stirred for 1T minute, then left to rest for 5 minutes
in the dark, after which 75 ml of distilled water and
2 ml of 1 % starch cooking solution (as an indicator)
were added. The titration was made with 0.01 N
sodium thiosulfate. The PV was expressed as meq O,/
kg oil and calculated by the following equation:
Peroxide index = 10 x Vtit(ml)/Oil(g).
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Classes de lipidos

Cerca de 100 mg de éleo foram diluidos numa mistura
de hexano/éter etilico (1:1) e separados numa coluna
de silica (Isolute Ltd) previamente condicionada com
5 ml desta mistura. A fracdo nao polar foi separada
com 40 ml da mistura hexano/éter etilico (1:1),
enquanto a fracdo polar foi inicialmente recuperada
com 20 ml de metanol e finalmente com 20 ml da
mistura cloroférmio/metanol/agua (3:5:2). A fracéo
polar foi caracterizada por cromatografia liquida de
alta pressao (HPLC), de acordo com Bandarra et al.
(13). Resumidamente, as amostras foram injectadas
num sistema de HPLC (Jasco modelo PU-980, Boston,
USA) equipado com um injetor automatico Jasco
modelo AS-950-10. A andlise foi efectuada utilizando
uma coluna de cianopropil (100 x 3,2 mm d.i.) com
Spherisorb S3CN (3 um) acoplada a uma coluna YMC
PVA-Sil de 5 um (25 x 4,6 mm d.i.). A concentracao de
lipidos polares utilizada foi de 50 ug/20 pl. Os lipidos
polares foram identificados por comparacao com os
tempos de retencdo de padrdes de fosfatidilcolina
e fosfatidiletanolamina da Sigma/Aldrich. Os picos
foram integrados utilizando o software Borwin
(Jasco).

Teor de dcidos gordos livres

O teor de acidos gordos livres (AGL) no 6leo foi
determinado volumetricamente por titulacdo da
amostra com uma solucao padronizada de hidréxido
de potéssio (0,1 N) na presenca de fenolftaleina, de
acordo com o método descrito no método oficial
AOCS Ca5a-40 (14). A quantidade de KOH necessaria
foi utilizada para calcular o teor de AGL, expresso
em percentagem de acido oleico, e calculado pela
seguinte equacao: AGL = 28,2 x Vtit X normalidade
KOH/ 6leo (g).

Indice de peréxidos (PV)

A determinacao do indice de peréxidos foi efectuada
de acordo com o procedimento descrito por Bandarra
etal. (15). Assim, pesaram-se entre 0,3 e 0,8 g de 6leo
e solubilizaram-se em 10 ml de cloroférmio e 15 ml
de 4cido acético glacial, adicionando-se de seguida 1
ml de solucdo saturada de iodeto de potdssio. Agitou-
se durante 1 minuto e deixou-se repousar durante 5
minutos no escuro. Em seguida, adicionaram-se 75 ml
de dgua destilada e 2 ml de solucdo de cozedura de
amido a 1 % como indicador. A titulacao foi efectuada
com tiossulfato de s6dio 0,01 N. O PV foi expresso em
meq O,/kg de 6leo e calculado pela seguinte equagao:
indice de perdxido = 10 x Vtit(ml)/Oleo (g).



Statistical analysis

Two-way ANOVA was used to evaluate significant
differences in the fatty acid profiles of different oil
samples. Post-hoc Tukey HSD tests were conducted
for multiple comparisons when significant differences
were found at a significance level of 0.05. All statistical
analyses were performed using STATISTICA™ software
(Version 7.0, StatSoft Inc., USA).

