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A populagdo mundial vem demonstrando crescente preocupagdo com a alimentagdo e seus
constituintes, o que incentiva a industria de alimentos a investir em produtos saudaveis e nos
ditos alimentos funcionais. Entre os alimentos considerados funcionais encontra-se a linhaga
(Linum usitatissimum L), um pequeno grao de formato oval com grande valor nutritivo por ser
fonte de fibras, 4cidos graxos essenciais e proteina. O presente trabalho teve como objetivo
observar as propriedades funcionais da linhaca em diferentes condi¢des de preparo e de uso
em alimentos, o que foi realizado por meio da determinagdo da composi¢do quimica do grao,
de ensaio bioldgico em ratos e da analise do perfil de acidos graxos. Quanto aos resultados,
com a determinagdo da composi¢do quimica verificou-se que a linhaca utilizada neste estudo
¢ rica em lipidio (37,04g%), em proteina (16,69g%) e em fibras alimentares (32,9g%). No
ensaio biologico, momento em que 32 ratos wistar machos recém desmamados receberam
quatro tipos de racdo (P: ragdo padrao conforme AIN; LC: ragao com 16% de linhaga crua;
LA: ragdo com 16% de linhaga assada a 180°C por 40 minutos; ¢ OL: ragdo com o0leo de
linhaca), constatou-se que a utilizagdo do grdo de linhaga cru, do grao assado e do 6leo de
linhaca resultou positivamente in vivo. Foi observada uma diminui¢do nos parametros
bioquimicos glicemia, trigliceridio e colesterol total, aumento da excrec¢do lipidica e da
excrecao fecal, sem alteracdo no desenvolvimento ponderal dos ratos nos tratamentos
adicionados de linhaga, sendo que os dados mais positivos foram detectados nos animais que
receberam o grao in natura. Por meio da cromatografia gasosa, realizou-se a andlise do perfil
lipidico do grdo e do dleo de linhaca submetidos a diferentes processos envolvendo altas
temperaturas: grao in natura (LC), grdo assado em forno elétrico a 150°C por 40 minutos
(L150); grao assado em forno elétrico a 180°C por 40 minutos (L180); grao aquecido em
forno de microondas (LM); 6leo de linhaga in natura (OL); e 6leo de linhaga aquecido a
180°C por 30 minutos (OF). Modificagdes no perfil de acidos graxos saturados e insaturados
foram detectadas, entretanto o grao e o 6leo de linhaca mantiveram quantidades significativas
de acidos graxos poliinsaturados, principalmente de acido a-linolénico, em todos os
tratamentos. Apesar dos menores beneficios causados pela linhaga processada (grao assado ou
como 6leo), observou-se que parte do acido a-linolénico permanece no alimento e ¢ absorvido
pelo organismo. Com tudo isso, ¢ possivel afirmar que a linhaga se mantém bastante estavel
quando submetida a diferentes processamentos envolvendo altas temperaturas, sendo uma
fonte alternativa de acido a-linolénico. Entretanto mais estudos sdo necessarios para estipular
as doses adequadas para humanos, de acordo com as particularidades individuais.

Palavras-chave. Linum usitatissimum L., linhaga, atividade bioldgica, ratos, acidos graxos.
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The world population has been showing more concern for the food and its constituents,
encouraging the food industry to invest in healthy products and in functional foods. Among
those considered functional foods is the flaxseed (Linum usitatissimum L.), a small grain of
ovate shape with high nutritional value by being a good source of fiber, essential fatty acids
and protein. The aim of this study was observe the flaxseed functional properties in different
processing conditions and use in food, through the determination of the grain chemical
composition, biological response in rats and the fatty acids profile. The chemical
determination was found that flaxseed used in this study is rich in lipid (37,04 g%), in protein
(16,69% g) and in fiber (32,9 g%). In the biological trial, 32 male Wistar rats received four
diet types (P: diet standard as AIN; LC: diet with 16% of raw flaxseed; LA: diet with 16% of
roast flaxseed; and OL: diet with flaxseed oil), it was found that the use of raw flaxseed, roast
flaxseed and flaxseed oil resulted positively in vivo. There was a decrease in biochemical
blood glucose, triglyceride and total cholesterol levels, and increase the fecal excretion and
lipid excretion, no change in the growth of rats in treatments with flaxseed. The more positive
data were detected in animals feed with the raw grain. By gas chromatography analysis was
carried out of the grain and flaxseed oil lipid profile subjected to different processes involving
high temperatures: raw grain (LC); grain baked in electric oven to 150°C for 40 minutes
(L150); grain baked in electric oven to 180°C for 40 minutes (L180); grain heated in
microwave oven (LM); flaxseed oil (OL) and flaxseed oil heated to 180°C for 30 minutes
(OF).Changes in the saturated and unsaturated fatty acids were detected, but the flaxseed and
the flaxseed oil remained significant amounts of polyunsaturated fatty acids, mainly of a-
linolenic acid, in all treatments. Despite the minor benefits caused by flaxseed processing
(baked grains or as oil), it was noted that part of a-linolenic acid remains in the food and is
absorbed by the organism. In conclusion, it is possible to state that flaxseed is still quite stable
when subjected to various processes involving high temperatures and it is an alternative
source of a-linolenic acid. However more studies are needed to provide the appropriate doses
for humans, according to the particular individual.

Keywords: Linum usitatissimum L., flaxseed, biological response , rat, fatty acids.



LISTAS DE TABELAS

TABELA 1 — Composic¢ao quimica (g%) do grao de linhaca...........cccccecevvenieiininicncnnennnn. 19
ARTIGO 1
TABELA 1 — Composicao (g/kg) das ragdes oferecidas aos ratos.........ccoeevereeveriervenvenneens 47

TABELA 2 — Composicdo quimica (g%) do grido e do 6leo de linhaca e comparagdo com
OULTOS AULOTES. ... ueteeeutteeiteeeitee ettt e ettt eeiteeebteesubeeeabeeesabee ettt e sabeeebbeenabeeeamteesabeeeabbeesabaesnaeesabeeeas 48
TABELA 3 — Ganho de peso total, consumo diario, excrecdo diaria durante o periodo
experimental e peso dos 6rgaos (g de 6rgao/100g de peso corporal) dos animais recebendo
diferentes ragoes COM IINNAGCA. .........cocviiiiuiiiiieiiitie ettt et eevee et et eeetveeeeteeeeareeeveeens 49
TABELA 4 — Produgdo de fezes imidas totais (PFU), producdo de fezes secas totais (PFS),
teor de umidade nas fezes (UF), teor de lipidio fecal (TLF) e teor de lipidio absorvido no
processo experimental de nutricdo de animais via diferentes ragdes com linhaga................. 50

TABELA 5 — Parametros bioquimicos dos animais recebendo diferentes racdes com

JINNAGA. ...ttt ettt ettt ettt e b e et e e haeesae s beenbe e ta e st e enteensaenraes 51
ARTIGO 2

TABELA 1 - Teor lipidico, em 100g, de linhagca submetida a diferentes
LS00 0] 11D 1RSSR 68

TABELA 2 — Composicao de acidos graxos saturados (AGS) do grdo e do 6leo de linhaca
submetidos a diferentes tratamentos, em g de acido graxo/100g de alimento ....................... 69
TABELA 3 — Composi¢ao de acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e poliinsaturados
(AGPI]) do grao e do 6leo de linhaca submetidos a diferentes tratamentos, em g de acido

grax0/100g de AlIMENTO ......cccveiiiiiiiiiie ettt e sreeer e e sete e e sere e essaeearaesssneenens 70



LISTA DE ILUSTRACOES

FIGURA 1 — Plantio de linhaga, no interior do Rio Grande do Sul, Brasil ...........cc.............. 17
FIGURA 2 — Grao de linhaga marrom e grao de linhaga dourada..........ccccceevvveeeenienneennenne. 20
QUADRO 1 - Efeitos biologicos do n-3 citados na literatura............cccceeveeeeeeieeneenceeeenee. 22
ARTIGO 2

FIGURA 1 — Concentragdo, em 100g de alimento, de acidos graxos saturados totais (AGS),
acidos graxos monoinsaturados totais (AGMI) e acidos graxos poliinsaturados totais (AGPI)
nos tratamentos submetidos a diferentes temperaturas.............cccueeevreereereenceeecrieseeseeseeenens 71
FIGURA 2 — Relag@o n-6:n-3, em 100g de alimento, nos tratamentos submetidos a diferentes

BOIMIPETALUTAS. ...ttt ettt ettt et ettt st e bt e et e e bt e e eabe e e sb bt e s bt e emteesabeeesabeesbeeenabeesneeesabeeenns 72



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGMI: acidos graxos monoinsaturados;

AGPI: 4cidos graxos poliinsaturados;

AGS: acidos graxos saturados;

AIN: American Institute of Nutrition;

AL: écido linoléico;

ALA: écido a-linolénico;

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria;

AOAC: 4ssociation of Official Analytical Chemists;

CEA: coeficiente de eficacia alimentar;

CLA: acido linoléico conjugado;

CT: colesterol total;

DHA: acido docosahexaendico;

EJA: Ensino de Jovens e Adultos;

EPA: 4cido eicosapentaenodico;

HDLc: high-density low cholesterol;

LA: rag@o com linhaga assada;

LC: racdo com linhaca crua (Artigo 1) ou tratamento grao de linhaca in natura (Artigo 2);
LM: tratamento grao de linhaca aquecido em forno de microondas por 5 minutos;
L150: tratamento grio de linhaga assado em forno elétrico a 150°C por 40 minutos;
L180: tratamento grio de linhaga assado em forno elétrico a 180°C por 40 minutos;
NCI: National Cancer Institute;

n-3: acidos graxos poliinsaturados da familia n-3;

n-6: 4cidos graxos poliinsaturados da familia n-6;

OF: tratamento 6leo de linhaca aquecido a 180°C por 30 minutos;

OL: ragdo com 6leo de linhaga (Artigo 1) ou tratamento 6leo de linhaga in natura (Artigo 2);
P: racdo padrao conforme AIN isenta de linhaga;

PFS: produgao de fezes secas totais;

PFU: produgdo de fezes umidas totais;

PTN totais: proteinas totais;

SAS: Statistical Analyses System,;

TACO: Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos;



TG: trigliceridio;
TLF: teor de lipidio fecal;
UF: teor de umidade nas fezes;

USDA: United States Department of Agriculture.



LISTA DE ANEXOS

ANEXO A — Normas de publicag@o do periddico Revista de Nutrigao........cccoceeevevereeenennnnee. 86
ANEXO B — Normas de publicagdo do periddico Journal of Agricultural and Food
(@ T2 7 R 1 USSP 93



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt ettt e e et e et e e s taessbeesbeessaessteassaensaesseesesenens 7
ABSTRACT ...ttt ettt et st e s be et e e e e seessteessaesseesebessseesseenseennns 8
TINTRODUGAO ..ottt ettt e e e e s eeee et eeesans 15
2 REVISAO DE LITERATURA ........cooooiiiiiiiniiecie e 17
20 LANNAGA ..o et e e e e e e eres 17
2.1.1 COMPOSICAO QUITTICA. ...-eeeueieeieeeie et et ette et et e et et e e tte e e e e e e et e eneeeeeeseesseeeeeeenee 18
2.1.2 Linhaca como alimento funcional..............cccceeoveiieiiiiiiii e e 21
2.1.3 Fatores antinULriCIONAIS. .......ccveevieriiereeeeieteeteesteesteeeaeeebeeteesseesseesssesnseesseesssesesensns 24
2.1.4 Derivados da lINNaACA...........cccuviiiiiiiieeeeee et e 25
2.1.5 Estudos com linhaca e derivados €m animais...........cc..cocueeeeveeeereeeeeeeeineeeerneeenreeennes 25
2.1.6 TTatamento tEIMNICO. ... eevveerereeereerrerieesieesteeteeteesseesseesssessseesbeesseesssessseenseesseesssesssensns 27
3 ARTIGOS CIENTIFICOS ..o, 29
3.1 Artigo 1: Efeito da linhaga (Linum usitatissimum L.) sob diferentes formas de

preparo na resposta biolOZICa €M TAL0S.........ccvieevieriieiieeie ettt sreesebeeereeaeeneas 30
3.2 Artigo 2: Analise do perfil lipidico da linhaca (Linum usitatissimum L.) submetida

A dIferentes tEIMPETALUIAS.........cccvieiierieerieetieteesteeeteeeeeeteeteeseeessessseeseessaesssessseesseenseenns 52
ADISCUSSAOQ........ooiiiiiieieieeeie ettt sttt 73
S CONCLUSOES..........oooiiirvioiiinneceesisss e 76
6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ........cooioiiieeeeeeeee e 77
REFERENCIAS.........ooooioiiieiiieecieieee e 78
FN 1 05 Co 1o 85
ANEXO A - Normas de publicacdo do periddico Revista de Nutricdo..........cceeeveeveennenne 86

ANEXO B - Normas de publicag@o do periddico Journal of Agricultural and Food
CREIMISIIY ..ttt ettt ettt et e e it e e et e e eabe e e abeeensaeesabeeeannaa s 93



1 INTRODUCAO

A populacdo mundial vem demonstrando, ha algumas décadas, mais preocupagdo com
a alimentacdo e seus constituintes. Varias doengas estdo sendo vinculadas ao consumo de
determinados alimentos, assim como rotineiramente surgem estudiosos e pesquisas mostrando
que maior ou menor ingestao de outros podem prevenir ou tratar patologias. Segundo Moraes;
Colla (2006): “a incidéncia de mortes devido a doencas cardiovasculares, cancer, acidente
vascular cerebral, enfermidades hepaticas, desnutri¢do, entre outros, pode ser minimizada por
meio de bons habitos alimentares”.

Diante de tamanha explora¢do do assunto pela midia e da incansavel busca dos
consumidores por dietas mais equilibradas, a indlstria de alimentos estd investindo na
elaboracdo de produtos saudaveis e buscando os alimentos funcionais. Entre esses alimentos
que podem ser considerados funcionais encontra-se a linhaga, uma pequena semente de
formato oval, mas com grande valor nutritivo.

A linhaga ¢ um grao oleaginoso, de cor marrom ou amarelo dourado, rico nos acidos
graxos poliinsaturados a-linolénico (ALA) e, em menor quantidade, linoléico (AL), além de
conter teores significativos de proteina vegetal, lignanas, fibra alimentar solivel e insolavel,
goma ou mucilagem, acidos fenolicos, flavonoides, acido fitico, vitaminas e minerais. Todas
essas substancias sdo consideradas importantes devido aos efeitos benéficos a saude,
reforcando as propriedades funcionais da linhaga (OOMAH; MAZZA, 2000; COLLINS et al.,
2003; BOMBO, 2006; CHEN; XU; WANG, 2007).

Os 4cidos a-linolénico e linoléico sdo considerados 4cidos graxos essenciais e
precursores dos demais acidos das familias n-3 e n-6, respectivamente. Ambos podem ser
convertidos nos acidos eicosapentaenodico ¢ docosahexaenoico, por sua vez transformados em
eicosanodides com atividades imunomoduladoras. O consumo excessivo de n-6 e a alta relacdo
n-6:n-3, comum atualmente na dieta ocidental, podem favorecer o desenvolvimento de
quadros patologicos, tais como doencas cardiovasculares, canceres, doengas auto-imunes e
doencas inflamatdrias, enquanto o aumento da ingestdo de n-3 e conseqiiente reducdo de
n-6:n3 exerce o efeito oposto (WIESENFELD et al., 2003; SIMOPOULOS, 2008%).

O grdo de linhaga pode ser consumido in natura, inteiro ou moido, bem como pode ser
acrescentado diretamente sobre alimentos ou ser utilizado como ingrediente na preparagdo de

produtos de panificacdo, sobremesas e produtos carneos. Ainda pode dar origem a outros
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produtos, tais como farelo, goma e 6leo, diversificando a forma de consumo (VILLARROEL;
PINO; HAZBUN, 2006; BOMBO, 2006).

Um ponto discutido por profissionais e pesquisadores da area de alimentos trata do
aquecimento do grdo e do 6leo de linhaga e a conseqiiente alteracdo das propriedades
bioldgicas de ambos. Tamanha preocupacdo ¢é referente, principalmente, as possiveis
mudancas negativas do perfil lipidico, resultante da oxidacao dos acidos graxos com ligagdes
duplas. A questdo que se discute ¢ se as temperaturas elevadas durante o forneamento ou
fritura de produtos contendo linhaga diminuem, mantém ou aumentam as propriedades
funcionais do alimento, tendo em vista que o ALA e o AL sdo sensiveis a luz, ao aquecimento
e a presenga de oxigénio (WONG, 1995; ZHENG et al., 2005; VARLET et al., 2007).

Tendo em vista esta problematizacdo, o presente trabalho tem como objetivo observar
as propriedades funcionais da linhaca em diferentes condigdes de preparo e de uso em
alimentos, com énfase na por¢do lipidica, uma vez que ha divergéncias na literatura sobre a
melhor forma de consumo. Nessa perspectiva, os objetivos especificos sdo:

a) determinar a composi¢ao centesimal da linhaga;

b) verificar possiveis diferengas na atividade biologica do grao (cru e assado) e do 6leo
de linhaca em ratos da linhagem wistar, por meio de ganho peso, coeficiente de eficacia
alimentar, peso dos 6rgdos, producdo de fezes e parametros bioquimicos; e

c) analisar o perfil de acidos graxos no grdo e no 6leo de linhaga submetidos a

diferentes temperaturas ¢ métodos de cocgao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Linhaca

A linhaca (Linum usitatissimum L.) ¢ uma planta pertencente a familia das Linaceas,
caracterizada por apresentar uma altura de 30 e 130 cm, talos eretos, folhas estreitas lineares
ou lanceoladas, alternando entre verde e verde-claro. Entre seus nomes populares tem-se a
linhaga e o linho. E uma planta originaria da Asia, possivelmente do Caucaso, e cuja semente
a humanidade tem consumido ha milénios, incluindo, possivelmente, a Mesopotamia e,
posteriormente Europa, Africa, Asia e América do Norte (PINTO, 2007).

A planta tem um talo principal do qual saem varios ramos onde nascem as folhas, as
flores e as capsulas. Da casca da planta ¢ retirada a fibra do linho, matéria-prima para a
fabricacdo de tecidos; e da cépsula se obtém a semente. Apesar de usada hd milénios na
alimentacdo humana, a maior parte do cultivo é destinada as industrias de oleo para tintura e
para racao animal. O plantio do linho (Figura 1) ocorre nos meses de maio e junho e a colheita

se da nos meses de novembro, dezembro e janeiro.

Figura 1 — Plantio de linhaca, no interior do Rio Grande do Sul, Brasil.
Fonte: Cisbra Alimentos, 2008.
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Atualmente, o maior produtor mundial ¢ o Canada (BOMBO, 2006; CAMPOS, 2007).
No estado do Rio Grande do Sul, no Brasil, o grio ¢ cultivado em Ijui, Tupanciretd, Sao
Miguel das Missdes, Sdo Luiz Gonzaga, Girud, Santa Rosa, Guarani das Missoes, Trés de

Maio, Panambi, Santa Barbara, Santo Augusto e proximidades.

2.1.1 Composigdo quimica

O grao de linhaca ¢ composto, em 100g, por aproximadamente 35g de lipidio, 26g de
proteina, 14g de fibra alimentar, 12g de mucilagem, 9g de dgua e 4g de cinzas, as quais sdo
constituidas por 0,7g de potassio, 0,7g de fosforo, 0,3g de magnésio, 0,2g de calcio, 0,2g de
enxofre, entre outros (CORREIA, 2001). Outros valores da composicdo da linhaca sdo
apresentados na Tabela 1.