Results

Sardine by-products used in the present work had
a fat content of 12.3 %. The fatty acids profile of
these lipids is shown in Table 1, as well as the profile
of lipids extracted from these by-products by the
saline solution and recovered from effluents E1 and
E2. The oil recovered from the E1 effluent had a light
yellowish colour typical of fish oil and similar to that
of oil extracted by the saline solution. In contrast,
oil from the E2 effluent had a dark colour and a
very unpleasant smell as a result of the presence
of bacterial degradation compounds. Table 1 also
presents the n-3/n-6 and polyunsaturated fatty acids
/saturated fatty acids (PUFA/SFA) ratios, atherogenic
and thrombogenic indexes of these lipids, and
their free fatty acid and peroxide index values. For
dietary prevention of ischemic heart disease, a
PUFA/SFA ratio higher than 0.4 is recommended
(16). Trace levels of lauric acid (C12:0) were found
in all the oil samples. Al represents the relationship
between hypercholestorolemic acids (saturated
fatty acids favouring the adhesion of lipids to cells
of the immunological and circulatory systems) and
protective fatty acids (unsaturated inhibiting the
aggregation of plaque, preventing the appearance
of micro- and macro-coronary disease), with an
Al lower than 0.5 being recommended regarding
human health (17). Tl was defined as the ratio of pro-
thrombogenic (saturated) and anti-thrombogenic
(unsaturated) fatty acids, indicating the tendency to
form clots in blood vessels. ATl value lower than 1.0 is
recommended (18).

Table 2 shows the lipid class composition of sardine
by-products. The presence of polar lipids - mainly
phospholipids — in fish oils represents a disadvantage,
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Andlise estatistica

Para avaliar diferencas significativas no perfil de
acidos gordos das diferentes amostras de o6leo,
foi efectuada uma andlise de variancia (ANOVA).
Foram efectuados testes post-hoc Tukey HSD para
comparacdes multiplas quando foram encontradas
diferencas significativas a um nivel de significancia de
0,05. Todas as analises estatisticas foram efectuadas
com o software STATISTICA™ (Versao 7.0, StatSoft Inc.,
EUA).

Resultados

Os subprodutos de sardinha utilizados no presente
trabalho tinham um teor de gordura de 12,3 % e o
perfil de acidos gordos destes lipidos é apresentado
na Tabela 1. Esta tabela apresenta também o perfil
dos lipidos extraidos destes subprodutos pela
solucao salina e recuperados dos efluentes E1 e E2.
O dleo recuperado do efluente E1 apresentava uma
cor amarelada tipica do 6leo de peixe e idéntica a do
6leo extraido pela solucdo salina. Em contrapartida,
a cor do dleo do efluente E2 era muito escura e tinha
um cheiro muito desagradavel devido a presenca
de compostos de degradacao bacteriana. A Tabela
1 apresenta igualmente os racios n-3/n-6 e acidos
gordos polinsaturados/acidos gordos saturados
(PUFA/SFA), os indices aterogénico e trombogénico
destes lipidos e os teores de acidos gordos livres e
de indice de peréxidos. Para a prevencao dietética
da doenca cardiaca isquémica, recomenda-se
uma relacao PUFA/SFA superior a 0,4 (16). O nivel
de acido laurico (C12:0) era vestigial em todas as
amostras de 6leo. O IA representa a relacao entre
os acidos gordos hipercolesterolémicos (acidos
gordos saturados, favorecendo a adesao de lipidos
as células dos sistemas imunoldgico e circulatério) e
os acidos gordos protectores (insaturados, inibindo a
agregacao das plaquetas, prevenindo o aparecimento
de micro- e macro doencas corondrias), tendo
sido recomendado um |A inferior a 0,5 no que diz
respeito a saude humana (17). O IT foi definido como
a razao entre os acidos gordos pro-trombogénicos
(saturados) e antitrombogénicos (insaturados),
indicando a tendéncia para formar codgulos nos
vasos sanguineos. Foi recomendado um valor de IT
inferiora 1,0 (18).

A Tabela 2 mostra a composicdo das classes lipidicas
dos subprodutos da sardinha. A presenca de lipidos
polares - principalmente fosfolipidos - nos dleos de
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Table 1 - Fatty acid profile, FFA content and PV of sardine by-products lipids (SBL) and lipid effluents.
Tabela 1 - Perfil de 4cidos gordos, teor de AGL e PV dos lipidos dos subprodutos da sardinha (LSS) e dos
efluentes lipidicos.

F i line solution
Acidit:;::diss/(%) SBL/LSS S:oluegasg suatli:a/ E1 E2

C14:0 7.71 £0.39° 7.07 £ 0.35° 7.62+0.10° 145 +0.11°
C16:0 19.68 + 0.37° 16.95 + 0.56° 16.56 £ 0.21° 10.41 £ 0.59¢
C18:0 3.69 +0.08? 3.38 £ 0.04° 3.36 +£0.10° 2.80 + 0.05¢
Other / outros SFAs* 3.0 2.71 2.77 0.65
>SFAs 34.08° 30.11° 30.31° 15.31¢
C16:1 8.53 £0.23° 8.09 £0.32° 8.58 £0.13° 2.73 £0.08°
C18:1 11.33 +0.69° 10.78 £ 0.16° 11.83 £0.15° 42.98 +0.272
C20:1 2.48 +0.42° 2.84 +£0.07° 3.99 +0.012 1.06 £ 0.07¢
C22:1 1.64 £0.42° 230+£0.17° 3.78 £ 0.352 0.65 + 0.06¢
Other / outros MUFAs** 1.1 1.0 1.2 04
>MUFAs 25.09¢ 25.04¢ 29.34b 47.79°
C18:2n-6 1.20 £ 0.06° 1.24 £0.03° 1.16 £ 0.01° 21.76 £0.03°
C18:3n-3 0.91 £0.01¢ 1.08 £ 0.02° 0.91 £ 0.04¢ 3.04 £0.02°
C18:4n-3 2.86 +0.02° 3.03+0.10° 2.92 +0.09? 0.72 £ 0.05°
C20:5n-3 13.58 + 0.46¢ 14.89 +0.13° 15.67 £ 0.16° 3.69 £ 0.24¢
C22:5n-3 1.91+0.67° 2.18 £ 0.46° 1.69 + 0.06" 0.80 + 0.09¢
C22:6n-3 13.21 £0.36% 14.80 + 0.982 11.15 +0.39° 4.36 + 0.34¢
Other / outros PUFAs*** 5.2 5.7 54 13
>PUFAs 38.82° 42,942 38.91° 35.72¢
2n6 3.19 3.31 2.88 22.04
>n3 35.33 39.33 35.7 13.66
n-3/n-6 11.1 11.9 12.4 0.6
PUFA/SFA ratio / razao 1.14 1.42 1.28 2.33

Al 0.85 0.72 0.74 0.23

Tl 0.24 0.20 0.20 0.19
FFA (%) n.d. n.d. 1.85 14.67

PV (meq O,/kg) n.d. 132 8.02 4.6

Mean values in the same line with the same superscript letters were not significantly different (p>0.05).

" Ciso 14:0, C15:0, C17:0, C19:0, C20:0; ™ C17:1; ™ C16:2n-4, C16:3n-3, C16:4n-3, C18:3n-6, C20:2n-6, C20:3n-6, C20:4n-6,
C20:3n-3, C20:4n-3, C21:5n-3, C22:5n-6; Al - Atherogenic Index; Tl - Thrombogenic Index; n. d. - not determined /

Valores médios na mesma linha e com as mesmas letras ndo eram significativamente deferentes (p>0,05)

" Ciso 14:0, C15:0, C17:0, C19:0, C20:0; ™ C17:1; ™ C16:2n-4, C16:3n-3, C16:4n-3, C18:3n-6, C20:2n-6, C20:3n-6, C20:4n-6,
C20:3n-3, C20:4n-3, C21:5n-3, C22:5n-6; IA - indice Aterogénico; IT - indice Trombogénico; n. d. - ndo determinado
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Table 2 - Percentage of non polar and polar lipids present in the oil extracted by the B&D method.
Tabela 2 - Percentagem de lipidos ndo polares e polares presentes no 6leo extraido pelo método B&D.

Lipid classes / Classes de lipidos %
Non polar lipids / Lipidos nao polares 89.1
Polar lipids / Lipidos polares 10.9
PC (Phosphatidylcholine / Fosfatidilcolina) 87.8
PE (Phosphatidylethanolamine / Fosfatidiletanolamina) 53
Others / outros 6.9

as they must be removed in the usual oil refining
processes. Phospholipids may combine with metals
present in the oil (19) and contribute to its oxidative
instability  (20,21). Furthermore, phospholipids
present in fish oil, even in small amounts, can affect
the action of lipases in biocatalysis reactions (22).