Os principais constituintes do grao sao:

a) Lipidios: a linhaga ¢ rica nos acidos graxos poliinsaturados das familias n-3 (a-
linolénico ou ALA ¢ di-homo-alfa-linolénico), ¢ em menor quantidade nos da familia n-6
(linoléico ou AL, gama-linolénico e eicosadiendico). Também contém &cidos graxos
monoinsaturados (palmitoléico, oléico, gadoléico, erticico e nervonico) e saturados (caprico,
ldurico, miristico, pentadecilico, palmitico, margarico, estedrico, araquidico, behénico e
lignocérico) (NEPA-UNICAMP, 2006; USDA, 2007).

b) Proteina: a linhaca ¢ uma boa fonte de proteina vegetal, principalmente dos
aminoacidos metionina e cisteina. Tem como aminoacidos limitantes lisina, treonina e
tirosina. Seu valor nutritivo ¢ comparavel a soja e, além disso, uma caracteristica das
proteinas da linhaga ¢ serem pouco soltiveis em dgua (OOMAH; MAZZA, 2000).

c) Polissacarideos: podem ser divididos em lignanas, fibra alimentar e goma ou
mucilagem. Em se tratando das lignanas, a linhaga ¢ considerada a sua maior fonte alimentar
(CAMPOS, 2007). Lignanas sao fitoestrogenos presentes nas paredes celulares dos vegetais e
que apresentam, nos humanos, propriedades anticarcinogénicas ¢ antioxidantes. As lignanas
encontradas na linhaga - secoisolariciresinol e matairesinol - sdo convertidas por acdo
bacteriana no trato gastrointestinal a enterolactona e enterodiol (OOMAH; MAZZA, 2000;
BOMBO, 2006). Por serem semelhantes ao estrogé€nio, as lignanas também tém sido
relacionadas positivamente & menopausa € ao cancer de mama. Em um estudo realizado em
Santa Maria — RS, com 30 mulheres, 36,4% tiveram os sintomas da menopausa aliviados,

consumindo 10g/dia do grao de linhaga (COLPO et al., 2006).
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Tabela 1 — Composicio quimica (g%) do grio de linhaca.

Grao*  Grao** Graop***

Umidade (g%) 9,0 6,7 7,0

Cinzas (g%) - 3,7 3,7
Proteina (g%) 26,0 14,1 18,3
Lipidio (g%) 35,0 32,3 42,2
Fibra alimentar (g%) 14,0 33,5 27,3
Carboidratos (g) - 43,3 28,9
Célcio (mg) - 211,0 255,0
Fosforo (mg) - 615,0 642,0

Ferro (mg) - 4,7 5,7
Magnésio (mg) - 347,0 392,0
Potassio (mg) - 869,0 813,0
Sédio (mg) - 9,0 30,0

*Qomah; Mazza, 2000; ** NEPA; UNICAMP, 2006.;  USDA, 2007.

J4 a fibra alimentar do grdo de linhaca apresenta boa propor¢do entre fibra soluvel e
insoluvel (BOMBO, 2006). A fibra insoluvel aumenta o volume das fezes pela sua propria
massa e também pela agua que mantém ligada ou adsorvida, sendo benéfica no tratamento da
constipacdo, da sindrome do intestino irritdvel ¢ da doenca diverticular (TARPILA;
WENNBERG; TARPILA, 2005). Por outro lado, sabe-se que as fibras soliveis sdo em parte
fermentadas pelas bactérias do coélon e que desempenham, no organismo, atividades
hipoglicemiante, hipocolesterolémica e hipotrigliceridémica, além de atuarem na prevencgdo
da obesidade, aumentando o poder de saciedade da refei¢do e ativando o metabolismo (RUIZ-
ROSO, 2000; FILISETTI, 2007; CAMPOS, 2007). Pesquisas demonstram, por exemplo, que
mulheres na menopausa que consumiram 40g/dia de linhaga triturada tiveram um decréscimo
médio de 5,3% na glicose sanguinea (LEMAY et al., 2002).

A goma ou mucilagem, por sua vez, ¢ um polissacarideo heterogéneo, formado por
xilose, arabinose, glicose, galactose, acido galacturénico, ramnose e fucose, que compoe
aproximadamente 8% do peso do grao e geralmente ¢ extraida da torta de linhaca (CHEN;

XU; WANG, 2006). Suas propriedades reologicas ¢ de interagdo com a proteina tém sido
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investigadas com o intuito de usa-la como geleificante e espessante na industria de alimentos
(CHEN; XU; WANG, 2007).

Fazem parte ainda da composi¢do do grdo os acidos fendlicos (antioxidantes,
antimicrobianos e anticancerigenos), os flavonoides (inibem a peroxidagdo lipidica, a
agregacdo plaquetdria, a permeabilidade e a fragilidade capilar e a atividade de determinados
sistemas enzimaticos, como a lipoxigenase) e o dacido fitico (principal forma de
armazenamento de fosfato das plantas). Embora em pequenas quantidades, essas substancias
também sdo consideradas importantes devido aos efeitos benéficos a saude, reforgando as
propriedades funcionais da linhaca (OOMAH; MAZZA, 2000).

Também ¢ importante mencionar que muito tem se falado na semente de linhaga
dourada e que a linhaca marrom ndo teria as mesmas propriedades (Figura 2). Na verdade,
uma ndo ¢ melhor do que a outra: ambas sdo ricas em lignanas e fibras dietéticas. A marrom ¢
cultivada em regides de clima quente e imido, como o Brasil, e a dourada ¢ plantada em
regides frias como o Canada e o norte dos Estados Unidos. No cultivo da linhaca marrom sdo

utilizados agrotoxicos, enquanto a dourada ¢ cultivada de forma organica (CAMPOS, 2007).

Figura 2 — Grio de linhaca marrom e grio de linhaca dourada.
Fonte: www.images.google.com.br.
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2.1.2 Linhaca como alimento funcional

Iniimeras sdo as defini¢des de alimento funcional. Segundo Moraes; Colla (2006), “os
alimentos funcionais devem estar na forma de alimento comum, serem consumidos como
parte da dieta e produzir beneficios especificos a saude, tais como a redugdo do risco de
diversas doencas e a manuten¢do do bem-estar fisico e mental”. No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou os alimentos funcionais por meio
das Resolugdes 18/99 e 19/99. Entre os pontos abordados, destaca-se que nenhum alimento
comercializado possa fazer referéncia a cura ou a prevencdo de doengas, sendo aceitos
somente os termos “redugdo de risco” e “beneficios a satide” (BRASIL, 1999a; BRASIL,
1999b).

A agdo da linhaca como alimento funcional ha tempos vem sendo investigada.
Contudo, ¢ importante salientar que a alegacdo de propriedade funcional deve ser embasada
cientificamente. E, nesses termos, a linhaca pode ser classificada, sim, como alimento
funcional, uma vez que had comprovagdes cientificas de seus beneficios a saude
(ROBERFROID, 2002). Além disso, o grao foi eleito pelo National Cancer Institute (NCI)
como uma das seis principais plantas e/ou sementes a serem estudadas, tendo em vista o
interesse na protecdo ao cancer (OOMAH; MAZZA, 2000). Ja no Brasil, os cadernos
didaticos do Ensino de Jovens e Adultos (EJA), por exemplo, trazem, entre seus textos, um
intitulado “Semente de linhaca na alimentacdo natural”, com o objetivo de introduzir o
conceito de alimento funcional ¢ de fazer com que os alunos conhegam os beneficios
potenciais da linhaga a saide (MAZZEU; DEMARCO; KALIL, 2007).

Entre os varios constituintes da linhaca, destacam-se os 4cidos graxos poliinsaturados
a-linolénico (ALA), que compdem cerca de 20% do peso do grdo, e em menor quantidade o
acido linoléico (AL), com aproximadamente 6g% (USDA, 2007). O ALA e o AL sdo
considerados 4cidos graxos essenciais e precursores dos demais acidos das familias n-3 e n-6,
respectivamente. O ALA, entre suas diversas funcgdes bioldgicas, ¢ usado como fonte
energética ¢ matéria-prima do tecido nervoso e¢ de substincias que regulam a pressdo
arterial/freqiiéncia cardiaca, a coagula¢do, a dilatacdo vascular e a lipolise (YOUDIM;
MARTIN; JOSEPH, 2000; MARTIN et al., 2006). As fungdes biologicas dos acidos graxos
da familia n-3 sd3o mostradas no Quadro 1.

Tanto o ALA como o AL podem ser convertidos nos acidos eicosapentaendico (EPA,
20:5n-3) e docosahexaenodico (DHA, 22:6n-3), que por sua vez sao transformados em

prostaglandinas e leucotrienos, com atividades imunomoduladoras. Esses processos sdo
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mediados pelas enzimas elongases e dessaturases. Como as mesmas enzimas fazem as
conversdes tanto de ALA como de AL, tem-se como resultado uma competi¢gdo metabodlica
entre os dois grupos (WIESENFELD et al., 2003). O acido linoléico pode ainda ser
metabolizado em acidos gama-linolénico e araquidénico (YOSHIARA, 2007).

Efeitos biologicos atribuidos aos acidos graxos n-3

Modulag¢ao da sintese e metabolismo dos eicosandides derivados do ac. araquiddnico
Redugdo na produgado de leucotrienos

Reserva como precursor para a sintese de lipidios cerebrais
Alivio de sintomas clinicos neurologicos

Protecdo contra doengas cardiovasculares e infarto do miocardio
Controle da pressdo arterial

Diminui¢do dos niveis de colesterol e trigliceridios séricos
Redugdo da mortalidade por cancer

Possiveis efeitos antitrombogénicos e antiarritmicos

Inibi¢ao da proliferagao de linfocitos

Diminui¢ao no crescimento de tumores

Atividades antiparasiticas e antimalaricas

Essencial para o desenvolvimento neuroldgico 6timo em seres humanos

Quadro 1 — Efeitos biolégicos do n-3 citados na literatura.
Fonte: Adaptado de Oomah; Mazza, 2000.

O consumo excessivo de n-6 e a alta relagio n-6:n-3 podem favorecer o
desenvolvimento de quadros patologicos, tais como doencas cardiovasculares, canceres,
doengas auto-imunes e doengas inflamatdrias, enquanto o aumento da ingestdo de n-3 e
conseqiiente reducdo de n-6:n3 exercem o efeito oposto (SIMOPOULOS, 2008a). As
conseqiiéncias negativas relacionadas ao alto consumo de n-6 sdo devidas a producdo
excessiva de acido araquidonico e seus produtos eicosanoides, assim como pela diminuicdo na
producdo de EPA e de DHA provenientes do acido a-linolénico (TARPILA; WENNBERG;
TARPILA, 2005). Em comparagao a essas condig¢des, a dieta ocidental possui, atualmente,
relacdo eclevada de n-6:n-3, com 15:1, 16,7:1. Razdes menores t€m sido relacionadas a

melhorias da qualidade de vida: 4:1 foi associada com reducdo de 70% nas mortes por
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doencas cardiovasculares, 2,5:1 reduziu a proliferacdo de células cancerosas em pacientes
com neoplasia colorretal, 2-3:1 diminuiu a inflamacao em pacientes com artrite reumatoide, e
uma relacdo 5:1 foi benéfica para asmaticos. Uma razdo n-6:n-3 6tima varia de individuo para
individuo e de acordo com o seu quadro de saude (YOSHIARA, 2007; SIMOUPOLOS
2008b).

Com base na forte relacdo entre alimentagdo e doengas cronico-degenerativas ndo
transmissiveis, o conteido dos alimentos vem sendo intensamente investigado por cientistas
em todo o mundo. Nao ¢ de hoje, porém, que o tema tem sido alvo de pesquisa. Estudos para
determinar os efeitos do colesterol no sangue datam de 1950 e ja mostravam que dietas com
diferentes teores e fontes lipidicas podem modular os niveis plasmaticos de colesterol,
dependendo da composicao dos acidos graxos ingeridos (CHANG et al., 2004).

Cintra et al. (2006) avaliaram os efeitos de dietas ricas em 4cidos graxos
monoinsaturados (provenientes do amendoim), em acidos graxos poliinsaturados (compostas
por linhaga ou truta) e em acidos graxos saturados (com pele de galinha) no perfil lipidico de
ratos. A dieta contendo linhaga foi considerada a mais eficiente para diminuir o colesterol
total e os niveis de ftrigliceridios séricos bem como para manter integro o parénquima
hepatico. Além disso, houve maior liberagdo de lipidios pelas fezes nos animais que
receberam a ragdo rica no grdo, assim como menor deposicdo hepatica de gordura se
comparado aos outros tratamentos. Os autores atribuiram os resultados ao grande conteudo de
n-3, a presenca de lignanas e de fibra solivel na linhaca.

Vijaimohan et al. (2006), por sua vez, observaram que ratos recebendo dleo de linhaca
via oral (1g/kg peso) por 60 dias ndo apresentaram alteragdes histoldgicas no tecido hepatico,
com reduzida deposicdo de gordura nos hepatdcitos. J& Collins et al. (2003) verificaram a
diminuicdo na relacdo figado/peso corporal em ratas recém desmamadas alimentadas com
linhaca. O ALA aumenta a secrecdo de colesterol na bile, conduzindo a deplecdo do pool
intra-hepatico de colesterol, conseqiientemente aumentando a sintese e o turnover de
colesterol (MORISE et al., 2004). Além disso, 0 ALA reduz o aciimulo hepatico de lipidios
por estimular a B-oxidagao, inibindo a sintese de acidos graxos ¢ de trigliceridios (MURASE
et al., 2005; CINTRA el al., 2006). Bhathena et al. (2003) avaliaram o consumo de farinha de
linhaca e proteina de soja em ratos obesos, constatando maior diminui¢cdo do trigliceridio
sérico nos animais alimentados com a farinha.

O decréscimo do colesterol plasmatico pela administragdo do 6leo de linhaca ¢
relacionado com a diminui¢do do colesterol livre, do colesterol esterificado, assim como com

a menor relagdo n-6:n-3 (WIESENFELD et al., 2003; CINTRA et al, 2006). Em adi¢@o ao
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efeito hipocolesterolémico, a linhaca pode atuar diretamente sobre as paredes de vasos e
artérias, prevenindo a ateriosclerose. Afinal, o efeito hipocolesterolémico da linhaga tem
importantes implicagdes terapéuticas em pacientes dislipidémicos, sendo que estudos em
humanos tém mostrado que o consumo de 40 a 50g/dia reduz o colesterol sérico entre 5 € 9%
(BHATHENA et al., 2003; LUCAS et al., 2004).

Neto et al. (2007) analisaram as possiveis modificagdes na populagdo de mastdcitos
(célula do tecido conjuntivo responsavel pelo inicio da reacdo inflamatodria e cronificagdo do
processo) de ratos com colite experimental alimentados com diferentes emulsdes lipidicas,
com o6leo de linhaga, 6leo de soja e dleo de canola. Apesar do nimero médio de mastdcitos
ndo apresentar diferenca estatistica significativa entre os tratamentos (p>0,05), a redugdo no
nimero médio dessas células nos grupos alimentados com 6leo de linhaca e dleo de canola foi
clinicamente relevante, havendo a possibilidade de obter-se modulacdo mais efetiva da
inflamacdo com emulsdes lipidicas desses 6leos.

As evidéncias mostradas apontam a necessidade urgente de equilibrar o consumo de
acidos graxos das familias n-6 e n-3, buscando alternativas para a modificacdo do perfil
lipidico dos alimentos industrializados, reduzindo os riscos a satide da populagdo. Nao basta,
no entanto, aumentar o contetdo de ALA ou outros acidos graxos n-3 nos alimentos: ¢é

necessario garantir que eles se mantenham disponiveis até o0 momento do consumo.

2.1.3 Fatores antinutricionais

As controvérsias a respeito dos beneficios da linhaga se ddo, em parte, por sua
complexa natureza. O grao de linhaca contém nutrientes, ndo-nutrientes e antinutrientes. Os
nutrientes e ndo-nutrientes podem ter efeitos benéficos e/ou adversos, dependendo da dose e
do tempo de exposi¢do. Na linhaga estd presente a linatina, uma substancia que se liga a
vitamina Bg, impedindo sua absor¢do e levando a deficiéncia da vitamina. Outros
antinutrientes sdo a linustatina, uma substincia cianogénica, ¢ o acido fitico, considerado
antagonista a absor¢@o de minerais como zinco e calcio (WIESENFIELD et al., 2003). Essas
substancias, no entanto, nao sao consideradas prejudiciais a satide por estarem presentes em
pequenas dosagens. Além disso, o tratamento térmico elimina os compostos cianog€nicos
(Oomah, 1992 apud BOMBO, 2006).

Segundo a USDA (2007), de 1 a 12% de linhaca podem ser consumidos diariamente

sem riscos a saude.
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2.1.4 Derivados da linhaca

O grao de linhaga pode ser consumido in natura, inteiro ou moido, e acrescentado
diretamente sobre alimentos tais como as frutas, o leite ou o iogurte. Também pode ser
utilizado como ingrediente na preparagdo de bolos, paes, biscoitos, feijdo, barras de cereal e
produtos carneos (VILLARROEL; PINO; HAZBUN, 2006; BOMBO, 2006). Além dessas
alternativas, ha ainda produtos derivados da linhaga, como por exemplo, 6leo, farelo e goma.

Em um estudo realizado por Faintuch et al. (2006), 30 g/dia de farelo de linhaca
dourada foram administradas, com igual oferta placebo de farinha de mandioca, durante duas
semanas, em um grupo de pacientes obesos candidatos a cirurgia bariatrica (n = 40) no
Hospital de Clinicas de Sao Paulo. O peso corporal e os indices bioquimicos dos individuos
que receberam o farelo de linhaga permaneceram estaveis, entretanto houve reducdo
significativa das proteinas de fase aguda (proteina C reativa e seroamildide). E comum em
pacientes obesos os valores das proteinas de fase aguda estarem acima dos valores
considerados padrdo, com conseqiiéncias metabolicas e cardiovasculares ndo desejaveis, tais
como inflamag¢ao endotelial e posterior arteriosclerose.

J4 a goma, substancia viscosa facilmente extraida do grdo, possui boa capacidade de
reten¢do hidrica, podendo ser usada como substituta da goma ardbica em diversas preparagoes
(CHEN; XU; WANG, 2006) ¢ como substituta do ovo na alimentacdo de individuos
vegetarianos (BOMBO, 2006).

O grdo de linhaga tem aproximadamente 40% do seu peso composto por dleo e sua
extracdo ¢ feita geralmente a frio. Ao contrario da maioria dos 6leos vegetais que sdo boas
fontes de n-6 (acido linoléico), o oleo de linhaca € rico em n-3, entre os quais se destaca o
ALA (CHOO; BIRCH; DUFOUR, 2007). O 6leo de linhaga via oral também tem sido
estudado como forma alternativa do tratamento do olho seco em pacientes portadores da
Sindrome de Sjogren, por diminuir a inflamacdo da superficie ocular (PINHEIRO JR. et al.,
2007).

2.1.5 Estudos com linhaga e derivados em animais

Virios estudos tém sido realizados com animais alimentados com linhaga, geralmente

com o intuito de modificar a composi¢ao de acidos graxos da carcaca ou de produtos deles

oriundos, tais como leite € ovos, assim como para analisar as propriedades funcionais do
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linho. Experimentos com racdes suplementadas com linhaga t€m sido realizados nas mais
diversas espécies, entre as quais coelhos, peixes, galinhas e ruminantes.

Weber et al. ([200-]) alimentaram coelhos com dieta hipercolesterolémica
suplementada com linhaga (controle, 10% linhaga, 0,5% colesterol e 0,5% colesterol + 10%
linhaca) e ap6s 8 semanas procederam ao sacrificio e a dissecacdo da artéria aorta dos
animais. Tendo em vista que o relaxamento vascular ¢ prejudicado pelo excesso de colesterol
ingerido, que causa lesdo endotelial e conseqiiente defeito da capacidade de vasodilatagdo, os
autores observaram, no experimento, que esse mecanismo foi amenizado com a
suplementagdo de linhaca na ragdo dos coelhos hipercolesterolémicos.

Pita et al. (2004) mostraram que galinhas alimentadas com 20% de semente de linhaca
tiveram uma piora na conversdao alimentar, apresentando redu¢do no peso, na produ¢do, na
espessura da casca e no peso da casca do ovo. Em um estudo posterior, no entanto, Pita et al.
(2006) analisaram a influéncia de diferentes fontes de acidos graxos insaturados e da
suplementagdo de vitamina E (6% o0leo de canola, 20% de linhaca moida ou 3% de o6leo de
canola + 10% de linhaga moida, com diferentes quantidades de vitamina E) sobre os acidos
graxos da gema de ovos de 288 poedeiras Babcock. A dieta com 20% de linhaca resultou em
teores mais elevados de acidos graxos poliinsaturados (principalmente ALA e EPA), além de
diminuir o acido araquiddnico. A vitamina E, por sua vez, diminuiu a incorporacdo de acidos
graxos saturados na gema.