Discussion

The level of lipid content of sardine by-products was
in the variation range (1.2-18.4 %) of this constituent
in sardine muscle reported by Bandarra et al. (12).
A simple technology for the oil extraction similar
to that commonly used in the production of surimi
was tested. This extraction process was assayed
as a first step for obtaining good quality oil under
mild conditions, with a remaining defatted material
to be further processed. However, the total lipids
extracted by the saline solution were only 2 %, which
represented about 16 % of total lipids obtained by the
B&D (Bligh and Dyer) method. Chakraborty & Joseph
(23) compared various methods for extracting lipids
from Indian oil sardine (Sardinella longiceps) muscle,
including the B&D method, distilled water extraction,
and cooking/pressing. These authors obtained a
percentage of lipids extracted with distilled water of
2.68 %, i.e., approximately 31.5 % of total lipids. This
significant difference between the results reported
by these authors and those obtained in the current
study indicates that the lipids present in the Indian
oil sardine muscle are more easily released than those
found in the viscera and liver of sardine by-products.
In the case of sardine muscle, similar (unpublished)
results were previously obtained in the IPMA
laboratories, using extraction with a saline solution.
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peixe representa uma desvantagem porque tém de
ser removidos nos processos habituais de refinacdo do
Oleo. Os fosfolipidos podem combinar-se com metais
presentes no 6leo (19) e contribuir para a instabilidade
oxidativa do éleo (20,21). Além disso, os fosfolipidos
presentes no 6leo de peixe, embora em pequenas
quantidades, podem afetar a acdo das lipases nas
reaccoes de biocatalise (22).

Discussao

O teor de lipidos dos subprodutos da sardinha (LSS)
situava-se na gama de variacao (1,2-18,4 %) deste
constituinte no musculo da sardinha, tal como referido
por Bandarra et al. (12). Foi testada uma tecnologia
simples para a extracao de oleo semelhante a
habitualmente utilizada na producao de surimi. Este
processo de extracao foi ensaiado como um primeiro
passo para obter 6leo de boa qualidade em condicdes
suaves e o restante material desengordurado para
posterior processamento. No entanto, o total de
lipidos extraidos pela solucao salina foi de apenas 2 %,
0 que representou cerca de 16 % do total de lipidos
obtidos pelo método B&D (Bligh e Dyer). Chakraborty
& Joseph (23) compararam varios métodos de extracao
de lipidos do musculo da sardinela-da-india (Sardinella
longiceps) que incluiram o método B&D, a extragao com
agua destilada e a cozedura/prensagem. Estes autores
obtiveram uma percentagem de lipidos extraidos com
agua destilada de 2,68 %, ou seja, aproximadamente
31,5 % dos lipidos totais. Esta grande diferenca entre
os resultados indicados por estes autores e os obtidos
no presente estudo indica que os lipidos presentes no
musculo da sardinela-da-india sdo mais facilmente
libertados do que os encontrados nas visceras e no
figado dos subprodutos da sardinha. Alids, no caso
do musculo da sardinha foram previamente obtidos,
nos laboratérios do IPMA, resultados (nao publicados)
semelhantes, usando a extracdo com uma solucao
salina.
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As shown in Table 1, the fatty acid profile of sardine
by-products, lipids extracted by the saline solution
and also present in E1 effluent had the same
order of abundance of the three fatty acid groups
(PUFAs>SFAs>MUFAs). However, there are some
differences in their fatty acid profiles, which may
be related to the origin of lipids and the extraction
method. Thus, the sardine by-products lipids (SBL)
had higherlevels (34.08 %) of SFAs (p<0.05) than saline
extraction (30.11 %) and E1 (30.31 %). lipids. Among
SFAs, SBL were also richer in palmitic (C16:0) and
stearic (C18:0) acids, 19.68 and 3.69 %, respectively,
than lipids from the saline extraction method and
E1 lipids. Regarding MUFAs, SBL and lipids extracted
by the saline solution had similar percentages but
lower (p<0.05) than E1 lipids. Oleic acid (C18:1) was
the main MUFA in the sardine by-products and in
the oil released during cooking, and no significant
differences on its content were recorded among
them, although the E2 oil contained 42.98 %. Saline
extraction lipids were the richest in PUFAs and also in
DHA (C22:6 n-3) (p<0.05) whereas E1 lipids showed
the highest percentage of EPA (C20:5 n-3). The high
level of EPA in E1 lipids may be related to its presence
in the storage sardine lipids which are more easily
released during cooking. On the contrary, the lowest
level of DHA in E1 lipids can be explained because it
is a structural fatty acid, present in the cell membrane
phospholipids that are more retained during heating
treatment.