Em um outro experimento, cordeiros Santa In€s puros ¢ Y2 Dorset 2 Santa Inés (n =
24) foram divididos em quatro grupos e alimentados com dietas isoprotéicas e isoenergéticas,
contendo diferentes fontes de 6leo vegetal (6leo de soja, 6leo de canola e 6leo de linhaga) e
uma dieta controle (sem adig¢do de oleo vegetal). Os animais foram abatidos ao atingirem 30
kg, sendo avaliado o rendimento dos cortes e dos ndo-componentes das carcacas (sistema
digestivo, pele, sangue, cabega, patas, cauda, pulmdes, traquéia, figado, coragdo, rins,
gorduras omental, mesentérica, renal e pélvica, baco, aparelho reprodutor, bexiga). As
porcentagens dos cortes ndo apresentaram diferencas (p>0,05) em relagdo as dietas e aos
grupos genéticos estudados (YAMAMOTO et al., 2004). Em contrapartida, Zhang; Mustaf3;
Zhao (2006) analisaram o leite e o queijo produzidos a partir de 120 ovelhas (Suffolk % East
Friesian) alimentadas com ragdes suplementadas com 0, 9, 18 ¢ 26% de linhaga, concluindo
que as concentragdes de acido linoléico conjugado (CLA) e de ALA aumentaram linearmente
com a suplementagao de linhaga. Os efeitos encontrados no leite se mantiveram nos queijos.

Ja para a nutricdo de peixes cultivados utiliza-se na racdo o o6leo de peixe marinho

como fonte de acidos graxos essenciais, porém com a estagnagdo dos recursos pesqueiros, seu
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custo elevado tem incentivado a procura por fontes alternativas para este ingrediente, como os
oleos vegetais de linhaga e canola (SOUZA; ANIDO; TOGNON, 2007). Tilapias receberam
cinco tratamentos com Oleo de linhaca, em diferentes quantidades, com o objetivo de
investigar o efeito dessas ragdes no teor de colesterol e na composi¢do centesimal dos filés
dos peixes. Os niveis de colesterol ficaram préximos a outras espécies de peixes, ndo havendo

diferenca significativa entre os tratamentos (VISENTAINER et al., 2005).

2.1.6 Tratamento térmico

Um ponto discutido por profissionais e pesquisadores da area de alimentos trata do
aquecimento do grao e do 6leo de linhaca e de sua relacdo com a alteragdo do perfil lipidico,
resultante principalmente da oxidacdo dos dcidos graxos com varias insaturagdes. A questao
em pauta ¢ se as temperaturas elevadas durante o forneamento ou fritura de produtos contendo
linhac¢a diminuem, mantém ou aumentam as propriedades funcionais do alimento. Isso porque
0 ALA e o AL sdo sensiveis a luz, ao aquecimento e a presenca de oxigénio. Os 4cidos graxos
sofrem termooxidacdo quando expostos a temperaturas entre 120°C e 270°C, razdo pela qual a
extracdo do oleo geralmente ocorre a frio. A velocidade de oxidacdo depende do grau de
insaturacdo do 4cido graxo: quanto maior o numero de duplas ligagdes, maior a
suscetibilidade a reacdo. Podem ocorrer mudangas quimicas na fragdo lipidica oriundas do
processo oxidativo, com a produ¢@o de substincias indesejaveis (tais como peroxidos, radicais
livres ¢ mudangas na configuragdo cis-trans), assim como reagdes com outros constituintes
dos alimentos. Na tentativa de se manter estavel o teor de acidos graxos poliinsaturados, os
processos envolvendo temperatura, luz e oxigénio devem ser minimizados o quanto for
possivel (WONG, 1995; ZHENG et al., 2005; VARLET et al., 2007).

Para verificar qual o melhor método de cocgdo no preparo de alimentos e assegurar o
consumo de n-3, Yoshiara (2007) analisou filés de tildpias do Nilo (Oreochromis nilocitus)
alimentadas por 45 dias com racdo peletizada suplementada com o6leo de linhacga. Entre as
amostras, preparadas no cozimento em Aagua, fritura por imersdo, assado em forno
convencional e em forno de microondas, observou-se um aumento no teor de lipidios quando
comparados os crus com os tratados em base seca, provavelmente pela maior extracdo de
lipidios das amostras tratadas. O método de coccdo considerado mais indicado para o
consumo de alimentos com n-3 foi o assado em forno de microondas, pois apresentou maior

destruicdo de n-6 e aumentou os teores de n-3.
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Yoshida et al. (2006) estudaram o efeito da tostagem em microondas sobre a
estabilidade oxidativa em sementes de abobora (Curcubita sp.). As sementes foram
submetidas a uma freqii€ncia de 2450MHz (poténcia maxima) por 6, 12, 20 e 30 minutos e as
diferencas significativas nos teores de acidos graxos foram observadas apenas apds 20
minutos de tostagem. Em poucos casos, a irradiacdo por 12 minutos causou alteragdo nos
teores de acidos graxos poliinsaturados.

Uma caracteristica importante e ainda controversa do grao de linhaca ¢ a estabilidade
ao longo do tempo. Aguiar et al. (2007) avaliaram o comportamento da por¢do lipidica na
linhaga moida estocada a temperatura ambiente e sob refrigeragdo, nos tempos 0, 30, 60 ¢ 90
dias, ndo havendo formacdo de perdxidos ou alteracdo significativa nas concentragdes de
ALA e AL. J4 Cammerer; Kroh (2009), avaliando a influéncia da torrefacdo em graos de
linhagca e em amendoim, concluiram que as altas temperaturas favorecem o inicio dos

processos de rancificagdo na linhaga.
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RESUMO

Objetivo: Verificar as possiveis atividades bioldgicas, em ratos recém desmamados, causadas
pelo consumo diario de linhaca em diferentes condi¢des de preparo.

Métodos: Ratos wistar machos (n=32) com 21 dias, divididos em 4 tratamentos: racdo padrao
(P); ragdo com grao de linhaga cru (16%) e o6leo de linhaca (LC); racdo com grdo de linhaca
assado (16%) e 6leo de linhaga (LA); e ragcdo com o6leo de linhaca (OL). As cobaias foram
pesadas a cada trés dias e, apos 23 dias de periodo experimental, foram sacrificadas por
puncdo cardiaca. O soro foi utilizado para realizagdo dos exames bioquimicos, e os 6rgaos
foram pesados. As fezes foram coletadas para analise dos teores de umidade, lipidio excretado
e lipidio absorvido.

Resultados: Ganho de peso total, consumo e coeficiente de eficacia alimentar ndo
apresentaram diferenca estatistica entre os grupos. A excre¢do diaria, o teor de umidade das
fezes, a quantidade de lipidio fecal e de lipidio absorvido foram maiores nos grupos LC e LA,
sendo as fezes compostas por mais quantidades de agua e de lipidio. Todos os grupos tiveram
o peso do figado menor do que o controle (P). Com excecdo do HDL colesterol, todos os
parametros bioquimicos avaliados apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos.
Conclusdo: O consumo de linhaca, seja como grdo cru, assado ou 6leo, possui atividade
bioldgica positiva em ratos, destacando-se como hipotrigliceridémica, hipocolesterolémica,
hipoglicémica e por aumentar o bolo fecal. Pode-se inferir que parte do 4cido alfa-linolénico
permanece no alimento e € absorvido pelo organismo.

Palavras-chave: linhaca, ratos, acido alfa-linolénico.

ABSTRACT

Objective: Verify the possible biological activities in newly weaned rats, caused by the intake

of flaxseed in different conditions of preparation.
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Methods: Wistar male rats (n=32) with 21 days, divided into 4 treatments: standard diet (P);
diet with raw flaxseed (16%) and flaxseed oil (LC); diet with roasted flaxseed (16%) and
flaxseed oil (LA), and diet with flaxseed oil (OL). The animals were weighed every three days
and, after 23 days of the trial period, were killed by heart puncture. The serum was used for
carrying out the biochemical tests, and the organs were weighed. The faeces were collected
for moisture, absorcion lipid and excretion lipid analyses.

Results: Total body weight gain, consumption and food efficiency coefficient didn’t show
statistical difference between the groups. The daily excretion, the facces moisture, the amount
of fecal lipid and lipid absorbed were higher in groups LC and LA, and the faeces are more
quantities of water and lipid. All groups had the liver weight less than the control (P). With
the exception of HDL cholesterol, all biochemical parameters evaluated showed differences
between treatments.

Conclusion: The flaxseed intake, either as raw grain, roasted grain or oil, have positive
biological activity in rats, such as decreasing trygliceride, cholesterol and blood glucose levels
and increasing the fecal bulk. One can infer that the alpha-linolenic acid remains in the food
and it is absorbed by the organism.

Keywords: flaxseed, rats, alpha-linolenic acid.

INTRODUCAO

Linum usitatissimum L., popularmente conhecida como linhaga ou linho, ¢ uma planta
cuja altura varia entre 30 e 130 cm e cujos talos sdo eretos e as folhas, estreitas. Pertencente a
familia das Lindceas, a linhaga ¢ originaria da Asia, possivelmente do Caucaso'. Da casca da
planta ¢ retirada a fibra do linho, matéria-prima para a fabricacao de tecidos, ¢ da capsula se
obtém a semente. Apesar de usada ha milénios na alimentagao humana, a maior parte do seu

., . NPT . . ~ 103
cultivo ¢ destinada as industrias de 6leo para tintura e para ra¢ao animal”™.
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O grao de linhaga € rico nos acidos graxos poliinsaturados a-linolénico (ALA, 18:3n-
3) e, em menor quantidade, linoléico (AL, 18:2n-6). O ALA e o AL podem ser convertidos
em acido eicosapentaenodico (EPA, 20:5n-3) e docosahexaenodico (DHA, 22:6n-3) os quais,
por sua vez, sdo transformados em prostaglandinas e leucotrienos, com atividades
imunomoduladoras. Além disso, o ALA constitui-se como fonte energética e matéria-prima
do tecido nervoso bem como de substancias que regulam a pressdo arterial/freqiiéncia
cardiaca, a coagulacdo, a dilatagdo vascular e a 1ipélise4'5. Do mesmo modo, estudos
correlacionam o contetdo cerebral de DHA com a capacidade de aprendizagem, com o nivel
de inteligéncia e com o desenvolvimento neuroldgico de recém-nascidos e criangas’.

Segundo Oomah & Mazza’, outros acidos graxos que constituem a porgdo lipidica da
linhaga sdo os acidos palmitico (16:0), estearico (18:0) e oléico (18:1n-9). A linhaga também
contém proteina vegetal (com alta concentragdo dos aminoacidos metionina e cisteina),
lignanas (fitoestrogenos com propriedades anticarcinogénicas, antioxidantes e relacionados
positivamente aos sintomas da menopausa e ao cancer de mama), fibras alimentares (com boa
proporgdo entre fibra soluvel e insoluvel), goma ou mucilagem (de grande interesse na
tecnologia de alimentos), d4cidos fendlicos (antioxidantes, antimicrobianos e
anticancerigenos), flavonodides (inibidores da peroxidacdo lipidica, da agregacao plaquetaria,
da permeabilidade capilar e da atividade de determinados sistemas enzimaticos, como a
lipoxigenase), acido fitico (principal forma de armazenamento de fosfato das plantas),
vitaminas (Bj, By, C, E, caroteno) e minerais (ferro, zinco, potassio, magnésio, fosforo,
calcio). Embora em quantidades menores do que os acidos graxos, essas substancias também
sdo consideradas importantes devido aos efeitos benéficos a saude, reforcando as
propriedades funcionais da linhaga™"”. Segundo a USDA', 1 a 12% de linhaca pode ser

usada como ingrediente na alimentagdo, sem riscos a saude.
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O grao de linhaga pode ser consumido in natura, inteiro ou moido, e acrescentado
diretamente sobre alimentos tais como as frutas, o leite ou o iogurte. Também pode ser
utilizado como ingrediente na preparagdo de bolos, paes, biscoitos, sobremesas, feijdo e
produtos carneos™'! e, além dessas alternativas, ha ainda produtos derivados da linhaga, como
por exemplo, farelo, goma e 6leo. O grao de linhaca tem aproximadamente 40% do seu peso
composto por 0leo e sua extragdo ¢ feita a quente ou a frio. Ao contrario da maioria dos 6leos
vegetais que sdo boas fontes de AL, o 6leo de linhaga ¢é rico em 4cido a-linolénico'?, no
entanto, apesar de presente em grande quantidade, o ALA ¢ facilmente oxidavel, o que causa
deterioragdo e perda de qualidade.

Um ponto discutido por profissionais e pesquisadores da area de alimentos trata do
aquecimento e da moagem do grao de linhaca e sua relagdo com a oxidacdo dos acidos graxos
poliinsaturados. A questdo que se coloca ¢é se as temperaturas elevadas durante o forneamento
ou fritura de produtos contendo linhaga diminuem, mant€ém ou aumentam as propriedades
funcionais do alimento. O ALA ¢ sensivel a luz, ao aquecimento e a presenca de oxigénio, por
isso a extra¢do do 6leo geralmente ocorre a frio. Na tentativa de se manter estavel o teor de
acidos graxos poliinsaturados, os processos envolvendo temperatura devem ser minimizados o
quanto for possivel”'®. Tendo em vista as propriedades funcionais da linhaga e as
modificacdes que podem ocorrer em seus constituintes durante o processamento, este trabalho
teve como objetivo verificar as possiveis atividades bioldgicas, em ratos recém desmamados,

causadas pelo consumo diario de linhaca em diferentes condi¢des de preparo.
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MATERIAL E METODOS
Graos e 6leo de linhaca

O gréo e o 6leo de linhaga foram fornecidos pela empresa Cisbra, de Panambi — RS, e
ambos pertenciam a lotes unicos. O o6leo extraido a frio foi embalado e armazenado em
frascos plasticos proprios para 6leos vegetais. A linhaca em graos foi utilizada triturada crua e
assada, a qual sofreu tratamento térmico em forno elétrico a 180°C, por 40 minutos (em forno

pré-aquecido por 5 minutos a 180°C), antes da moagem.

Analises quimicas

As andlises de umidade, cinzas, proteina bruta e fibra alimentar do grdo cru foram
realizadas de acordo com as técnicas descritas pela AOAC". O teor lipidico foi obtido a partir
do método de Soxhlet, usando-se éter de petroleo’®. O teor de carboidratos, por sua vez, foi
determinado por diferenca. Ja o teor de lipidios do 6leo foi obtido por diferenga do contetido
de umidade ap6s 12 horas em estufa a 105°C. As andlises foram realizadas em triplicata, nos
laboratorios do Departamento de Tecnologia e Ciéncia de Alimentos - DTCA e no Nucleo
Integrado de Desenvolvimento em Analises Laboratoriais - NIDAL, ambos na Universidade

Federal de Santa Maria (UFSM).

Tratamentos

Além da ragdo padrao elaborada conforme as recomendacdes do American Institute of
Nutrition — AIN', foram produzidas outras trés dietas com substituicio parcial dos
ingredientes 6leo de soja, celulose microcristalina e caseina por grao e/ou o6leo de linhaga,
equilibrando os macronutrientes e o valor energético em todos os tratamentos (Tabela 1).

Ajustou-se o contetido calérico das dietas pela variagio na quantidade de amido de milho'®.
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Os tratamentos foram divididos em: ragdo padréo (P); ragdo com linhaga crua (16%) e 6leo de
linhaga (LC); racdo com linhaga assada (16%) e 6leo de linhaca (LA); e racdo com o6leo de
linhaca (OL). A quantidade de linhaga utilizada foi de 16% para ndo extrapolar as quantidades
de fibras e proteinas das dietas suplementadas com o grao, e o 6leo de linhaga foi adicionado
para se alcangar o equilibrio lipidico entre os tratamentos.

Os ingredientes da racdo foram peneirados trés vezes para que as dietas ficassem
homogéneas e com a mesma granulometria. Apesar de conterem antioxidante (TBHQ), as
racdes foram preparadas semanalmente, divididas em pacotes de lkg e conservadas sob
refrigeragdo, com o intuito de minimizar a oxidagdo lipidica dos 4cidos graxos

poliinsaturados.

Animais e protocolo experimental

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem-Estar Animal da UFSM,
sob o Processo n°23081.000890/2008-68. Os grupos foram compostos por 8 ratos machos da
linhagem Wistar, totalizando 32 animais, recém desmamados, com 21 dias de idade, peso
médio de 67,75 £ 4,93g, procedentes do Biotério da UFSM, distribuidos aleatoriamente. Os
animais foram alojados em gaiolas metabdlicas individuais equipadas com bebedouro,
comedouro e bandeja para coleta de fezes, em sala climatizada (20 + 2°C) e ciclos de 12h
luz/12h escuro.

O experimento teve duracgao total de 28 dias, cujos cinco primeiros foram de adaptagao
as dietas. No periodo experimental (23 dias), os ratos receberam ragao e agua ab libitum. Do
6° ao 28° dias, foram determinadas a quantidade de ra¢do consumida (diferenca entre o
ofertado e as sobras) e a quantidade de fezes excretadas. As amostras foram coletadas a fim de

determinar fezes imidas totais (PFU), fezes secas totais (PFS), umidade (UF), teor de lipidio
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fecal e teor de lipidio absorvido. O peso corporal dos animais foi registrado no inicio do
experimento e a cada 3 dias, até o sacrificio.

Ao final do experimento, os animais ficaram 12 horas em jejum, sendo pesados,
anestesiados com éter etilico e sacrificados por puncdo cardiaca. O sangue foi coletado em
tubos de ensaio e centrifugado, de modo que o soro foi separado e armazenado sob
refrigeracdo para realizacdo posterior das analises. O sangue para a analise da glicemia foi
colocado em tubo de ensaio contendo anticoagulante glicose, e, depois de centrifugado, teve o
plasma coletado em eppendorf e refrigerado. Os rins, o figado e a gordura epipidimal foram
retirados e pesados.

A determinagdo da excrecdo lipidica foi realizada pelo método de Soxklet, nas fezes
secas'’. As fezes foram secas em estufa com circulagio de ar a 65°C, por 48h e
posteriormente resfriadas, pesadas e trituradas. Ja o coeficiente de eficdcia alimentar (CEA)
foi obtido a partir da relagdo entre ganho de peso total do animal (g) e consumo total de racao
()"

Os niveis de colesterol total (CT), HDL colesterol (HDLc), trigliceridios (TG) e
proteinas totais (PTN totais) foram determinados no soro, ¢ a glicemia em jejum foi
quantificada no plasma. Foram usados métodos enzimatico-colorimétricos, via o emprego de

kits Doles® e de posterior leitura em espectrofotdmetro.

Analise estatistica

Para a analise dos dados foi utilizado o programa estatistico Statistical Analyses
System (SAS) 9.1.3. 21 Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) ¢ as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan, com alfa de 0,05 2 0s

resultados sdo apresentados como média + desvio padrio.
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RESULTADOS

A partir da analise quimica, determinou-se os teores de umidade, cinzas, proteina
bruta, lipidio, fibra alimentar total e carboidrato presentes no grao de linhaca in natura, assim
como o teor de umidade e quantidade de lipidio no 6leo (Tabela 2). Os valores encontrados
serviram de base para o calculo e formulagio das ragdes. E possivel observar que a
composicdo centesimal da linhaga usada neste estudo ¢ semelhante aos valores encontrados
por outros autores, principalmente quando equiparada a composicao da Tabela Brasileira de
Composigdo de Alimentos — TACO™. O valor de carboidrato, que inclui a fibra alimentar

total, foi o que apresentou maior discrepancia.

O ganho de peso total, o consumo diario e o CEA ndo mostraram diferenca estatistica
entre os 4 grupos. A excre¢do didria, no entanto, foi significativamente (p=0,001) maior nos
ratos consumindo as ragdes com o grao de linhaca (LC e LA) em comparagdo aos grupos P e
OL (Tabela 3). E importante ressaltar que todos receberam a mesma quantidade de fibras
alimentares e agua ab libitum. Em relacdo ao peso dos o6rgdos (g de orgao/100g de peso
corporal), os quatro tratamentos apresentaram semelhancas entre os rins e a gordura
epididimal. Quando comparado o peso do figado, porém, houve diferenca significativa
(p=0,1204) entre os tratamentos: todos os grupos (LC, LA e OL) tiveram o peso do figado
menor do que o controle sem linhaga (P); os ratos recebendo o6leo de linhaga tiveram os
figados de menor peso (Tabela 3).