The fatty acid profile of sardine by-products had
higher levels of SFAs and MUFAs and lower levels of
PUFAs than those previously reported by Bandarra et
al. (18) for sardine caught in different seasons. These
authors reported the following ranges of the three
fatty acid groups: 25.61-28.80 % SFA; 18.17-24.74 %
MUFAs; and 39.82-50.17 % PUFAs. These differences
arerelated to variationsin the fatty acid profile that are
highly dependent on exogenous conditions. Daidji &
Lamri-Senhadji (24) also determined the fatty acid
profile of sardine (Sardina pilchardus) by-products.
They reported a slightly lower MUFA content (23.3
%) and practically the same level of SFAs (34.9 %),
but higher levels of PUFAs (41.9 %), EPA (14.3 %) and
DHA (13.6 %) than the oil present in the sardine by-
products collected at the Portuguese factory.
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Como se pode verificar na Tabela 1, o perfil de acidos
gordos dos subprodutos da sardinha, dos lipidos
extraidos pela solucao salina e também dos lipidos
presentes no efluente E1 apresentaram a mesma
ordem de abundancia dos trés grupos de acidos
gordos (PUFA>SFA>MUFA). No entanto, registaram-
se algumas diferencas nos seus perfis de acidos
gordos que podem estar relacionadas com a origem
dos lipidos e 0 método de extracao. Assim, os lipidos
dos subprodutos da sardinha (LSS) apresentaram
niveis mais elevados (34,08 %) de SFA (p<0,05) do
que os lipidos da extracdao com a solucao salina (30,11
%) e do efluente E1 (30,31 %). Os SFA dos LSS eram
também mais ricos em acidos palmitico (C16:0) e
estedrico (C18:0), 19,68 e 3,69 %, respetivamente, do
que os lipidos obtidos pelo método de extracdao com
asolucdo salina e os lipidos do efluente E1. Em relacao
aos MUFA, os LSS e os lipidos extraidos pela solucao
salina apresentaram percentagens semelhantes, mas
inferiores (p<0,05) as dos lipidos do efluente E1. O
acido oleico (C18:1) foi o principal MUFA nos LSS e no
6leo libertado durante a cozedura, nao se registando
diferencas significativas entre eles, mas atingiu 42,98
% no oleo do efluente E2. Os lipidos da extracao
com a solucao salina foram os mais ricos em PUFA e
também em DHA (C22:6 n-3) (p<0,05), enquanto os
lipidos do efluente E1 apresentaram a percentagem
mais elevada de EPA (C20:5 n-3). O elevado nivel de
EPA nos lipidos do efluente E1 pode estar relacionado
com a sua presenca nos lipidos de armazenagem da
sardinha, que sao mais facilmente libertados durante
a cozedura. Pelo contrario, o nivel mais baixo de DHA
nos lipidos deste efluente pode ser explicado por se
tratar de um acido gordo estrutural, presente nos
fosfolipidos da membrana celular, sendo mais retido
durante o tratamento térmico.

Os LSS apresentavam niveis mais elevados de SFA e
MUFA e mais baixos de PUFA do que os anteriormente
referidos por Bandarra et al. (18) para a sardinha
capturada em diferentes estacdes do ano. Estes
autores obtiveram os seguintes valores para os trés
grupos de acidos gordos: 25,61-28,80 % de SFA; 18,17-
24,74 % de MUFA; e 39,82-50,17 % de PUFA. Estas
diferencas estao relacionadas com variacdes no perfil
de acidos gordos que sdo altamente dependentes
de condi¢bes exdgenas. Daidji & Lamri-Senhadji (24)
também determinaram o perfil de 4dcidos gordos dos
LSS (Sardina pilchardus). Estes autores apresentaram
um teor ligeiramente inferior de MUFA (23,3 %) e
praticamente o mesmo nivel de SFA (34,9 %), mas
eram mais ricos em PUFA (41,9 %), EPA (14,3 %) e DHA
(13,6 %) do que o 6leo presente nos LSS recolhidos na
fabrica portuguesa.