Os dados referentes a producdo fecal podem ser observados na Tabela 4. A produgao
de fezes imidas totais, o teor de umidade das fezes, a quantidade de lipidio fecal e de lipidio
absorvido apresentaram as mesmas caracteristicas; em todos os parametros citados, os grupos
LC e LA foram semelhantes estatisticamente, diferindo dos grupos P ¢ OL, que também
foram semelhantes entre si. A excre¢ao nos grupos LC e LA foi visivelmente maior que os

demais, sendo as fezes compostas por maiores quantidades de agua e de lipidio. A absorcao
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de lipidios, conseqiientemente, foi maior nos tratamentos sem o grao de linhaga (P e OL). A
produgdo de fezes secas totais no grupo OL mostrou-se semelhante ao controle (P) e ao LC,
enquanto os tratamentos P, LA e LC tiveram diferencas significativas entre si (p=0,0001).
Quanto aos parametros bioquimicos avaliados, glicemia, trigliceridios (TG), colesterol
total (CT), HDL colesterol (HDLc) e proteinas totais, observa-se na Tabela 5 que os mesmos
apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos, com excecdo do HDLc. A glicemia em
jejum dos animais foi maior no grupo P e menor no grupo LC. Os valores de TG dos grupos
LC e OL foram menores quando comparados aos grupos LA ¢ P. O CT e as proteinas totais
foram menores em todos os tratamentos em relacdo ao controle (p=0,041 e p=0,0183,

respectivamente).

DISCUSSAO

O ganho de peso, o consumo didrio e o CEA dos ratos recebendo linhaca em grao ou
em oleo foram semelhantes ao grupo padrdo. Alguns trabalhos divergem desse resultado, com
valores de peso corporal menor nos animais suplementados com linhaca, como Pita et al.>*,
que mostrou que galinhas alimentadas com 20% de semente de linhaga tiveram uma piora na
conversao alimentar, apresentando redugdo no peso dos ovos. Contudo, ¢ importante salientar
que a idade, a espécie e as condigOes gerais de saide das cobaias, bem como as condi¢des na
qual o estudo foi desenvolvido (temperatura ¢ umidade relativa do ar, por exemplo) podem
ocasionar resultados diferenciados.

A excrecdo diaria foi superior nos ratos que consumiram o grao de linhaga (LC e LA).
A diferenca nas fezes foi perceptivel visualmente, tanto em relacdo ao volume excretado
quanto pela coloragdo: os animais que receberam ragdo com a linhaga em grao apresentavam
fezes verde-escuras, ja os ratos dos tratamentos P e OL tinham fezes marrom-claras. A

quantidade de lipidio excretado, também significativamente maior nos grupos LC e LA, pode
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ser a causa para as diferentes coloragdes, ja que o lipidio presente na linhaga ¢é pigmentadolz.
Cintra et al."”, comparando uma dieta que contém linhaga com dietas compostas de outras
fontes lipidicas, observaram alta excrecdo fecal de lipidio nos ratos alimentados com o grio,
em relacdo aos demais tratamentos. A maior excrecdo lipidica nos grupos que consumiram o
grdo pode ser justificada pela menor disponibilidade dos lipidios, ja que na linhaca, mesmo
moida, parte do 6leo provavelmente esti preso em estruturas teciduais’, ndo sendo liberado
para digestdo e absorgao.

A linhaga em grio mostrou-se mais eficaz na reteng¢ao hidrica, com maior peso umido
e teor de umidade nas fezes. Tanto a linhaca como a celulose microcristalina possuem
capacidade de reter 4gua e, com isso, de aumentar o volume fecal”>. O grdo de linhaca contém
fibra insoluvel e solivel. A fibra insoltivel aumenta o volume das fezes pela sua propria massa
e também pela agua que mantém ligada ou adsorvida, sendo benéfica no tratamento da
constipacao, da sindrome do intestino irritivel ¢ da doenga diverticular®®. Por outro lado,
sabe-se que as fibras soluveis sdo em parte fermentadas pelas bactérias do coélon. Quando a
fibra ¢ degradada por fermentagdo, diminui sua quantidade e, conseqiientemente, o volume
das fezes”’?®. Nio foram encontrados dados na literatura sobre a intensidade de fermentagdo
da fibra da linhaca, no entanto os resultados deste trabalho indicam que, mesmo que uma
parte da fibra da linhaga tenha sido fermentada, uma parte significativa ndo foi degradada,
aumentando o peso ¢ a umidade em relagdo as fezes dos grupos P ¢ OL, nos quais a unica
fibra foi a celulose. A quantidade de lipidio excretado, significativamente maior nos grupos
LC e LA, também contribui para o maior peso das fezes destes grupos.

Quanto a producdo de fezes secas totais, os grupos P ¢ OL, que receberam o mesmo
tipo de fibra na dieta, apresentaram pesos semelhantes. Os grupos que receberam linhaga
apresentaram maior peso seco em relacao ao controle, mas, descontando-se os lipidios, o peso

seco das fezes do grupo LC ¢é menor do que nos grupos P e OL. Esses dados indicam que
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houve degradagdo de parte da fibra solivel, diminuindo o peso seco das fezes, sendo o lipidio
ndo digerido a causa do maior peso das fezes dos grupos LC e LA. Em contrapartida, o grupo
LA apresentou um maior peso seco das fezes do que LC, mesmo descontando os lipidios. Isto
provavelmente ocorreu porque o forneamento produz reagdes que diminuiram a
digestibilidade da linhaca, tais como a reag¢do de Maillard, formando compostos indigeriveis
de proteina e carboidratos'”.

O peso dos rins e da gordura epididimal (g de 6rgao/100g de peso corporal), assim
como o peso corporeo, nao produziram diferenga estatistica entre os tratamentos. O figado do
grupo padrio (g de 6rgdo/100g de peso corporal), no entanto, foi significativamente maior
quando comparado aos grupos LC, LA e OL. Vijaimohan et al.”’ observaram que ratos
recebendo 6leo de linhaca via oral (1g/kg peso) por 60 dias ndo apresentaram alteracdes
histologicas no tecido hepatico, com reduzida deposicdo de gordura nos hepatocitos. Collins
et al.” verificaram diminuicdo na relagio figado/peso corporal em ratas recém desmamadas e
alimentadas com linhaca. O ALA aumenta a secrecdo de colesterol na bile, conduzindo a
deplecdao do pool intra-hepatico de colesterol, conseqiientemente aumentando a sintese e o
turnover de colesterol®. Além disso, 0 ALA reduz o acumulo hepatico de lipidios por
estimular a B-oxidagio, inibindo a sintese de 4cidos graxos e de trigliceridios'*".

A glicemia em jejum foi significativamente menor em todos os grupos que receberam
linhaga, seja como grio cru, grio assado ou 6leo. E importante salientar que os menores
valores foram mensurados nos animais do grupo LC. Infere-se que o aquecimento sob
temperatura elevada, mesmo no grdo intacto, trouxe perdas de fibra alimentar soluvel,
ocasionando um maior controle glicémico no grupo que recebeu a linhaga in natura. Sabe-se
que a fibra soluvel da linhaga (mucilagem) retarda o esvaziamento gastrico, promove o
controle glicémico e reduz o colesterol®®. Por isso, apesar de os melhores resultados terem

sido ocasionados pelo grdo cru, todas as formas de consumo da linhaca foram benéficas para a
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diminuicdo da glicemia. Mulheres na menopausa que consumiram 40g/dia de linhaga
triturada, por exemplo, tiveram um decréscimo médio de 5,3% na glicose sanguinea®”.

Bhathena et al.*® avaliaram o consumo de farinha de linhaga e proteina de soja em
ratos obesos, constatando maior reducdo do trigliceridio sérico nos animais alimentados com a
farinha. Os valores de trigliceridios dos grupos recebendo linhaca crua e 6leo de linhaga
foram menores quando comparados aos grupos LA e P. Pode-se inferir, a partir desses dados,
que a temperatura de 180° por 40 minutos alterou o perfil de acidos graxos na linhaca assada,
tendo como conseqiiéncia uma diminuicio de ALA e maior producdo hepatica de
trigliceridios’'. Esse argumento ¢ reforgado pelo fato da linhaga crua e do 6leo de linhaga
terem apresentado resultados semelhantes. Como o 6leo contém basicamente lipidios, ¢
possivel afirmar que o carater hipotrigliciridémico desta oleaginosa estd no conteudo de ALA
e, neste caso, ndo parece ser influenciada pelo teor de fibra alimentar, lignana ou outro
composto.

Estudos para determinar os efeitos do colesterol no sangue datam de 1950 e ja
mostravam que dietas com diferentes teores e fontes lipidicas podem modular os niveis
plasmaticos de colesterol, dependendo da composi¢do dos acidos graxos ingeridos™. O
colesterol total foi menor em todos os tratamentos em relagdo ao controle. O decréscimo do
colesterol plasmatico pela administragdo do 6leo de linhaga ¢ relacionado com a diminuigdo
do colesterol livre, do colesterol esterificado, assim como da relacdo n-6:n-3. E claro que
lignanas, fibra e proteinas vegetais presentes na linhaca podem desempenhar um papel
importante na reducdo do colesterol sérico em animais e/ou humanos uma vez que, por
exemplo, em adi¢do ao efeito hipocolesterolémico, a linhaca pode atuar diretamente sobre as

18-19

paredes de vasos e artérias, prevenindo a ateriosclerose = . O efeito hipocolesterolémico da

linhaca tem importantes implicagdes terapéuticas em pacientes dislipidémicos, sendo que
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estudos em humanos tém mostrado que o consumo de 40 a 50g/dia reduz o colesterol sérico
entre 5 e 9% .
Os valores de HDLc, por sua vez, ndo tiveram diferenca significativa entre os
. . 7,26,36
tratamentos, dado este encontrado também por outros pesquisadores .

As proteinas totais foram menores em todos os tratamentos em relagdo ao grupo
padrio. Wiesenfeld et al.'® encontraram resultado semelhante em ratas gravidas
suplementadas com diferentes quantidades de linhaca e de farinha de linhaga desengordurada.
Bhathena et al.”’ também verificaram valores de proteinas totais menores nos animais
alimentados com linhaga. A diminui¢do da proteina sérica pode ser indicativo de desnutricao

‘e " . . ~ . 37 .
protéico-energética, hiperhidratagdo, catabolismo, entre outros™’, entretanto os demais
parametros avaliados, assim como o peso corporal e a gordura epididimal dos animais ndo
ratificam quaisquer um dos quadros citados anteriormente. Essa diminui¢@o na proteina sérica

ndo foi esclarecida e nenhum dos outros autores detectou prejuizos a saude das cobaias

relacionadas a menor proteina total.

CONCLUSAO

O consumo de linhaga, seja como grao cru, grao assado ou 6leo, possui uma atividade
bioldgica positiva em ratos, destacando-se como hipotrigliceridémica, hipocolesterolémica,
hipoglicémica e por aumentar o volume do bolo fecal. A linhagca processada (aquecida ou
como 6leo) apresentou menores beneficios a satide dos animais, entretanto infere-se que parte
do acido alfa-linolénico permanece no alimento e € absorvido pelo organismo. A linhaca pode
ser adotada como terapia complementar no tratamento de dislipidemias ¢ de enfermidades
relacionadas a constipacdo. Mais estudos sdo necessarios para estipular, com seguranga, as

doses adequadas para humanos, de acordo com as particularidades individuais.
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Tabela 1 — Composicao (g/kg) das ra¢des oferecidas aos ratos.
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Ingrediente (g) P LC LA OL
Caseina 199,9 171,0 171,0 199,9
Linhaga (grao) - 151,98 151,98 -
Oleo de linhaca - 1,45 1,45 66,2
Oleo de soja 66,2 - - -
Celulose microcristalina 50,0 - - 50,0
Amido de milho 533,4 516,07 516,07 533,4
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0
Mix de vitaminas* 10,0 10,0 10,0 10,0
Mix de minerais modificado** 35,0 35,0 35,0 35,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
L-cisteina 3,0 3,0 3,0 3,0
Tercbutilhidroquinona (TBHQ) 0,0014 0,0014 0,0014 0,0014
Carboidrato (%) 63,5 63,3 63,3 63,5
Proteina (%) 19,3 19,3 19,3 19,3
Lipidio (%) 17,2 17,4 17,4 17,2
Valor energético (kcal) 3.647,0 3.603,8 3.603,8 3.647,0

P: ragdo padrio; LC: ragdo com linhaga crua; LA: ragdo com linhaga assada a 180°C por 40 minutos; OL: ragdo

com 0leo de linhaga.

* Mix de vitaminas (g/kg de mix): acido nicotinico 3,0; pantotenato de calcio 1,6; piridoxina-HCI 0,7; tiamina-

HCI 0,6; riboflavina 0,6; acido folico 0,2; biotina 0,0002; vitamina B;, 2,5; vitamina E 15,0; vitamina A 0,8;

vitamina D; 0,0025; vitamina K; 0,075; sacarose pulverizada 974,655.

** Mix de minerais (g/kg de mix): carbonato de calcio anidro 357,0; fosfato de potassio monobasico 196,0;

citrato de potéssio 66,825; cloreto de sodio 74,0; sulfato de potassio 46,6; oxido de magnésio 24,0; sulfato

ferroso 4,975; sulfato de zinco 3,6088; sodio meta-silicato 1,075; sulfato de manganés 0,925; sulfato de cobre

0,4328; dicromato de potassio 0,08; acido borico 0,0808; fluoreto de sodio 0,0635; quelato de niquel 1,3008;

cloreto de litio 0,0174; selenito de sddio 0,0102; iodeto de potassio 0,01; paramolibdato de amdnio 0,008;

vanadato de amonio 0,0066; sacarose pulverizada 222,9811.
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Tabela 2 — Composicao quimica (g%) do grao e do 6leo de linhaca e comparagdo com outros
autores.

Grao Grao’ Grio™ Grio'" Oleo Oleo"’
Umidade 6,67 9,00 6,7 6,96 0,09 0,00
Cinzas 3,68 - 3,7 3,72 0,00 0,00
Proteina 16,69* 26,00 14,1 18,29 0,00 0,00
Lipidio 37,04 35,00 32,3 42,16 99,01 100,00
Fibra alimentar 32,90 14,00 33,5 27,3 0,00 0,00
Carboidratos** 35,92 - 433 28,88 0,00 0,00

* Valor de conversdo utilizado para calculo: N=5,41 .

** No valor de carboidratos estdo inclusos a fibra alimentar total e o carboidrato digerivel.
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Tabela 3 — Ganho de peso total, consumo diario, excre¢do didria durante o periodo
experimental e peso dos orgdos (g de 6rgao/100g de peso corporal) dos animais recebendo
diferentes ragdes com linhaga.

Parametros Padrao (P) LC LA OL
Ganho de peso total (g) 118,12+14,99* 129,01£16,96* 128,61+£10,73* 122,45+13,31?
Consumo didrio (g) 17,52+1,39° 18,54+1,88* 18,40+1,14* 18,29+1,18°
Excregio diaria (g) 1,61+0,17° 2,24+0,30° 2,50+0,35° 1,67+0,20°
CEA* 0,29+0,023* 0,30+0,019°  0,30£0,014*  0,29+0,018"
Figado 3,69+0,35 3,62+0,19% 3,53+0,30° 3,36+0,22°
Rins 0,80+0,07 0,73+0,08" 0,76+0,08" 0,75+0,08"
Gordura epididimal 1,12+0,26° 1,10+0,19* 0,9140,22° 1,12+0,18°

* CEA: Coeficiente de eficacia alimentar (ganho peso total/consumo total).
Resultados expressos em médiazDP. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem

significativamente pelo teste de Duncan com a 0,05.
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Tabela 4 — Produgio de fezes imidas totais (PFU), produgdo de fezes secas totais (PFS), teor
de umidade nas fezes (UF), teor de lipidio fecal (TLF) e teor de lipidio absorvido no processo
experimental de nutricdo de animais via diferentes ragdes com linhaca.

Parametros Padrao (P) LC LA OL
PFU (g) 37,02+3,82°  51,45+6,81°  57,59+8,02°  38,45+4,65
PFS (g) 26,90+2,04° 30,96+3,26"  34,68+3,11*  28,87+2,23"
UF (g%) 27,0242,91° 39,22+4,11° 40,63+4,82°  23,65+3,16°
Lipidio absorvido (%) 98,32+0,23" 88,21+4,14°  88,47+2,99°  98,13+0,19"
TLF (%) 1,68+0,23" 11,79+4,14* 11,53+2,99° 1,87+0,19°

Resultados expressos em média+DP. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem

significativamente pelo teste de Duncan com a 0,05.
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Tabela 5 — Parametros bioquimicos dos animais recebendo diferentes ragdes com linhaca.

Parametros Padrao (P) LC LA OL
Glicemia 224,42+62,79°  160,75£33,63°  180,42+35,41™  185,25+65,66
TG 136,99+£60,33*  76,75+26,84°  104,82+15,81°  81,02+14,51°
CT 91,63+16,07* 61,16+16,13° 70,60£15,99 71,03+13,41°
HDLc 78,46+37,91° 54,26+21,08" 51,93+19,24° 53,97+18,07°
PTN totais 5,48+0,98° 4,67+0,25" 4,66+0,17° 4,85+0,21°

Resultados expressos em médiaxDP. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem

significativamente pelo teste de Duncan com a 0,05.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a alteracdo do perfil de acidos graxos no grdo e no
0leo de linhaca submetidos a diferentes temperaturas de aquecimento, por meio da
cromatografia gasosa. Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias
foram comparadas pelo teste de Duncan, com alfa de 0,05. Os acidos graxos saturados
tiveram diferencas significativas entre os tratamentos (p=0,0001), sendo o 6leo aquecido com
maior quantidade e o grao aquecido em forno de microondas com menor concentragdo. As
diferencas de acidos graxos mono e poliinsaturados totais foram significativas (p=0,0001)
entre os tratamentos. A linhaga crua apresentou a menor quantidade de acidos graxos da
familia n-6 e maior quantidade de n-3. A linhaga, tanto em grdo como em 6leo, mostrou-se
bastante estdvel quando submetida a diferentes processamentos envolvendo altas

temperaturas.

Palavras-chave: Linum usitatissimum L., linhaga, acidos graxos, oxidagao lipidica, n-6:n-3.
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INTRODUCAO

Linum usitatissimum L., popularmente conhecida como linhaga ou linho, ¢ uma planta
pertencente a familia das Linaceas, originaria da Asia (1). Da casca do vegetal ¢ retirada a
fibra, matéria-prima para a fabricacdo de tecidos, e da capsula se obtém a semente ou grao (2-
3). O grao de linhaga ¢ rico nos acidos graxos poliinsaturados a-linolénico (ALA, 18:3n-3) e,
em menor quantidade, linoléico (AL, 18:2n-6). Segundo a tabela de composi¢do de alimentos
da USDA, o grao contém (em 100g) cerca de 23g de ALA e 6,0g de AL (4). Outros acidos
graxos que constituem a por¢do lipidica da linhaga em maiores quantidades sdo os acidos
palmitico (16:0), estearico (18:0) e oléico (18:1n-9) (5). Como aproximadamente 40% do seu
peso € composto por lipidios, uma alternativa para o consumo de linhaga € a extragdo do 6leo.
Além disso, uma vantagem desse produto ¢ que, ao contrario da maioria dos 6leos vegetais
que sdo boas fontes de AL, o 6leo de linhaga ¢ rico em ALA, com aproximadamente 53,0g em
100g de oleo (5-6).