Lipids extracted from Indian oil sardine by the above-
mentioned methods also presented significantly
different fatty acid profiles (23). Thus, the decreasing
order of abundance of the three groups of fatty
acids in the lipids extracted by the B&D method was
PUFAs=SFAs>MUFAs, however, for lipids obtained by
the distilled water and cooking/pressing methods, the
order was SFAs>MUFAs>PUFAs. Concerning PUFAs,
the highest percentage of this group (30.78 %) was
obtained in the lipids extracted by the B&D method
followed by cooking/pressing (26.48 %) and distilled
water (21.30 %) extraction, which differs from those
achieved in the current study. In the case of EPA, the
highest level of this fatty acid (17.10 %) was recorded
in the B&D method, whereas in current study, the oil
released during cooking was the richest in EPA. In
the case of DHA, the highest percentage of this fatty
acid (4.22 %) was recorded in the lipids from the B&D
method, while in the current work, lipids from the
saline solution extraction were the richest in this fatty
acid.

Oil recovered from effluent E2 had a somewhat
different fatty acid profile than that from sardine by-
products and E1 lipids. Itis first worth highlighting the
order of abundance of the three groups of fatty acids
- MUFAs>PUFAs>SFAs. Oleic acid was the main fatty
acid, followed by linoleic acid (C18:2 n-6), accounting
for 42.98 and 21.76 %, respectively. The high levels
of these two acids are typical of vegetable oils used
as covering oil for canned fish. On the contrary, EPA
and DHA levels were very low compared with those
of sardine oil.

The very high n-3/n-6 ratio of by-products and oil
in E1 should also be highlighted. The intake of n-3
PUFA, in particular EPA and DHA, has been associated
with the prevention of cardiovascular diseases,
and DHA is fundamental in the development of the
newborn neurological system. In addition, n-3 PUFA
and their metabolites seem to suppress angiogenic
and inflammatory factors, and, on the other hand,
n-6 PUFA and their derived metabolites show pro-
inflammatory activity and stimulate angiogenesis
and tumour progression (25,26). In comparison, the
oil of E2 had a low n-3/n-6 ratio. Oil extracted by the
saline solution and present in E1 effluent had a PUFA/
SFA ratio much higher than 0.4 and Tl index lower
than 1.0, but exceeded the recommended Al value
(0.5). E2 oil presented good indices (PUFA/SFA ratio >
0,4, Al <0.5,and Tl < 1,0), but it was inedible.
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Os lipidos extraidos da sardinela-da-india pelos
métodos acima mencionados, tinham também
diferencas significativas (23). Assim, os lipidos
desta espécie da india extraidos pelo método de
B&D apresentava a seguinte ordem decrescente
de abundancia dos trés grupos de &acidos gordos:
PUFA=SFA>MUFA. Porém, nos lipidos obtidos
pelos outros métodos (dgua destilada e cozedura/
prensagem) a ordem foi SFA>MUFA>PUFA. No que diz
respeito aos PUFA, a maior percentagem deste grupo
(30,78 %) foi obtida nos lipidos extraidos pelo método
B&D, seguido da cozedura/prensagem (26,48 %) e
da extracdo com agua destilada (21,30 %), o que foi
bastante diferente do obtido no presente estudo. No
caso do EPA, o nivel mais elevado deste 4cido gordo
(17,10 %) foi registado no método B&D, enquanto no
presente estudo, o 6leo libertado durante a cozedura
foi o mais rico em EPA. Relativamente ao DHA, a
percentagem mais elevada deste acido gordo (4,22 %)
foi registada nos lipidos provenientes do método B&D,
enquanto no presente trabalho os lipidos provenientes
da extracdo com a solucao salina foram os mais ricos
neste 4cido gordo.

O perfil de acidos gordos do 6leo recuperado do
efluente E2 era bastante diferente dos lipidos dos
subprodutos da sardinha e do efluente E1. Em primeiro
lugar, é de salientar a ordem de abundancia dos trés
grupos de acidos gordos - MUFA>PUFA>SFA. O 4cido
oleico (C18:1 n-9) era o principal 4cido gordo, seguido
doacidolinoleico (C18:2 n-6), que representavam 42,98
e 21,76 %, respetivamente. Os niveis elevados destes
dois acidos sao tipicos dos dleos vegetais utilizados
como 6leo de cobertura nas conservas de peixe. Pelo
contrario, os niveis de EPA e DHA eram muito baixos
em comparacdo com os do 6leo de sardinha.

E de salientar a razido n-3/n-6 muito elevada dos
LSS e do 6leo do efluente E1. A ingestdao de PUFA
n-3, em particular EPA e DHA, tem sido associada
a prevencao de doencas cardiovasculares e o DHA
é fundamental no desenvolvimento do sistema
neurolégico dos recém-nascidos. Além disso, os PUFA
n-3 e os seus metabolitos parecem eliminar os factores
angiogénicos e inflamatérios e, por outro lado, os PUFA
n-6 e os metabolitos derivados apresentam actividade
pro-inflamatéria e estimulam a angiogénese e a
progressao de tumores (25,26). Em comparacao, o 6leo
do efluente E2 tinha uma relagcdo n-3/n-6 baixa. O dleo
extraido pela solucao salina e presente no E1 tinha
uma relacao PUFA/SFA muito acima de 0,4 e indice
trombogénico (IT) erainferiora 1,0, mas excedia o valor
recomendado de IA (0,5). O 6leo do E2 apresentava
bons indices (relacao PUFA/SFA > 0,4, 1A < 0,5 e IT <
1,0), mas nao tinha grau alimentar.
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According to FAO & WHO (27), the quality parameters
of fish oils for human consumption should comply
with: acid value < 3 mg KOH/g oil and PV < 5 meq O,/
kg oil. As shown in Table 1, the FFA content of the oil
from effluent E1 (1.85 %) or its acid value of 3.68 mg
KOH/g oil was close to the reference value, but the PV
value of this oil was slightly above its reference value.
These results reflected the quality of sardine oil. In
general, the cooking process does not affect the level
of FFA and may decrease the PV because peroxides
are heat-labile. Conversely, oil extracted by the saline
solution had very high PV as a result of the rapid
oxidation of lipid by-products. These by-products are
stored at room temperature and sometimes for a few
days before being transported to fishmeal factories.
However, it should be noted that this crude oil must
be refined and purified to meet the quality criteria
for edible oils. In a previous study, Batista et al. (28)
obtained oil from sardine by-products with lower
PV (between 45 and 68 meq O,/kg oil), however, the
quality of the starting raw material used in that study
differed from that used in the current study. On the
other hand, oil from effluent E2 had low PV but very
high FFA content, perhaps due to the presence of
lipolytic bacteria. The quality of oil present in the by-
products and particularly in E2 gives clear evidence of
the importance of their adequate preservation as well
as good hygiene requirements for food processing
factories.

Non-polar lipids (mainly triacylglicerols) represented
approximately 89% of total sardine by-products lipids
(Table 2). This value was relatively lower than that
(96 %) reported by Bandarra et al. (18) for sardine
muscle with 18.4 % fat, which may be due to the
lipid distribution in different structures (muscle,
viscera, liver, and by-products). On the other hand,
the percentages of phosphatidylcholine (PC) and
phosphatidylethanolamine (PE) were similar to those
reported by the previous authors.
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De acordo com FAO & WHO (27), os parametros de
qualidade dos 6leos de peixe destinados ao consumo
humano devem ser os seguintes: indice acidez <3 mg
KOH/g 6leo e PV < 5 meq O_/kg 6leo. Como indicado
na Tabela 1, O teor de AGL do 6leo do efluente E1
(1,85 %) ou 3,368 mg KOH/g de 6leo era préximo
do valor de referéncia, mas o valor de PV estava um
pouco acima do respetivo valor de referéncia. Estes
resultados refletiam basicamente a qualidade do
6leo de sardinha. Em geral, o processo de cozedura
nao afecta o nivel de AGL e pode diminuir o PV
porque os perdxidos sao labeis ao calor. Por outro
lado, o 6leo extraido pela solucao salina tem um PV
elevado devido a rapida oxidacao dos lipidos dos
subprodutos. Estes subprodutos sao armazenados
a temperatura ambiente e por vezes durante alguns
dias antes de serem transportados para as fabricas de
farinha de peixe. No entanto, deve ter-se em conta
que se trata de 6leo bruto que deve ser refinado e
purificado para obedecer aos critérios de qualidade
de 6leos ediveis. Num estudo anterior, Batista et al.
(28) obtiveram 6leo, também a partir de LSS, com
menor PV (entre 45 e 68 meq O,/kg de 6leo), mas
a diferenca deveu-se basicamente a qualidade da
matéria-prima inicial utilizada nesse estudo. Por outro
lado, o 6leo do efluente E2 tinha um baixo PV, mas um
teor muito elevado de AGL, talvez devido a presenca
de bactérias lipoliticas. A qualidade do 6leo presente
nos subprodutos e, particularmente no E2, evidencia
a importancia da sua adequada preservacao e
também os requisitos de higiene para as fabricas de
processamento de produtos alimentares.