Os éacidos o-linolénico e linoléico sdo considerados acidos graxos essenciais e
precursores dos demais acidos das familias n-3 e n-6, respectivamente. Ambos podem ser
convertidos nos acidos eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) e docosahexaenodico (DHA, 22:6n-
3), por sua vez transformados em prostaglandinas e leucotrienos, com atividades
imunomoduladoras. Esses processos sdo mediados pelas enzimas elongases e dessaturases.
Como as mesmas enzimas fazem as conversdes tanto de ALA como de AL, tem-se como
resultado uma competicdo metabolica entre os dois grupos (7). O acido linoléico pode ainda
ser metabolizado em acidos gama-linolénico e araquidonico (8). O consumo excessivo de n-6
e a alta relacdo n-6:n-3, comum atualmente na dieta ocidental, podem favorecer o
desenvolvimento de quadros patoldgicos, tais como doengas cardiovasculares, canceres,
doencas auto-imunes e doencas inflamatoérias, enquanto o aumento da ingestdo de n-3, com

conseqiiente reducdo de n-6:n-3, exerce o efeito oposto (9). As conseqiiéncias negativas
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relacionadas ao alto consumo de n-6 sdo devidas a producdo excessiva de acido araquidénico
e seus produtos eicosanodides, assim como pela diminui¢do na produgdo de EPA ¢ de DHA
provenientes do 4cido a-linolénico (70).

O ALA, entre suas diversas fungdes biolodgicas, ¢ usado como fonte energética e
matéria-prima do tecido nervoso e de substancias que regulam a pressdo arterial/freqii€ncia
cardiaca, a coagulacdo, a dilatagdo vascular e a lipolise (7/-12). Além disso, estudos
correlacionam o contetdo cerebral de DHA com a capacidade de aprendizagem, com o nivel
de inteligéncia e com o desenvolvimento neuroldgico de recém-nascidos e criancgas (13).

O grao de linhaga pode ser consumido in natura, inteiro ou moido, bem como
acrescentado diretamente sobre alimentos tais como as frutas, o leite ou o iogurte. Também
pode ser utilizado como ingrediente na preparagdo de bolos, paes, biscoitos, sobremesas,
feijdo e produtos carneos, tanto na forma de grao como de 6leo (3,7/4). Segundo a USDA, 1 a
12% de linhaga pode ser usado como ingrediente na alimentacdo, sem riscos a saude (4).

Um ponto discutido por profissionais e pesquisadores da area de alimentos trata do
aquecimento do grao e do 6leo de linhaca e de sua relacdo com a alteragdo do perfil lipidico,
resultante principalmente da oxidacdo dos acidos graxos com varias insaturagdes. A questdo
que se coloca ¢ se as temperaturas elevadas durante o forneamento ou fritura de produtos
contendo linhaga diminuem, mantém ou aumentam as propriedades funcionais do alimento. O
ALA ¢ o AL sdo sensiveis a luz, aquecimento e a presenca de oxigénio. Por isso, os acidos
graxos sofrem termooxidag¢ao quando expostos a temperaturas entre 120°C e 270°C, de modo
que a extracao do 6leo geralmente ocorre a frio. A velocidade de oxidacao depende do grau de
insaturacdo do dacido graxo: quanto maior o numero de duplas ligagdes, maior a
suscetibilidade a reacdo. Podem ocorrer mudangas quimicas na fracdo lipidica oriundas do
processo oxidativo, com a produ¢ao de substancias indesejaveis (tais como peroxidos, radicais

livres ¢ mudangas na configuragdo cis-trans), assim como reagdes com outros constituintes
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dos alimentos. Na tentativa de manter estavel o teor de acidos graxos poliinsaturados, os
processos envolvendo temperatura, luz e oxigénio devem ser minimizados o quanto for
possivel (15-17).

Tendo em vista a importdncia do consumo de lipidios de boa qualidade, com
quantidades adequadas de ALA, com menor consumo de gorduras saturadas e diminui¢cdo na
relacdo n-6:n-3, este trabalho teve como objetivo analisar as possiveis alteragdes do perfil de

acidos graxos no grao e no 6leo de linhaga submetidos a diferentes temperaturas.

MATERIAL E METODOS
Tratamentos

O grio e o 6leo de linhaga foram fornecidos pela empresa Cisbra, de Panambi (RS),
Brasil, e ambos pertenciam a lotes unicos. O 6leo extraido a frio foi embalado e armazenado

em frascos plasticos proprios para 6leo vegetal.

O emprego dos diferentes tipos de temperatura no grao e no 6leo foram baseados nas
situagdes de consumo, simulando-se temperaturas de forneamento de pao, bolo ou biscoito
com linhaga, de aquecimento em forno de microondas e ainda de fritura com o 6leo de
linhaga. Os tratamentos analisados foram:

LC: grao de linhaga in natura;

L150: grao de linhaga assado em forno elétrico a 150°C por 40 minutos, com forno
pré-aquecido na mesma temperatura por 5 minutos;

L180: grao de linhaca assado em forno elétrico a 180°C por 40 minutos, com forno
pré-aquecido na mesma temperatura por 5 minutos;

LM: grao de linhaca aquecido em forno de microondas, poténcia maxima de 950W,

por 5 minutos, sendo homogeneizado na metade do tempo;
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OL: 6leo de linhaga in natura; ¢

OF: ¢leo de linhaga aquecido a 180°C por 30 minutos, em contato com o oxigénio.

Analises quimicas

As andlises de umidade dos graos de linhaga foram realizadas de acordo com a técnica
descrita pela AOAC (18). Os valores de umidade foram usados para o célculo da quantidade
de lipidio em base seca A extracdo da por¢ado lipidica dos graos foi feita a frio, por meio do
método de Bligh; Dyer (79). Apds realizada a extrag@o, os solventes foram evaporados em
bomba de vacuo. As amostras de gordura foram armazenadas em tubos de ensaio com gas

nitrogénio, lacradas, envoltas por papel aluminio e congeladas.

Obteve-se o teor de lipidios do o6leo por diferenca do conteudo de umidade apos 12
horas em estufa a 105°C. As andlises foram realizadas, em triplicata, nos laboratorios do
Departamento de Tecnologia e Ciéncia de Alimentos (DTCA) e Nucleo Integrado de
Desenvolvimento em Analises Laboratoriais (NIDAL), ambos na Universidade Federal de

Santa Maria (UFSM), Santa Maria (RS), Brasil.

Perfil de acidos graxos

Para a determinacdo do perfil de 4cidos graxos, fez-se a metilacdo do lipidio
(aproximadamente 0,0250g por analise) pelo método de Hartman; Lago (20), com posterior
analise por cromatografia gasosa de alta resolucdo. Utilizou-se um cromatdgrafo a gas
Shimadzu, com detector por ionizagdo em chama, injetor split (1:50) e coluna capilar de silica
fundida (100m x 0,25mm x 0,20um, CP-SIL 88, Chromopack, Middleburg, The Netherlands).
A temperatura da coluna foi inicialmente de 120°C por 8 min, progredindo a 20°C/min até
atingir 160°C; 3°C/min até 195°C, por 10 min; 3°C/min até 210°C; 35°C/min até 220°C, por 3

min; e 20°C/min até 240°C por 5 min. As demais condi¢des cromatograficas foram: gas de
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arraste hidrogénio, com velocidade linear de 34cm/s; gas make up nitrogénio a 30mL/min;
temperatura do injetor a 250°C; temperatura do detector a 260°C; inje¢@o de 1pl; e técnica de
injecdo hot needle por 5 segundos. A identificacdo dos acidos graxos foi realizada pela
comparac¢do do tempo de retencdo de ésteres metilicos dos acidos graxos dos padrdes com as
amostras. Foram utilizados no total 37 padroes de acidos graxos saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados (Supelco 37 FAME Mix, Sigma, Bellefonte, EUA). Os tempos de retencao e
as dareas foram computados automaticamente pelo software GCSolution, versdo 2.30
(Shimadzu). Os resultados, obtidos em triplicata, foram expressos em mg de acido graxo/g de
o6leo e posteriormente calculados para g em 100g de alimento (27-23).

O valor dos acidos graxos saturados totais (AGS) foi obtido a partir da soma dos acidos
graxos caprico (10:0), laurico (12:0), miristico (14:0), pentadecilico (15:0), palmitico (16:0),
margarico (17:0), estearico (18:0), araquidico (20:0), behénico (22:0) e lignocérico (24:0). Os
acidos graxos monoinsaturados totais (AGMI) foram indicados pelo somatario dos 4cidos
palmitoléico (16:1n-7), oléico (18:1n-9¢), gadoléico (20:1n-9), ericico (22:1n-9) e nervonico
(24:1n-9c). Os acidos graxos poliinsaturados (AGPI) foram obtidos pela soma dos éacidos
linoléico (18:2n-6), gama-linolénico (18:3n-6), a-linolénico (18:3n-3), eicosadiendico (20:2n-
6) e di-homo-alfa-linolénico (20:3n-3) (4,24).

A metilagdo, a esterificagdo e a cromatografia gasosa foram realizadas no Laboratorio
de Quimica de Alimentos, da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA), Unicamp,

Campinas (SP), Brasil.

Analise estatistica
Para a andlise dos dados foi utilizado o programa estatistico Statistical Analyses

System (SAS) 9.1.3. Os resultados foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) e as
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médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan, com alfa de 0,05. Os

resultados foram apresentados como média + desvio padrdo (25).

RESULTADOS

A quantidade de lipidios em cada tratamento ¢ mostrada na Tabela 1. A umidade foi
detectada no grao cru (LC), no 6leo in natura (OL) e no 6leo aquecido (OF). Optou-se por
apresentar o teor lipidico da linhaca crua calculado em relagdo a base seca, e ndo em relagdo a
amostra integral. O cozimento aumenta a matéria seca, resultado da perda de agua pelo calor
(26-27). Os graos também apresentaram teores lipidicos maiores apos o tratamento térmico,
sendo que essa diferenca pode ser decorrente da quebra dos complexos protéicos resistentes a
extracao de lipidios por cloroférmio e metanol, possibilitando uma extracao lipidica mais
eficiente pelo método utilizado, assim como pela redugdo de umidade e conseqiiente
concentragdo dos nutrientes (79,26).

E possivel observar na Tabela 2 que os acidos graxos saturados tiveram diferencas
significativas entre os tratamentos (p=0,0001). O dleo aquecido (OF) apresentou mais AGS
totais, diferindo estatisticamente de todos os tratamentos. O aquecimento a 150°C por 40
minutos (L150) ndo provocou mudangas significativas nos AGS em relagdo ao grao in natura
(LC), enquanto que os tratamentos L150 e L180 ndo diferiram entre si, mas apresentaram
menor concentragdo de acidos graxos saturados quando comparados ao LC. O grao aquecido
no forno de microondas (LM) foi o que obteve o menor valor de AGS, diferindo
estatisticamente de todos os outros processamentos.

Os acidos caprico e laurico s6 foram detectados na linhaga crua e no grao aquecido a
150°C por 40 minutos, inferindo-se que sdo destruidos em temperaturas elevadas. Com

excecao dos acidos caprico, laurico e miristico, todos os acidos graxos saturados tiveram no
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tratamento OF as maiores concentragdes, ¢ em segundo lugar no tratamento OL. Em relagdo
ao perfil de 4cidos graxos saturados no grdo, ndo houve um comportamento unico,
observando-se as maiores concentragdes tanto na linhaga crua (LC) como na linhaga aquecida
a 180°C por 40 minutos (L180). Os menores valores foram encontrados, predominantemente,
no tratamento LM.

Os dados referentes aos AGMI, aos AGPI e a relagdo n-6:n-3 estdo expostos na
Tabela 3. As maiores quantidades de acido oléico foram encontradas nos 6leos (OL e OF),
sem alteragdo significativa pelo aquecimento. Nos graos, LC apresentou mais C18:1n-9 e o
LM apresentou menos, com redugdo entre 0,29g e 1,97g nos tratamentos assados (L.150, L180
e LM) em comparagdo a linhaca in natura. O acido nervonico sé foi detectado no 6leo cru e
em pequena quantidade. Quando analisada a quantidade de AGMI total, os 6leos tiveram as
maiores concentragdes e, assim como em relagdo ao acido oléico, sem diferenca estatistica
entre OL e OF. Os tratamentos dos graos também foram semelhantes entre si, com excecdo do
LM, que obteve a menor quantidade de AGMI total. A diferenca de AGMI total foi
significativa (p=0,0001) entre os tratamentos com 06leo, com grao aquecido em forno elétrico
e com grao aquecido no forno de microondas.

Em relag@o aos AGPI, o 6leo aquecido (OF) teve um aumento significativo em relagao
ao Oleo cru (OL), sendo o tratamento com maior concentracdo de &cidos graxos
poliinsaturados. O grao in natura (LC) s6 foi semelhante ao tratamento L.150, com uma
importante diminuigdo estatistica dos niveis de AGPI no grao assado em forno elétrico a
180°C (L180) e no forno de microondas (FM). Enquanto isso, o AL e o ALA apresentaram o
mesmo comportamento. E importante salientar que, embora as altas temperaturas no grio
tenham diminuido as concentragdes de AGPI, de acido linoléico e de acido alfa-linolénico,

ainda foram detectadas quantidades elevadas em todos os tratamentos.
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Na Figura 1 ¢é possivel visualizar as concentracdes de AGS, AGMI e AGPI
encontrados nos tratamentos.

A razdo n-6:n-3 em cada um dos tratamentos ¢ apresentada na Figura 2. Apesar de
somente OF ter sido estatistica diferente dos demais tratamentos (p=0,0002), com uma relagao
de 0,258, € possivel observar que, entre os graos, o tratamento com menor n-6:n-3 foi o LC. A
linhaca crua foi, portanto, o tratamento com menor quantidade de acidos graxos da familia n-6
(18:2n-6, 18:3n-6 e 20:2n-6) e maior quantidade de acidos graxos da familia n-3 (18:3n-3 e
20:3n-3).

O 4cido elaidico (18:1n-9t), isomero trans do 4cido oléico, foi detectado em todos os
tratamentos, sendo LC e OF os que apresentaram as maiores quantidades. Com o aquecimento
do grao observou-se uma diminuicdo significativa na concentracdo do 18:1n-9t, enquanto no
oleo o resultado foi o inverso, havendo maior quantidade de acido elaidico no que sofreu

tratamento térmico quando comparado ao 6leo in natura.

DISCUSSAO

A temperatura de 150°C por 40 minutos (L150) foi suficiente para ocasionar alteracdes
significativas nas concentracdes de AGS no grao de linhaca, porém ndo houve diferenca
estatisticamente importante em relagdo aos AGMI e AGPI. Em contrapartida, o grao
submetido a 180°C por 40 minutos (L180) apresentou uma grande variacdo dos AGS ¢ AGPI
quando comparado a LC e L150, mas sem alteracdo relevante quando analisados os AGMI.
Um experimento com peixe assado em forno convencional por 20 minutos ndo mostrou
variagdo estatistica nos acidos graxos das familias n-9, n-6 e n-3 (8). Nesse sentido, pode-se
supor que, apesar de temperaturas de forneamento mais brandas serem capazes de manter o

perfil lipidico mais proximo ao do grio original, a temperatura de 180°C ndo traz alteracdes
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de acidos graxos que impossibilitem o consumo ou destruam as propriedades nutricionais da
linhaca.

Um fato observado neste estudo ¢ que a maioria dos acidos graxos (exceto behénico e
gadoléico), seja com ligacoes simples ou duplas, mono ou poliinsaturadas, apresentou uma
reducdo importante em relagdo ao tratamento LC quando submetidas ao aquecimento em
forno de microondas. Alguns trabalhos apresentam resultados inversos. Yoshiara (§), por
exemplo, analisou filés de tilapias do Nilo (Oreochromis nilocitus) alimentadas por 45 dias
com racdo peletizada suplementada com 6leo de linhaga, concluindo que as amostras de peixe
tratadas em forno de microondas (também por 5 minutos) apresentaram aumento significativo
(p<0,05) em seus teores de acidos graxos insaturados, com excec¢do do acido araquiddnico.
Como na linhaga nao foi detectado o acido araquidonico, esse comportamento especifico ndo
pode ser analisado. Contudo, a relagdo n-6:n-3 foi semelhante neste estudo em relagdo ao
trabalho de Yoshiara: nos filés assados em forno de microondas se manteve constante, € na
linhaga mostrou uma pequena elevagdo (de 0,276 para 0,279), mas sem importancia
estatistica. J4 em outro estudo, Yoshida et al. (28) observaram o efeito da tostagem em
microondas sobre a estabilidade oxidativa em sementes de abobora (Curcubita sp.). As
sementes foram submetidas a uma freqiiéncia de 2450MHz (poténcia maxima) por 6, 12, 20 ¢
30 minutos e as diferengas significativas nos teores de acidos graxos foram observadas apenas
apos 20 minutos de tostagem. Em poucos casos, a irradiagdo por 12 minutos causou alteracao
nos teores de AGPI.

O aquecimento do 6leo de linhaga a 180°C por 30 minutos (OF) aumentou os teores
dos acidos graxos saturados e poliinsaturados e manteve os acidos graxos monoinsaturados
em relagdo ao 6leo ndo tratado termicamente. Os Unicos acidos graxos que sofreram reducao
foram o gadoléico ¢ o ertcico (familia n-9) bem como o nervénico (familia n-6), todos

totalmente perdidos com o aquecimento. A decomposicao de 6leos ¢ diminuida se o processo
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de fritura for realizado com pequena quantidade de gordura, em recipientes que proporcionem
um menor contato com o oxigénio. Além disso, o processo de rancificagdo pode ser
diminuido se o 6leo for guardado em recipientes de vidro ou de plastico, sem exposi¢cdo a luz
(29-30). Deve-se também ter cuidado para que, durante os processos que utilizam
aquecimento, a temperatura do 6leo vegetal ndo ultrapasse os 170°C, ja que em temperaturas
mais elevadas ocorre a emissdo de fumaca e o inicio dos processos oxidativos. E importante
ainda que os residuos alimentares liberados durante a fritura sejam retirados, assim como
certificar-se de que ndo ha detergente ou materiais de limpeza no recipiente onde o dleo sera
aquecido (37-32). Todos esses cuidados foram tomados antes e durante o aquecimento do
6leo, podendo ser este um dos motivos pelo qual praticamente ndo houve reducio dos acidos
graxos.

Mesmo com uma temperatura maior do que 170°C, o tempo de aquecimento de 30
minutos sob temperatura constante e sem a presenca de alimentos pode ter contribuido na nao
ocorréncia dos processos oxidativos e, conseqiientemente, na manutencdo do teor de acidos
graxos insaturados. Esperava-se perdas de AGPI, visto que o 6leo de linhaga € rico em ALA e
AL, que sdo mais instaveis que os acidos graxos monoinsaturados ou saturados por conterem
varias ligacdes duplas entre seus atomos de carbono (33). O aquecimento também trouxe um
acréscimo na concentragdo de acido elaidico, como essa quantidade, porém, ainda foi menor
do que a encontrada no grao de linhaga in natura, conclui-se que o consumo de produtos fritos
no o6leo de linhaga nao acarrete em maior ingestdo de acidos graxos trans. Como o alimento
frito por imersdo absorve parte do 6leo no qual estd sendo processado (26), pode-se inferir
que a fritura em 6leo de linhaca seja uma alternativa para aumentar as quantidades de ALA ¢
demais 4cidos graxos insaturados nos alimentos. O consumo de 6leo in natura, na adi¢do de

saladas frias, por exemplo, também ¢ um caminho para aumentar o consumo de acidos graxos
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n-3 nos individuos que ndo tém o habito de consumir peixes de aguas frias ou possuem
aversdo ou alergia alimentar aos mesmos (6).

Foi possivel observar que o tratamento térmico ndo aumentou significativamente a
relacdo n-6:n-3 em nenhum dos tratamentos com o grido de linhaca, e diminuiu no 6leo
aquecido. A dieta ocidental possui, atualmente, relagdo elevada de n-6:n-3, com 15:1, 16,7:1.
Razdes menores tém sido relacionadas a melhorias da qualidade de vida: 4:1 foi associada
com reducao de 70% nas mortes por doengas cardiovasculares, 2,5:1 reduziu a proliferacdo de
células cancerosas em pacientes com neoplasia colorretal, 2-3:1 diminuiu a inflamagdo em
pacientes com artrite reumatdide, e uma relagdo 5:1 foi benéfica para asmaticos. Uma razao
n-6:n-3 otima varia de individuo para individuo e de acordo com o quadro de satide deste
(8,34), entretanto as evidéncias apontam a necessidade urgente de equilibrar o consumo de
acidos graxos das familias n-6 e n-3, buscando alternativas para a modificagdo do perfil
lipidico dos alimentos industrializados, reduzindo os riscos a satde da populagao.