Os lipidos ndo polares (constituidos principalmente
por triacilglicerdis) representaram cerca de 89% dos
lipidos totais dos subprodutos de sardinha (Tabela
2). Este valor foi relativamente mais baixo do que o
indicado por Bandarra et al. (18) que obtiveram 96 %
no caso dos lipidos do musculo de sardinha com
18,4% de gordura, o que pode ser devido as diferentes
estruturas em que os lipidos estdo distribuidos no
musculo e nas visceras e figado dos subprodutos. Por
outro lado, as percentagens de fosfatidilcolina (PC)
e fosfatidiletanolamina (PE) foram semelhantes as
referidas pelos autores anteriores.



Conclusions

The results obtained in the current study indicate
that the oil present in sardine by-products was rich
in n-3 PUFA, with an average n-3/n-6 ratio of 11.8. The
oil collected after cooking the sardine was also rich
in n-3 PUFA and had a low content of free fatty acids
(1.85 %) and peroxides (8.02 meq O_/kg).

The yield obtained from the extraction with the
saline solution was low, but it was a relatively simple
process that made it possible to obtain oil rich in n-3
PUFA. The solid residue obtained after extraction can
be converted into fishmeal or used in the production
of fish protein hydrolysates. Moreover, the extracted
oil had high level of peroxides, which indicates that
sardine by-products should be properly preserved to
limit lipid oxidation.

The oil present in the factory’s effluent was mostly
oleic acid and was of poor quality (high levels of free
fatty acids). Its use as biofuel would therefore be
recommended.

These results highlight the nutritional importance of
the lipid fraction of sardine by-products as well as the
utmost importance of their proper storage in order to
guarantee the quality of the products obtained from
both the lipidic and proteic fractions. Freezing sardine
by-products in vertical plate freezers, followed by cold
storage, could be a suitable method of preservation,
despite the associated costs.
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Conclusoes

Os resultados obtidos no presente estudo permitem
concluir que o 6leo presente nos subprodutos da
sardinha era rico em PUFA n-3, com uma razao média
n-3/n-6 de 11,8. O 6leo recolhido apds a cozedura da
sardinha era também rico em PUFA n-3 e apresentava
um baixo teor de acidos gordos livres (1,85 %) e
peroxidos (8.02 meq O_,/kg).

O rendimento obtido na extracdo com a solucdo
salina foi baixo, mas trata-se de um processo
relativamente simples que permite obter um 6leo
rico em PUFA n-3. O residuo solido obtido apos a
extracdo, pode ser convertido em farinha de peixe,
ou utilizado na producao de hidrolisados proteicos
de peixe. Além disso, o 6leo apresentava um elevado
nivel de peréxidos, indicando que os subprodutos da
sardinha deviam ser devidamente conservados para
limitar a oxidacéao lipidica.

O ¢leo presente nos efluentes da fabrica (E2) era
constituido principalmente por acido oleico e
apresentava ma qualidade (niveis elevados de acidos
gordos livres). A sua utilizagao como biocombustivel
seria, por conseguinte, recomendada.

Estes resultados evidenciam a importancia
nutricional da fracao lipidica dos subprodutos da
sardinha e também a extrema importancia do seu
armazenamento para garantir a qualidade dos
produtos obtidos tanto da fracdo lipidica como da
proteica. A congelacao dos subprodutos da sardinha
em congeladores de placas verticais e aarmazenagem
em congelado poderia ser um processo adequado
para a sua conservacao pese embora os custos
associados.
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