Nao basta, porém, aumentar o conteitdo de ALA ou outros acidos graxos n-3 nos
alimentos: ¢ necessario garantir que eles se mantenham disponiveis at¢é o momento do
consumo. Nesse sentido, uma caracteristica importante do grao de linhaga ndo analisada nesse
estudo, mas que ¢ de grande relevancia, refere-se a estabilidade ao longo do tempo. Aguiar et
al. (35) avaliaram o comportamento da porcdo lipidica na linhaca moida estocada a
temperatura ambiente e sob refrigeracdo, nos tempos 0, 30, 60 ¢ 90 dias, nao havendo
formagao de perdxidos ou alteragao significativa nas concentragoes de ALA ¢ AL.

A linhaca mostrou-se bastante estavel quando submetida a diferentes processamentos
envolvendo altas temperaturas. A adigdo de linhaga, seja como 6leo ou na forma de grao, em
alimentos in natura, assados ou fritos, pode ajudar na redug¢do do consumo exagerado de AL
(presente em altas concentragdes no 6leo de soja, milho, arroz, etc.) e na elevagdo do consumo

de n-3, equilibrando a ingestao lipidica e aumentando a qualidade de vida da populacao.
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Tabela 1 — Teor lipidico, em 100g, da linhaga submetida a diferentes temperaturas.

Tratamento Lipidio (g%)

LC* 39,69
L150* 36,56
L180* 37,17

LM* 37,14
OL** 99,01
OF** 99,01

* Valor calculado em base seca (n = 3). ** Valor calculado na amostra integral (n = 3). LC: grao de linhaga in
natura;, L150: grao de linhaga assado em forno elétrico a 150°C por 40 minutos, com forno pré-aquecido na
mesma temperatura por 5 minutos; L180: grao de linhaga assado em forno elétrico a 180°C por 40 minutos, com
forno pré-aquecido na mesma temperatura por 5 minutos; LM: grio de linhaga aquecido em forno de
microondas, poténcia maxima (950W) por 5 minutos, sendo homogeinizado na metade do tempo; OL: 6leo de

linhaga in natura; OF: 6leo de linhaga aquecido a 180°C por 30 minutos, em contato com o oxigénio.
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Tabela 2 — Composi¢do de acidos graxos saturados (AGS) do grao e do 6leo de linhaga

submetidos a diferentes tratamentos, em g de acido graxo/100g de alimento.

AG LC L150 L180 LM OL OF
10:0 0,021+0,00* 0,013+0,0° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°
12:0 0,031+0,00° 0,019:0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

14:0 0,139+0,00° 0,184+0,01* 0,11620,01° 0,099+0,02° 0,056+0,00° 0,112+0,00°
15:0 0,034+0,00° 0,021+0,00° 0,014+0,00° 0,015+0,00° 0,041+0,00° 0,068+0,02°
16:0 3,550+0,06° 3,232+0,05° 2,786%0,00° 2,474+0,10° 6,926+0,07* 7,230+0,36
17:0 0,083+0,01° 0,046+0,00° 0,040+,0,00° 0,040+0,01° 0,091+0,00° 0,142+0,01°
18:0 1,991+0,02° 1,757+0,01° 1,820+0,28° 1,402+0,01¢ 3,598+0,01° 3,688+0,15°
20:0 0,072+0,01° 0,058+0,00° 0,058+0,01° 0,052+0,01° 0,118+0,02° 0,168+0,02°
22:0 0,0760,00° 0,138+0,01° 0,1630,02% 0,138+0,02° 0,249+0,01° 0,438+0,09°

24:0 0,004 0,00° 0,072+0,02° 0,060+0,01° 0,124+0,00° 0,232+0,02°

AGS 5,996+0,11°  5,464+0,06"  5,068+0,23" 4,281+0,10°  11,202+0,07°  12,078+0,59*

AG: acidos graxos; 10:0: acido caprico; 12:0: acido laurico; 14:0: 4cido miristico; 15:0: 4cido pentadecilico; 16:0:
acido palmitico; 17:0: acido margarico; 18:0: acido esteérico; 20:0: acido araquidico; 22:0: acido behénico; 24:0:
acido lignocérico; AGS: acido graxo saturado total. Resultados expressos em média+tDP. Médias seguidas de

letras distintas na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Duncan com a 0,05 (n = 3).



70

Tabela 3 — Composicao de acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e poliinsaturados (AGPI)

do grao e do 6leo de linhaca submetidos a diferentes tratamentos, em g de acido graxo/100g

de alimento.

AG LC L150 L180 LM OL OF
16:1n-7  0,134+0,02° 0,068+0,00° 0,070+0,02° 0,062+0,01° 0,084+0,01°  0,166+0,02°
18:In-9¢  8,152+0,12°  7,544£0,09  7,866+1,31° 6,240+0,26°  17,205+0,19°  17,573+0,44°
20:1n-9  0,028+0,00° 0,034+0,00° 0,104+0,01° 0,044+0,01° 0,092+0,01* 0,00°
22:1n-9  0,005+0,00° 0,073+0,01° 0,020+0,00° 0,00° 0,040+0,00° 0,00°
24:1n-9c 0,00 0,00 0,00 0,00 0,019+0,01° 0,00
AGMI  8,320+0,09°  7,718+0,08™  8,059+1,32" 6,346+0,24°  17,439+0,17°  17,739+0,45"
18:2n-6  4,640+0,06°  4,342+0,12  3,936+0,00°  3,621+0,16°  10,008+0,43°  11,277+,29°
18:3n-6  0,128+0,02°°  0,084+0,00° 0,158+0,01° 0,098+0,02° 0,156+0,02°  0,318+0,04°
18:3n-3  17,372+021°  16,028+0,66°  14,652+0,00°  13,346£0,57°  36,612+1,64°  45,209+1,05"
20:22n-6  0,035+0,01°  0,026+0,01° 0,00° 0,00° 0,071£0,01°  0,057+0,01°
20:3n-3  0,011£0,00° 0,00° 0,00° 0,00 0,00° 0,00°

AGPI  22,227+0,24°  20,4810,78  18,744£0,01%  17,065+0,71°  46,846+2,09°  56,860+1,39"
18:1n-9t  0,074+0,0° 0,013+0,00%  0,022+0,00  0,019+0,01°  0,008+0,00°  0,027+0,00°
n-6:n-3  0,276+0,00°  0,278+0,00°  0,280+0,00°  0,279+0,00°  0,280+0,00°  0,258+0,00"

AG: 4cidos graxos; C16:1n-7: acido palmitoléico; 18:1n-9c: acido oléico; 20:1n-9: acido gadoléico; 22:1n-9: acido
erdcico; 24:1n-9c: acido nervonico; AGMI: acido graxo monoinsaturado total; 18:2n-6: acido linoléico; 18:3n-6:
acido gama-linolénico; 18:3n-3: acido alfa-linolénico ou ALA; 20:2n-6: acido eicosadiendico; 20:3n-3: di-homo-
alfa-linolénico; AGPI: acido graxo poliinsaturado total, 18:1n-9t: acido elaidico. Resultados expressos em
média=DP. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Duncan

com a 0,05 (n=3).
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Figura 1 — Concentracdo, em 100g de alimento, de 4cidos graxos saturados totais (AGS),
acidos graxos monoinsaturados totais (AGMI) e acidos graxos poliinsaturados totais (AGPI)

nos tratamentos submetidos a diferentes temperaturas.
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4 DISCUSSAO

A partir da andlise quimica (Artigo 1), verificou-se que a linhaca utilizada para a
confeccdo das ragdes e para a analise do perfil de acidos graxos € rica em lipidio (37,04g%),
assim como em proteina (16,69g%) e em fibras alimentares (32,9g%), o que reforca sua

conhecida propriedade funcional (OOMAH; MAZZA, 2000).

No ensaio biologico (Artigo 1), momento em que os animais receberam quatro tipos
de racdo (P: racdo padrdo conforme AIN isenta de linhaca; LC: racdo com 16% de linhaga
crua; LA: ragdo com 16% de linhaca assada; e OL: ragdo com substitui¢do do dleo de soja por
oleo de linhaga), constatou-se que a utilizagdo do grao de linhaga cru, do grao assado e do
oleo de linhaga resultou positivamente in vivo. Mesmo que alguns resultados ndo tenham
apresentado diferengas significativas estatisticamente, observou-se uma diminui¢do nos
parametros bioquimicos glicemia, trigliceridio e colesterol total, um aumento da excregdo
lipidica bem como da excregdo fecal, sem alteracdo no desenvolvimento ponderal dos ratos
nos tratamentos adicionados de linhaca. Salienta-se que os resultados mais positivos foram
detectados nos animais que receberam o grao da linhaga in natura (LC). Dados semelhantes
em outros estudos t&ém apontado o grao de linhaga como benéfico, tal como postulam Lucas et
al. (2004), os quais observaram que o grao da linhaca ¢ eficiente na prevencdo de alteracdes
no colesterol total plasmatico em hamsters ovariotectomizadas. Do mesmo modo Cintra et al.
(2006) compararam uma dieta com linhaca a dietas compostas de outras fontes lipidicas e
verificaram alta excrecdo fecal de lipidio nos ratos alimentados com o grdo, assim como o0s
melhores valores de colesterol total e trigliceridio sérico em relagdo aos demais tratamentos.

O grupo que consumiu ragdo suplementada com o 6leo de linhaca (OL) obteve
resultados melhores, porém semelhantes estatisticamente ao grupo controle (P), supondo-se
com isso que a propriedade de alimento funcional da linhaga deva-se ao alimento como um
todo, e ndo especificamente a por¢ado lipidica (WIESENFELD et al., 2003). O grao de linhaga
contém, além de acidos graxos essenciais, fibra insoltiivel e solivel. A fibra insoliivel aumenta
o volume das fezes, sendo benéfica no tratamento da constipagdo, da sindrome do intestino
irritavel e na doencga diverticular; ja a fibra solivel serve como fonte enérgica para a
microflora intestinal, aumenta o poder de saciedade e ajuda no controle dos parametros

bioquimicos (TARPILA; WENNBERG; TARPILA, 2005).
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No artigo 2, realizou-se a analise do perfil lipidico do grio e do 6leo de linhaca
submetidos a diferentes processos envolvendo altas temperaturas. Os tratamentos analisados
foram grao de linhaga in natura (LC), grao de linhaga assado em forno elétrico a 150°C por
40 minutos (L150); grao de linhaga assado em forno elétrico a 180°C por 40 minutos (L180);
grdo de linhaga aquecido em forno de microondas (LM); 6leo de linhaga in natura (OL); e
o0leo de linhaga aquecido a 180°C por 30 minutos, em contato com o oxigénio (OF).

A andlise do perfil de acidos graxos destes experimentos corrobora com a suposi¢ao de
que os beneficios da ingestdo de linhaca ndo sdo ocasionados somente pelo alto teor de acidos
graxos insaturados, pois, entre os tratamentos testados in vivo, as maiores concentragdes de
acidos graxos poliinsaturados e de acido o-linolénico foram detectadas no d6leo de linhaga
(46,85g de AGPI e 36,61g de ALA em 100g de alimento), enquanto os melhores resultados
no ensaio bioldgico foram encontrados nos grupos alimentados com os grdos cru e assado (LC
e LA). Salienta-se que as alteragdes bioldgicas causadas pelo consumo da ragcdo com o6leo de
linhaca foram melhores do que a dieta padrao, a qual ¢ extremamente equilibrada em macro e
micronutrientes, suprindo todas as necessidades do animal; se a ingestdo da racdo com o dleo
de linhaga resultou em dados semelhantes ou melhores ao da dieta padrao, conclui-se que a
ingestao de 6leo de linhaca seja benéfica.

Como foi mencionado anteriormente, a linhaga crua (LC) mostrou ter maior atividade
bioldgica em ratos quando comparada aos grupos alimentados com linhaca assada ou 6leo de
linhaca. Por meio da cromatografia gasosa, verificou-se que, entre os tratamentos oferecidos
aos animais, a linhacga crua foi o que apresentou menor quantidade de 4cidos graxos da familia
n-6 (18:2n-6, 18:3n-6 e 20:2n-6) e maior quantidade de acidos graxos da familia n-3 (18:3n-3
e 20:3n-3), com razdo n-6:n-3 de 0,276. A dieta ocidental possui, atualmente, uma razao
elevada de n-6:n-3, com 15:1, 16,7:1. Relacdes menores tém sido atribuidas a melhorias na
qualidade de vida, tais como redu¢do nas mortes por doengas cardiovasculares, menor
proliferacdo de células cancerosas em pacientes com neoplasia colorretal e diminuicdo de
processos inflamatoérios (YOSHIARA, 2007; SIMOUPOLOS, 2008b).

O aquecimento do grdo de linhagca em forno elétrico a 180°C por 40 minutos
ocasionou uma pequena diminuicdo na sua atividade biologica, tanto em relagdo aos
parametros bioquimicos quanto na producao de fezes, se comparado ao grao in natura. Essa
redu¢do, no entanto, nao foi importante estatisticamente. Por meio do perfil de acidos graxos,
constatou-se que houve uma perda significativa de acido a-linolénico no grao assado a 180°C
(de 17,33g na linhaga crua para 14,65g na linhaca assada). Mesmo com o aquecimento

manteve-se no grao uma quantidade importante de ALA, a qual foi suficiente para ocasionar
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alteracdes positivas no perfil lipidico dos animais. Diante desses resultados, supde-se que a
aplicacdo de altas temperaturas na linhaca diminui a concentracdo de ALA, mas ndo inibe a
propriedade funcional do gréo.

Os tratamentos L150 (grao de linhaca aquecido em forno elétrico a 150°C por 40
minutos), LM (grao aquecido em forno de microondas por 5 minutos) e OF (6leo aquecido a
180°C por 30 minutos) nao foram testados nas cobaias. Tendo em vista os resultados obtidos
por meio da cromatografia gasosa, ¢ provavel que o tratamento L150 ocasionasse uma
resposta bioldgica semelhante ao grupo que recebeu o grdo in natura (visto ndo haver
diferencas estatisticas no perfil lipidico entre LC e L150), assim como o 6leo aquecido (OF) e
0 0Oleo in natura (OL), os quais também ndo apresentaram diferengas significativas no perfil
de acidos graxos. J4 o grdo aquecido em forno de microondas (LM) sofreu perdas
significativas tanto de acidos graxos saturados como de acidos graxos insaturados, quando
comparado ao grao de linhaca cru (LC). Baseando-se no fato de que cada alimento ¢ formado
por uma série de composi¢oes quimicas complexas (FENNEMA, 1993), é improvavel inferir
corretamente possiveis resultados ocasionados in vivo pelo consumo do tratamento LM.

O acido elaidico, isomero trans do acido oléico, foi detectado em todos os tratamentos,
sendo que a linhaga crua (LC) e o 6leo aquecido (OF) apresentaram as maiores quantidades.
Sendo o grupo que recebeu a linhaca crua o que obteve os melhores resultados dos pardmetros
bioquimicos, conclui-se que a presenca do acido elaidico ndo trouxe prejuizos a satde dos
animais.

O consumo de linhaca, seja como grao cru, grao assado ou dleo, possui uma atividade
biologica positiva em ratos, destacando-se como hipoglicémica, hipotrigliceridémica,
hipocolesterolémica e por aumentar o volume do bolo fecal. Apesar dos menores beneficios
causados pela linhaca processada (grao assado ou como 6leo), observa-se que parte do acido
alfa-linolénico permanece no alimento e ¢ absorvido pelo organismo. Esses dados foram
confirmados pela analise do perfil de 4acidos graxos, que mostrou quantidades significativas de
acidos graxos da familia n-3, principalmente de ALA, em todos os tratamentos.

O efeito hipocolesterolémico da linhaga tem importantes implicagdes terapéuticas em
pacientes dislipidémicos e, em adicdo a esse efeitos, a linhaga pode atuar diretamente sobre as
paredes de vasos ¢ artérias, prevenindo a aterosclerose. (BHATHENA et al., 2003; LUCAS et
al., 2004).



5 CONCLUSOES

a) O consumo de linhaca, seja como grdo cru, grdo assado ou Odleo, possui uma
atividade  biolodgica positiva em ratos, destacando-se como  hipoglicémica,
hipotrigliceridémica, hipocolesterolémica e por aumentar a excregdo fecal, sendo os melhores
resultados causados pelo consumo do grao in natura;

b) a linhaca pode ser adotada como terapia complementar no tratamento de
dislipidemias e de enfermidades relacionadas a constipacao;

c) o aquecimento do o6leo de linhaga a 180°C por 30 minutos aumentou as
concentragdes de AGS e AGPI em relagdo ao 6leo in natura; o aquecimento em forno de
microondas diminuiu a concentracdo de AGS, AGMI e AGPI em relagdo a linhaga crua; € o
aquecimento do grdo a 180°C por 40 minutos diminuiu as quantidades de AGS e AGPI se
comparado ao grao in natura. Apesar desses resultados, a linhaca mostrou-se bastante estavel
quando submetida a diferentes processamentos envolvendo altas temperaturas, principalmente
quando assada em forno elétrico com temperatura de 150°C por até 40 minutos;

d) a adicdo de linhaca, seja como 6leo ou na forma de grio, em alimentos in natura,
assados ou fritos, pode ajudar na reducdo do consumo exagerado de acido linoléico (em
substitui¢do aos 6leos vegetais ricos em AL) e na elevagdo do consumo de acidos graxos da
familia n-3, equilibrando a ingestao lipidica e aumentando a qualidade de vida da populacao;

e) mais estudos sdo necessarios para estipular, com seguranga, as doses adequadas

para humanos, de acordo com as particularidades individuais.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a) Estudos em cobaias com o grao e o 6leo de linhaga submetidos aos tratamentos em
forno de microondas e fritura;

b) analise do perfil de 4cidos graxos do grio de linhaga submetido a diferentes
poténcias e freqiiéncias no forno de microondas;

c) investigagdo do shelf life do grao e do 6leo submetidos a diferentes tratamentos e
temperaturas variadas, por meio da andlise de processos oxidativos e formacao de compostos

indesejaveis.
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ANEXO A - Normas de publicagdo do peridodico Revista de Nutri¢ao

A Revista de Nutri¢do/Brazilian Journal of Nutrition € um periddico especializado que
publica artigos que contribuem para o estudo da Nutricdo em suas diversas subareas e
interfaces; esta aberta a contribuigdes da comunidade cientifica nacional e internacional, com
periodicidade bimestral.

A Revista publica trabalhos inéditos nas seguintes categorias:

Original: contribui¢des destinadas a divulgacdo de resultados de pesquisas inéditas
tendo em vista a relevancia do tema, o alcance e o conhecimento gerado para a area da
pesquisa.

Especial: artigos a convite sobre temas atuais.

Revisao: sintese critica de conhecimentos disponiveis sobre determinado tema,
mediante andlise e interpretacdo de bibliografia pertinente, de modo a conter uma analise
critica e comparativa dos trabalhos na area, que discuta os limites e alcances metodologicos,
permitindo indicar perspectivas de continuidade de estudos naquela linha de pesquisa. Serdo
publicados até dois trabalhos por fasciculo.

Comunicacao: relato de informagdes sobre temas relevantes, apoiado em pesquisas
recentes, cujo mote seja subsidiar o trabalho de profissionais que atuam na area, servindo de
apresentacdo ou atualizag@o sobre o tema.

Nota Cientifica: dados inéditos parciais de uma pesquisa em andamento.

Ensaio: trabalhos que possam trazer reflexdo e discussdo de assunto que gere

questionamentos e hipoteses para futuras pesquisas.

Processo de Revisio

Os manuscritos submetidos a Revista, que atenderem a politica editorial e as
“instrugOes aos autores”, serdo encaminhados ao Comité Editorial, que considerara o mérito
cientifico da contribui¢do. Aprovados nesta fase, os manuscritos serdo encaminhados aos
revisores ad hoc previamente selecionados pelo Comité. Cada manuscrito serd enviado para
trés relatores de reconhecida competéncia na tematica abordada.

O processo de avaliagdo por pares ¢ o sistema de blind review, em procedimento
sigiloso quanto a identidade tanto dos autores quanto dos revisores. Por isso os autores
deverdo empregar todos os meios possiveis para evitar a identificacdo de autoria do

manuscrito.
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No caso da identificacdo de conflito de interesse da parte dos revisores, o Comité
Editorial encaminharéd o manuscrito a outro revisor ad hoc.

Os pareceres dos consultores comportam trés possibilidades: a) aceitacdo integral; b)
aceitacdo com reformulacdes; c) recusa integral. Em quaisquer desses casos, o autor sera
comunicado.

A decisdo final sobre a publicacdo ou ndo do manuscrito € sempre dos editores, aos
quais ¢é reservado o direito de proceder ajustes de gramatica necessarios. Na detec¢do de
problemas de redagdo, o manuscrito sera devolvido aos autores para as alteragdes devidas; o
trabalho reformulado deve retornar no prazo maximo determinado.

Apos aprovagdo final, encaminhar em disquete 3,5°, empregando editor de texto MS
Word versao 6.0 ou superior.

Manuscritos aceitos: manuscritos aceitos poderdo retornar aos autores para aprovagao
de eventuais alteragdes, no processo de editoracdo e normalizagdo, de acordo com o estilo da

Revista.

Submissao de trabalhos.

Sdo aceitos trabalhos acompanhados de carta assinada por todos os autores, com
descrigdo do tipo de trabalho, declaragao de que o trabalho esta sendo submetido apenas a
Revista de Nutri¢do e de concordancia com a cessdo de direitos autorais. Caso haja utilizacao
de figuras ou tabelas publicadas em outras fontes, deve-se anexar documento que ateste a
permissao para seu uso. A carta deve indicar o nome, endereco, nimeros de telefone e fax do

autor para o qual a correspondéncia deve ser enviada.

Pesquisas envolvendo seres humanos

Resultados de pesquisas relacionadas a seres humanos devem ser acompanhados de
copia do parecer do Comité de Etica da Instituicio de origem, ou outro credenciado junto ao
Conselho Nacional de Satde. Além disso, devera constar, no ultimo pardgrafo do item
M¢étodos, uma clara afirmagdo do cumprimento dos principios éticos contidos na Declaragao
de Helsinki (2000), além do atendimento a legislacdes especificas do pais no qual a pesquisa

foi realizada.

Autoria
O numero de autores deve ser coerente com as dimensdes do projeto. O crédito de

autoria devera ser baseado em contribuigdes substanciais, tais como concepg¢do e desenho, ou
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analise e interpretacdo dos dados. Ndo se justifica a inclusdo de nome de autores cuja
contribuicdo ndo se enquadre nos critérios acima, podendo, nesse caso, figurar na secdo
Agradecimentos.

Os manuscritos devem conter, ao final, explicitamente, a contribui¢do de cada um dos

autores.

Apresentacio do manuscrito

Enviar os manuscritos para o Nucleo de Editoragdo da Revista em quatro copias,
preparados em espago duplo, com fonte Times New Roman tamanho 12 e limite maximo de
25 paginas para Artigo Original ou de Revisdo, 10-15 paginas para Comunicacio ¢ Ensaio
e 5 paginas para Nota Cientifica. Todas as paginas devem ser numeradas a partir da pagina
de identificacdo. Para esclarecimentos de eventuais duvidas quanto a forma, sugere-se
consulta a este fasciculo. Aceitam-se trabalhos escritos em portugués, espanhol ou inglés, com
titulo, resumo e termos de indexacdo no idioma original ¢ em inglés. Os artigos devem ter,
aproximadamente, 30 referéncias, exceto no caso de artigos de revisdo, que podem apresentar
em torno de 50.

Pagina de titulo: deve conter: a) titulo completo; b) short title com até 40 caracteres
(incluindo espagos), em portugués (ou espanhol) e inglés; c) nome de todos os autores por
extenso, indicando a filiagdo institucional de cada um; d) endereco completo para
correspondéncia com os autores, incluindo o nome para contato, telefone, fax e e-mail: esta
devera ser a tnica parte do texto com a identificacdo dos autores.

Resumo: todos os artigos submetidos em portugués ou espanhol deverdo ter resumo
no idioma original e em inglés, com um minimo de 150 palavras e maximo de 250 palavras.
Os artigos submetidos em inglés deverdo vir acompanhados de resumo em portugués, além do
abstract em inglés. Para os artigos originais, os resumos devem ser estruturados destacando
objetivos, métodos basicos adotados, informagao sobre o local, populagdo ¢ amostragem da
pesquisa, resultados e conclusdes mais relevantes, considerando os objetivos do trabalho, e
indicar formas de continuidade do estudo. Para as demais categorias, o formato dos resumos
deve ser o narrativo, mas com as mesmas informagdes. Nao deve conter citagdes e
abreviaturas. Destacar no minimo trés ¢ no maximo seis termos de indexagdo, utilizando os
descritores em Ciéncia da Saude - DeCS - da Bireme.

Texto: com exce¢do dos manuscritos apresentados como Revisdo, Nota Cientifica e

Ensaio, os trabalhos deverdo seguir a estrutura formal para trabalhos cientificos:
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Introducfo: deve conter revisdo da literatura atualizada e pertinente ao tema,
adequada a apresentacdo do problema, e que destaque sua relevancia. Nao deve ser extensa, a
ndo ser em manuscritos submetidos como Artigo de Revisao.

Metodologia: deve conter descri¢do clara e sucinta, acompanhada da correspondente
citagdo bibliografica, incluindo: procedimentos adotados; universo e amostra; instrumentos de
medida e, se aplicavel, método de validacao; tratamento estatistico.

Resultados: sempre que possivel, os resultados devem ser apresentados em tabelas ou
figuras, elaboradas de forma a serem auto-explicativas e com andlise estatistica. Evitar repetir
dados no texto. Tabelas, quadros e figuras devem ser limitados a cinco no conjunto e
numerados consecutiva e independentemente com algarismos arabicos, de acordo com a
ordem de menc¢ao dos dados, e devem vir em folhas individuais e separadas, com indicacdo de
sua localizagdo no texto. A cada um se deve atribuir um titulo breve. Os quadros terdo as
bordas laterais abertas. O autor responsabiliza-se pela qualidade das figuras (desenhos,
ilustracdes e graficos), que devem permitir redugdo sem perda de defini¢do, para os tamanhos
de uma ou duas colunas (7 e 15cm, respectivamente). Sugere-se nanquim ou impressao de alta
qualidade.

Discussao: deve explorar, adequada e objetivamente, os resultados, discutidos a luz de
outras observagoes ja registradas na literatura.

Conclusdo: apresentar as conclusdes relevantes, considerando os objetivos do
trabalho, e indicar formas de continuidade do estudo. Se incluidas na se¢ao Discussdo, nao
devem ser repetidas.

Agradecimentos: podem ser registrados agradecimentos, em paragrafo ndo superior a
trés linhas, dirigidos a instituicdes ou individuos que prestaram efetiva colaboracdo para o
trabalho.

Anexos: deverdo ser incluidos apenas quando imprescindiveis a compreensdo do
texto. Cabera aos editores julgar a necessidade de sua publicacao.

Abreviaturas e siglas: deverdo ser utilizadas de forma padronizada, restringindo-se
apenas aquelas usadas convencionalmente ou sancionadas pelo uso, acompanhadas do
significado, por extenso, quando da primeira citacdo no texto. Ndo devem ser usadas no titulo
€ No resumo.

Referéncias de acordo com o estilo Vancouver

Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente, seguindo a ordem em que
foram mencionadas a primeira vez no texto, baseadas no estilo Vancouver. Os artigos devem

ter em torno de 30 referéncias, exceto no caso de artigos de revisdo, que podem apresentar em
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torno de 50. A ordem de citacdo no texto obedecera esta numeragao. Nas referéncias com dois
até o limite de seis autores, citam-se todos os autores; acima de seis autores, citam-se oS Seis
primeiros autores, seguido de et al. As abreviaturas dos titulos dos periodicos citados deverdo
estar de acordo com o Index Medicus.

Citagoes bibliograficas no texto. deverdo ser colocadas em ordem numérica, em
algarismos ardbicos, meia linha acima e ap6s a citagdo, e devem constar da lista de
referéncias. Se forem dois autores, citam-se ambos ligados pelo “&”’; se forem mais de dois,
cita-se o primeiro autor, seguido da expressdo et al. A exatidio e a adequacio das
referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e mencionados no texto do artigo

sao de responsabilidade do autor.

Exemplos

Livros
Pefia M, Bacallao J, editores. La obesidad en la pobreza: un nuevo reto para salud publica.
Washington (DC): Organizaciéon Mundial de la Salud; 2000.

Capitulos de livros
Monteiro CA. La transicion epidemioldgica en el Brasil. In: Pefia M, Bacallao J, editores.
La obesidad en la pobreza: un nuevo reto para salud publica. Washington (DC): Organizacion
Mundial de la Salud; 2000.

Artigos de periodicos
Dutra de Oliveira JE, Marchini JS. Nutritional sciences in Brazil: the pioneer work of
institutions and scientists. Nutrition. 2004; 20(2):174-6.

Dissertacoes e teses
Moutinho AE. Representacdes sociais na manutencdo do peso corporal. O que e quem o
discurso revela [dissertagdo]. Sdo Paulo: Universidade de Sdo Paulo; 2003.

Trabalhos apresentados em congressos, simposios, encontros, seminarios e outros
Moreira EAM, Fagundes RLM, Faccin GL, Couto MM, Torres MA, Wilhelm Filho D. The
effect of alcohol ingestion during lactation on oxidative stress. In: Annals of the 17th
International Congress of Nutrition & Metabolism; 2001 Aug; Austria, Vienna; 2001.
Abstract 6.06.135.

Material Eletrénico

Periodicos eletrénicos, artigos
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Boog MCF. Constru¢do de uma proposta de ensino de nutricdo para curso de enfermagem.
Rev Nutr [periddico eletronico] 2002 [citado em 2002 Jun 10];15(1). Disponivel em:
http://www.scielo.br/m

Texto em formato eletrénico
World Health Organization. Micronutrient deficiences: batting iron deficiency anaemia [cited
2002 Nov 11]. Available from: http://www.who.int/nut/ida.htm

Programa de computador
Dean AG, et al. Epi Info [computer program]. Version 6: a word processing, database, and
statistics program for epidemiology on micro-computers. Atlanta, Georgia: Centers of Disease
Control and Prevention; 1994.
Para outros exemplos recomendamos consultar as normas do Committee of Medical Journals

Editors (Grupo Vancouver) (http://www.icmje.org).
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e Declaracdo de responsabilidade e transferéncia de Direitos Autorais assinada por
cada autor
o  Enviar ao editor quatro vias do manuscrito
e Incluir titulo do manuscrito, em portugués e inglés
e  Verificar se o texto, incluindo resumos, tabelas e referéncias estd reproduzido
com letras Times New Roman, corpo 12 e espaco duplo, e margens de 3 cm
e Incluir titulo abreviado (short title), com 40 caracteres, para fins de legenda em
todas as paginas impressas
e Incluir resumos estruturados para trabalhos e narrativos, para manuscritos que
ndo sdo de pesquisa, com até 150 palavras nos dois idiomas portugués e inglé€s, ou em
espanhol, nos casos em que se aplique, com termos de indexagao
o Legenda das figuras e tabelas
e  Pagina de rosto com as informagdes solicitadas
e Incluir nome de agéncias financiadoras € o nimero do processo
e Indicar se o artigo € baseado em tese/dissertacdo, colocando o titulo, o nome da
institui¢do, ano de defesa e nimero de paginas
e Verificar se as referéncias estdo normalizadas segundo estilo Vancouver,
ordenadas na ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto e se todas
estdo citadas no texto

e Incluir permissao de editores para reproducdo de figuras ou tabelas publicadas
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e Parecer do Comité de Etica da Instituicdo, para pesquisa com seres humanos

DECLARACAO DE RESPONSABILIDADE E TRANSFERKENCIA DE DIREITOS
AUTORAIS

Cada autor deve ler e assinar os documentos (1) Declaragdo de Responsabilidade e (2)

Transferéncia de Direitos Autorais.

Primeiro autor:

Autor responsavel pelas negociacdes:

Titulo do manuscrito:

1. Declaracdo de responsabilidade: todas as pessoas relacionadas como autores devem assinar

declaracdes de responsabilidade nos termos abaixo:
. certifico que participei da concepc¢ao do trabalho para tornar publica minha
responsabilidade pelo seu conteudo, que ndo omiti quaisquer ligacdes ou acordos de
financiamento entre os autores ¢ companhias que possam ter interesse na publicacdo
deste artigo;
. certifico que o manuscrito ¢ original e que o trabalho, em parte ou na integra,
ou qualquer outro trabalho com contetido substancialmente similar, de minha autoria,
ndo foi enviado a outra Revista e ndo o serd, enquanto sua publicagdo estiver sendo
considerada pela Revista de Nutri¢do, quer seja no formato impresso ou no eletronico,
exceto o descrito em anexo.

Assinatura do(s) autores(s) Data / /

2. Transferéncia de Direitos Autorais: “Declaro que, em caso de aceitagdo do artigo, a Revista

de Nutricdo passa a ter os direitos autorais a ele referentes, que se tornardo propriedade

exclusiva da Revista, vedado a qualquer reproducao, total ou parcial, em qualquer outra parte

ou meio de divulgagdo, impressa ou eletronica, sem que a prévia e necessaria autorizagao seja

solicitada e, se obtida, farei constar o competente agradecimento a Revista”.

Assinatura do(s) autores(s) Data / /
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ANEXO B - Normas de publicacao do periodico Journal of Agricultural and
Food Chemistry

Manuscripts must be submitted via the web using the Paragon Plus Environment
(http://paragonplus.acs.org). The site’s security features limit access to a manuscript to those
Editors and reviewers to whom that manuscript is assigned. If coauthors’ e-mail and contract
information are entered during the submission process, they will be able to track the progress
of the manuscript on their own Paragon Plus web pages; however, communications from the
editorial offices will be limited to the corresponding author. Authors must also submit revised
manuscripts via the ACS Paragon Plus Environment.

E-mailed submissions and hardcopy submissions will not be processed.

All manuscripts must be accompanied by a cover letter that includes eight specific
points:

1. manuscript title;

2. corresponding author’s name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address;

3. if manuscript is not submitted by the corresponding author, submitter’s name, address,
telephone and fax numbers,

and e-mail address;

4. e-mail addresses of all coauthors;

5. designation of the Journal’s subject category that best fits the manuscript (see list under
Journal Scope in these instructions);

6. explanation of the manuscript’s significance, including its originality, its contribution
to new knowledge in the field, and its relevance to research in agricultural and food
chemistry;

7. list of graphics the author would like to have published in color;

8. list of at least four recommended reviewers for the manuscript; include the address,
telephone and fax numbers, and e-mail address for each suggested reviewer; do not include
reviewers who may have a conflict of interest or are from the authors’ department or unit or
who are Associate Editors of the Journal

Submissions that do not include a cover letter addressing these eight points will
not be processed.

Complete instructions for manuscript preparation and a copyright status form are

available at the Journal’s Website
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and are also printed in the first issue of each volume. Please conform to these instructions
when submitting manuscripts.
Authors whose manuscripts are published in the Journal will be expected to review

manuscripts submitted by other researchers from time to time.

JOURNAL SCOPE

The Journal of Agricultural and Food Chemistry publishes complete or full-length
fundamental and applied research papers dealing with the chemistry and biochemistry of
agriculture and food. The Journal also encourages papers with chemistry and/or biochemistry
as a major component combined with biological/sensory/nutritional/toxicological evaluation
related to agriculture and/or food.

The Journal is organized into the following sections:

Analytical Methods

Bioactive Constituents

Biofuels and Bioproducts Chemistry

Chemical Aspects of Biotechnology/Molecular

Biology

Chemical Aspects of Food Safety

Chemical Changes Induced by Processing/Storage

Chemical Composition of Foods/Feeds

Crop and Animal Protection Chemistry

Environmental Chemistry

Flavors and Aromas/Chemosensory Perception

Food Chemistry/Biochemistry

Molecular Nutrition

Toxicology in Agriculture and Food

MANUSCRIPT TYPES

Research articles must report original research that is expected to haVe a definable
impact on the adVancement of science and technology, incorporating a significant component
of innoVatiVe chemistry. Originality will be documented by novel experimental results,
theoretical treatments, interpretations of data, and absence of prior publications on the

same/similar topics.
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Expedited Handling. There is no separate Rapid Communications, Notes, or Letters
section. However, manuscripts describing results deemed to be highly important and urgent in
a field of research will be considered for expedited processing and review. Only manuscripts
reporting complete research, as opposed to preliminary results, will be considered. A
request for expedited handling, along with justification for the request, must be included in
the cover letter accompanying the manuscript.

Review articles will be considered that summarize information in a field in which the
literature is scattered or treat published data or other information so as to provide a new
approach or stimulate further research. Authors considering the preparation of a review
should submit a synopsis to the Editor to establish whether the manuscript will meet these
guidelines.

Perspectives, which explore needs and opportunities in agricultural and food
chemistry in a less technical format than a review article, will be considered. Authors should
contact the Editor to outline the area to be covered before submitting a Perspectives
manuscript. For an example, see J. Agric. Food Chem. 2007, 55, 4281-4288.

Comments related to published papers will be considered from readers if the
correspondence is received within six months of the date of publication of the original
paper; the authors of the original paper will be given the opportunity to reply to such
comments within two months, if they so desire. Both comments and replies should not exceed
1000 words each, including citations, and will be published consecutively in the same issue of
the Journal after peer review. For examples, see J. Agric. Food Chem. 2007, 55, 7213-7214
and J. Agric. Food Chem. 2007, 55, 7215-7216.

Symposia or Topical Collections. The Editor will consider publication of a series of
manuscripts reporting or synthesizing original research that are presented in a symposium or
otherwise clustered around a single topic. Prospective organizers should contact the Editor
well in advance to determine whether the subject matter conforms to the Journal’s goals,
criteria, and available space and to obtain specific instructions for submission of the
manuscripts. For an example, see J. Agric. Food Chem. 2007, 55, 3749-3797. Each

manuscript will be put through the normal peer-review process.

ETHICS, CONFLICT OF INTEREST
Authors and coauthors are responsible for the integrity of their manuscripts. The
Editor may impose a 2 year submission moratorium on authors and coauthors that are

found to be in violation of the ethical guidelines.
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Authors and coauthors should familiarize themselved by reading the entire Ethical
Guidelines to Publication of ChemicalResearch, which are available at the Journal’s website
and are also published in the first issue each year.

Some particularly important points from the ACS Ethical Guidelines are the
following:

Multiple Reporting of Research. It is improper for an author to submit manuscripts
describing essentially the same research to more than one journal. Resubmission of a
manuscript rejected or withdrawn from publication is permissible. Authors are expected to use
care when submitting reports of research previously presented at meetings so that double
publication does not occur. This applies to figures and tables as well as text. Publication of
research in non-English journals constitutes prior publication. (For a discussion of copyright
issues related to the use of tables, figures, or text that are published elsewhere, see The ACS
Style Guide, 3rd ed., Chapter 7.)

Plagiarism. The Editors of this journal will not tolerate plagiarism, including self-
plagiarism.

Coauthorship. The submitting author must obtain consent to coauthorship from all
coauthors listed prior to submitting the manuscript and include as coauthors all individuals
who made significant scientific contributions to the work. Any disagreement between the
corresponding author and coauthors after the manuscript is submitted will cause review of the
manuscript to cease. (For a discussion of coauthorship, see The ACS Style Guide, 3rd ed.,
Chapter 1.)

Conflict of Interest. Research involving an evaluation of commercial products should
not reveal the brand names of such products unless information regarding their manufacture
has been made public by the company producing the product. Codes such as letters (A, B, C,
etc.) or numbers (1, 2, 3, etc., or I, I, III, etc.) may be used for purposes of identification. If
brand names are used, the authors should disclose at the time of submission any financial
arrangement they may have with a company whose product figures prominently in the
submitted manuscript or with a company making a competing product. An editorial decision
will then be made as to whether the manuscript being submitted should be sent out for review.
If the paper is deemed to be suitable for review, information concerning any financial
arrangement the authors may have with a given company will be held in confidence and will
not influence the evaluation of the research and whether the manuscript can be accepted for
publication. As a guiding principle, however, it is expected that the authors of such papers

should not have any financial interest in a company (or its competitor) that makes a product
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discussed in the paper. These guidelines do not generally apply to the use of brand names or
to the identification of the producers of products that are used for analytical purposes such as

instruments, reagents, or kits.

EDITORIAL PEER REVIEW PROCESS

Peer review is used to help ensure the highest possible quality in published
manuscripts. For a discussion of this, see “The Importance of Peer Review” by H. L. Wheeler
and W. B. Wheeler, J. Agric. Food Chem. (Editorial) 2006, 54, 8983-8983. Scientists with
expertise in the subject matter being treated will evaluate the manuscript for validity of the
experimental design and results, originality, significance, and appropriateness to the Journal.
The Editors may exercise their prerogative to decline a manuscript without peer
review if that paper is judged to be outside the scope of the Journal (lacks significant
chemistry/biochemistry), poorly written or formatted, fragmentary and marginally
incremental, or lacking in significance. Manuscripts describing properties of crude extracts,
without detailing the chemical composition of the extracts responsible for the described
properties, will generally not be accepted for review.

All manuscripts submitted are reviewed and handled by the Editor-in-Chief or
assigned to one of the Associate Editors. The Associate Editor and local Editorial Assistant
are then responsible for the assigned manuscripts, including acknowledging receipt,
evaluating the content and format of the paper, selecting reviewers, monitoring the progress of
the review process, evaluating the comments of reviewers and forwarding them to the authors
for their response, communicating ultimate acceptance or rejection to the corresponding
authors, and carrying out a final check of accepted manuscripts for appropriate format and
style.

Typically, three reviewers are selected per paper on the basis of the subject matter,
available expertise, and the Editor’s knowledge of the field. Potential reviewers for each paper
are identified by various means, including a computerized search of the subject area. Authors
must submit the names and addresses (including e-mail addresses and fax numbers) of at least
four potential reviewers; however, the Editors are under no obligation to use specific
individuals. Reviewers are normally asked to provide their assessments within two to three
weeks. Anonymous copies of the reviews and the Editor’s decision regarding the acceptability
of the manuscript are sent to the corresponding author. If the reviewers’ evaluations of the
manuscript disagree, or if reviewer’s and Editor’s comments are not satisfactorily addressed

by the authors, the Editor may reject the manuscript or select additional reviewers. These
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additional reviews are used by the Editor to assist in reaching the final decision regarding
disposition of the manuscript.

The obligations of the Editors and Reviewers are outlined in the Ethical Guidelines.

Documents accepted for publication will be posted on the Journal’s ASAP website
as soon as they are ready for publication, that is, when the author’s galley proof corrections
have been made and all author concerns are resolved. This can occur anywhere from 2 to 8
weeks in advance of the cover date of the printed issue. Authors should take this into account
when planning their intellectual and patent activities related to a document. The actual date on
which the document is posted on the web is recorded in a separate line at the bottom of the

first page of the document in the issue.

MANUSCRIPT PREPARATION

Manuscript Format. Manuscripts must be prepared using accepted word-processing
software, and all parts must be double-spaced. All pages must be numbered consecutively
starting with the title page and including tables and figures. PDF submissions must include
line numbers at the left for the abstract and text, but no line numbers on tables. Do not
include line numbering on Word files; Paragon Plus inserts line numbers during conversion
to pdf. A standard font, in a size of 12 points or greater, must be used. The Journal requires
authors to stay within a 20 typed page limit, not including references, tables, and figures.

Standard American English usage is required. Authors who are not familiar with
standard American English are urged to seek assistance; deficiencies in grammar may be a
serious hindrance during the review process.

The ACS Style Guide (3rd ed., 2006; ISBN 0-8412-3999-1), available from Oxford
University Press, Order Department, 201 Evans Road, Cary, NC 27513, provides a detailed
treatment of the fundamentals of manuscript preparation. Refer to a current issue of the
Journal for general style.

The various sections of the manuscript should be assembled in the following sequence:

Title and authorship (single page)

Abstract and keywords (single page)

Introduction

Materials and Methods

Results

Discussion

Abbreviations Used
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Safety

Acknowledgment

Supporting Information description
Literature Cited

Figure captions

Tables

Figures

Graphic for table of contents (optional)

TITLE AND AUTHORSHIP

The title, authorship, and institutional affiliations should be included on a single page.

Title. The title should be specific and informative. Keywords in the title assist in
effective literature retrieval. If a plant is referred to in the title or elsewhere in the text by its
common or trivial name, it should be identified by its scientific name in parentheses
immediately following its first occurrence. This term should also be provided as one of the
keywords. If trade names are mentioned, give generic names in parentheses.

Authorship. Be consistent in authorship designation on the manuscript and on all
correspondence. First name, middle initial, and last name are generally adequate for correct
identification, but omit titles. Give the complete mailing address of all institutions where work
was conducted and identify the affiliation of each author. If the current address of an author is
different, include it in a footnote on the title page. The name of the author to whom inquiries
about the paper should be addressed must be marked with an asterisk; provide the telephone

and fax numbers and e-mail address of this correspondent.

ABSTRACT AND KEYWORDS

Abstract. Authors’ abstracts are used directly for Chemical Abstracts. The abstract
should be a clear, concise (100—-150 words), one-paragraph summary, informative rather than
descriptive, giving scope and purpose, experimental approach, significant results, and major
conclusions. Write for literature searchers as well as journal readers.

Keywords. Provide significant keywords to aid the reader in literature retrieval. The

keywords are published immediately before the text, following the abstract.
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INTRODUCTION

Discuss relationships of the study to previously published work, but do not reiterate or
attempt to provide a complete literature survey. The purpose or reason for the research
being reported, and its significance, originality, or contribution to new knowledge in the
field, should be clearly and concisely stated. Do not include or summarize current findings

in this section.

MATERIALS AND METHODS

Apparatus, reagents, and biological materials used in the study should be incorporated
into a general section. List devices of a specialized nature or instruments that may vary in
performance, such that the model used may affect the quality of the data obtained (e.g.,
spectroscopic resolution).

List and describe preparation of special reagents only. Reagents normally found in the
laboratory and preparations described in standard handbooks or texts should not be listed.

Specify the source, vendor [city and state (or city and country if non-U.S.)], and
availability of special equipment, reagents, kits, etc. Do not include catalog numbers.

Biological materials should be identified by scientific name (genus, species, authority,
and family) and cultivar, if appropriate, together with the site from which the samples were
obtained. Specimens obtained from a natural habitat should be preserved by deposit of
samples in an herbarium for plants or in a culture collection for microorganisms, with a
corresponding collection or strain number listed.

Manuscripts describing studies in which live animals or human subjects are used must
include a statement that such experiments were performed in compliance with the appropriate
laws and institutional guidelines, and also name the institutional committee that approved
the experiments (see Reporting Specific Data: Animal or Human Studies).

Specific experimental methods should be sufficiently detailed for others to repeat the
experiments unequivocally. Omit details of procedures that are common knowledge to those
in the field. Brief highlights of published procedures may be included, but details must be left
to the Literature Cited. Describe pertinent and critical factors involved in reactions so the
method can be reproduced, but avoid excessive description. For information on the reporting
of certain types of data see Reporting Specific Data. Describe statistical design and methods

in this section.
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RESULTS/DISCUSSION

Results and discussion may be presented in separate sections or combined into a single
section, whichever format conveys the results in the most lucid fashion. Be complete but
concise in discussing findings, comparing results with previous work and proposing
explanations for the results observed.

All data must be accompanied by appropriate statistical analyses, including
complete information on sampling, replication, and how the statistical method employed
was chosen.

Avoid comparisons or contrasts that are not pertinent, and avoid speculation
unsupported by the data obtained.

A separate summary or conclusion section is not to be used; any concluding

statements are to be incorporated under Results and Discussion.

ABBREVIATIONS AND NOMENCLATURE

Standard abbreviations, without periods, should be used throughout the manuscript.

Refer to The ACS Style Guide for the preferred forms of commonly used
abbreviations. Specialized abbreviations may be used provided they are placed in parentheses
after the word(s) for which they are to substitute at first point of use and
are again defined in this section. Avoid trivial names and “code” abbreviations (e.g., NAR for
naringenin) unless such codes are in common usage (e.g., MTBE for methyl ters-butyl ether).

If trade names are used, define at point of first use. If nomenclature is specialized,
include a “Nomenclature” section at the end of the paper, giving definitions and dimensions
for all terms. Use SI units insofar as possible. Refer to The ACS Style Guide for lists of SI
units and a discussion of their use.

Write all equations and formulas clearly and number equations consecutively. Place
superscripts and subscripts accurately; avoid superscripts that may be confused with
exponents. Identify typed letters and numbers that might be misinterpreted, such as “oh” for
zero or “ell” for one. Chemistry numbering requiring primes should be identified as such, not
by a comma; e.g. 3,3’-hydroxy-.

It is the authors’ responsibility to provide correct nomenclature. All nomenclature
must be consistent and unambiguous
and should conform with current American usage. Insofar as possible, authors should use
systematic names similar to those used by Chemical Abstracts Service, the International

Union of Pure and Applied Chemistry, and the International Union of Biochemistry and
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Molecular Biology. Chemical Abstracts (CA) nomenclature rules are described in Appendix
IV of the Chemical Abstracts Index Guide. For CA nomenclature advice, consult the Manager
of Nomenclature Services, Chemical Abstracts Service, P.O. Box 3012, Columbus, OH
43210-0012. A name generation service is available for a fee through CAS Client Services,
2540 Olentangy River Road, P.O. Box 3343, Columbus, OH 43210-0334 [telephone (614)
447-3870; fax (614) 447-3747; e-mail answers@cas.org]. In addition, the ACS website has

links to nomenclature recommendations at http://chemistry.org.

SAFETY
Authors are required to call special attention in their manuscripts to safety
considerations such as explosive tendencies, special precautionary handling procedures, and

toxicity.

ACKNOWLEDGMENT
Include essential credits but hold to an absolute minimum. Omit academic and social
titles. Meeting presentation data and acknowledgment of financial support of the work should

not be included here; give these instead in a note following the Literature Cited.

LITERATURE CITED

Consult The ACS Style Guide and current issues of the Journal for examples of
reference format.

Authors should cite all prior published work directly pertinent to the manuscript.
However, extensive bibliographies that go beyond a direct connection with the manuscript are
discouraged. Prior work can often be covered by citation of a few leading references or of
review articles. As a general guideline, authors should attempt to limit the literature cited to
approximately 30 or fewer citations.

Authors are responsible for the accuracy of their references. References taken from a
review or other secondary source should be checked for accuracy with the primary source.
References should be listed on a separate sheet and numbered in the order in which they are
cited in the text.

References should be cited in the text by an on-line italic number in parentheses, for
example, (1), (2-9), etc.

Give complete information, using the last name and initials of the author, patentee, or

equivalent; do not use “Anonymous”.
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Follow Chemical Abstracts SerVice Source Index for abbreviations of journal titles.
Because subscribers to the Web edition of the Journal are now able to click on the
“Chemport” or other tag following each reference to retrieve the corresponding abstract from
various Web resources, reference accuracy is critical.

Typical references follow the styles given below.

For journals:

1. Brown, J.; Jones, M.; Green, D. Article title. J. Agric. Food Chem. 1980, 28, 1-4.
(Use issue number only if each issue of the periodical begins with page 1.)

For books:

2. Smith, L; Caldwell, A. Chapter title. In Book Title, edition no.; Keys, F., Park, G.,
Eds.; Publisher: City, State (or Country if non-U.S.), Year; Vol. no., pp.

Papers should not depend for their usefulness on unpublished material, and excessive
reference to material “in press” is discouraged. Reference to the authors’ own unpublished
work is permitted if the subject is of secondary importance to the manuscript in question, but
any unpublished results of central importance must be described in sufficient detail within the
manuscript. If pertinent references are “in press” or unpublished for any reason, furnish
copies to enable reviewers to evaluate the manuscript. An electronic copy of these
materials should be uploaded according to the directions for review-only Supporting

Information.

TABLES AND ARTWORK

The tables and graphics (illustrations) should be inserted after the Literature Cited
section.

Tables and figures should be carefully designed to maximize presentation and
comprehension of the experimental data with superfluous information excluded. Useful
information not directly relevant to the discussion may be included under Supporting
Information.

Tables. Tables may be created using a word processor’s text mode or table format
feature. The table format feature is preferred. Ensure each data entry is in its own table cell. If
the text mode is used, separate columns with a single tab and use a line feed (return) at the
end of each row. Tables should be numbered consecutively with Arabic numerals and should
be grouped after the Literature Cited section. Footnotes in tables should be given letter

designations and be cited in the table by italic superscript letters. The sequence of letters
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should proceed by row rather than by column. Each table should be provided with a
descriptive heading, which, together with the individual column headings, should make the
table, as nearly as possible, self-explanatory. In setting up tabulations, authors are requested to
keep in mind the type area of the journal page (17.8 x 25.4 cm), and the column width (8.5
cm), and to make tables conform to the limitations of these dimensions. Arrangements that
leave many columns partially filled or that contain much blank space should be avoided.
Conversely, arrangements that include >20 columns should be broken into two tables if
possible. If significance of Values is to be indicated, use a lower case letter, on line, one space
after the value.

Figures and Artwork. Insert the illustrations into the word-processing file following
the Literature Cited. Artwork should be sequentially numbered using Arabic numbers.
Schemes and charts may have titles and footnotes; figures should have captions.

For bar charts, bars with hatching patterns generally reproduce well. Bars that range in
shading from light to dark gray to black can usually be reproduced successfully, although we
do not recommend any more that two shades of gray. A legend needs to be included within
the figure itself rather than the patterns or shades included in the caption.

For manuscripts containing gel patterns, use of a high resolution digital scanner is
recommended. Only high-quality digital reproductions will allow reviewers to correctly verify
the experimental results. For an example of gel patterns see J. Agric. Food Chem. 2004, 52,
5717-5723, Figures 2 and 3.

Only readable and accurately represented images are acceptable; the Editors reserve
the option to reject images that do not satisfactorily support points made in the
manuscript or that are not of satisfactory quality for publication.

The quality of the illustrations printed in the Journal largely depends on the quality of
the originals provided. Figures cannot be modified or enhanced by the journal production
staff. Contrast is important. Remove all color from graphics, except for those graphics that are
to be considered for publication in color (see paragraph below on color reproduction for
details). Each figure or photograph should be properly labeled.

[llustrations must fit a one- or two-column format on the journal page. For efficient
use of journal space, singlecolumn illustrations are preferred.

For best results, submit illustrations in the actual size at which they should appear in
the journal. Illustrations that do not need to be reduced to fit a single or double column will
yield the best quality. Lettering should be no smaller than 4.5 points. (Helvetica or Arial type

works well for lettering.) Lines should be no thinner than 0.5 point. Lettering and lines should
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be of uniform density. Avoid the use of very large and very small lettering within the same
figure.

If artwork that must be reduced will be submitted, use larger lettering and thicker lines
so that, when reduced, the artwork meets the above-mentioned parameters. Avoid using
complex textures and shading to achieve a three-dimensional effect. To show a pattern,
choose a simple crosshatch design.

Color photographs and artwork may be printed in the journal if the Editor approves
of their use. Color illustrations should be submitted only if they are essential for clarity of
communication. Reproduction of color illustrations will be provided at no cost to the author;
however, a surcharge of $100 per 100 reprints will be added to the standard cost of reprints.
Do not submit color prints to be printed in black and white.

Structural Formulas. Authors should note that structural formulas are valuable in
expressing concisely the precise nature of the compounds under discussion and revealing the
essence of the subject to readers unfamiliar with the topic, without their necessary recourse to
reference materials. The use of chemical names without accompanying structures may cause
readers to overlook the significance of the paper.

Structures should be produced with the use of a drawing program such as ChemDraw.

Structure drawing preferences (preset in the ACS Stylesheet in ChemDraw) are as follows:

as drawing settings select

chain angle 120
bond spacing 18% of width
fixed length 14.4 points (0.508 cm, 0.2 in.)
bold width 2.0 points (0.071 cm, 0.0278 in.)
line width 0.6 point (0.021 cm, 0.0084 in.)
margin width 1.8 points (0.056 cm, 0.0222 in.)
hash Sp2, Iggﬂings select 25 points (0.088 om, 0.08471N) ey e 5 plesn
font Arial or Helvetica
size 10 points
Irijay ,‘-\.n:l-‘.l-'ll' = e
under preferences choose i LI Lelin
units points ik [

Using the ChemDraw ruler or appropriate margin settings, create structure blocks,
schemes, and equations having maximum widths of 11.3 cm (one-column format) or 23.6 cm
(two-column format). Note: if the foregoing preferences are selected as cm values, the
ChemDraw ruler is calibrated in cm. Also note that a standard sheet of paper is only 21.6 cm
wide, so all graphics submitted in two-column format must be prepared and printed in
landscape mode.

Use boldface type for compound numbers but not for atom labels or captions.
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Authors using other drawing packages should, as far as possible, modify their

program’s parameters to reflect the above guidelines.

TABLE OF CONTENTS GRAPHICS

Authors may include a suitable graphic for publication in the table of contents (TOC)
in the Web edition of the Journal. Submission of this graphic is optional. This graphic
should capture the reader’s attention and, in conjunction with the manuscript’s title, should
give the reader a quick visual impression of the type of chemistry described. Structures in the
TOC graphic should be constructed as specified under Structural Formulas above. The TOC
graphic may be up to 4.7 in. (12.0 cm) wide and 1.8 in. (4.6 cm) tall. (See detailed instructions
at the Paragon Plus website.) Text should be limited to labels for compounds, reaction arrows,
and figures. The use of color to enhance the scientific value is acceptable. The TOC graphic

should be inserted on a separate page at the end of the manuscript file.

SUPPORTING INFORMATION

Extensive tables, graphs, spectra, calculations, and other material beyond a modest
content in the printed paper may be included in the Web edition of the journal. These will not
be part of the printed article but can be accessed separately on the web by readers.

Supporting Information is uploaded as a separate file, as specified by the manuscript
submission system, at the time the manuscript is submitted.

The material should be described in a paragraph inserted between the
Acknowledgment and the Literature Cited sections, using the following format: “Supporting
Information Available: Description. This material is available free of charge via the Internet at

http://pubs.acs.org.”

Components of the Supporting Information should be clearly labeled.

DO NOT UPLOAD FIGURES AND TABLES THAT ARE TO BE PUBLISHED
IN THE ARTICLE INTO THE SUPPORTING INFORMATION FILE. Figures and
tables that will appear in the published article are to be inserted in the manuscript directly

after the Literature Cited section.

CURRENTLY ACCEPTABLE WORD-PROCESSING PACKAGES
Refer to the Paragon Plus Environment website

(http://pubs.acs.org/paragonplus/submission/software.html). LaTeX users should follow the

guidelines given at http://pubs.acs.org/paragonplus/submission/tex.html.
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WORD-PROCESSING DETAILS

When preparing a manuscript, use the document mode or its equivalent in the word-
processing program, that is, do not save files in “Text Only” (ASCII) mode. If a non-Western
version of the word-processing software is used to prepare the manuscript, save the file in
rich-text format (RTF). Do not include any page-layout instructions such as placement
information for graphics in the file. The text should be left justified, and automatic end-of-line
hyphenation should be turned off. Use carriage returns only to end headings and paragraphs,
not to break lines of text. Do not insert spaces before punctuation. To ensure expeditious
processing of a manuscript, the references should conform to the format described under
Literature Cited. Ensure that all characters are correctly represented throughout the
manuscript: for example, 1 (one) and 1 (ell), O (zero) and O or o (oh), x (ex) and X (times
sign). Check the final copy carefully for consistent notation and correct spelling. The editorial
office conversion program will faithfully translate any errors to the typeset copy.

All of the text (including the title page, abstract, all sections of the body of the paper,
figure captions, scheme or chart titles and footnotes, and references) and tabular material
should be in one file, with the complete text first followed by the tabular material. It is best to
use the fonts “Times” and “Symbol”. Other fonts, particularly those that do not come bundled
with the system software, may not translate properly. Ensure that all special characters (Greek
characters, math symbols, etc.) are present in the body of the text as characters and not as
graphic representations. Consult the documentation for the specific software package being
used on how to detect the presence of graphics in the files and replace them with the
appropriate text characters.

As additional features become available, these instructions will be updated at the

Journal’s website.

REVISIONS AND RESUBMISSIONS

For all revisions:

* Clearly identify the manuscript as a revision; reference the manuscript number.

* Include an itemized list of changes, with a response to each comment made by the Editor
and by each reviewer.

* Be aware that the manuscript may be sent for additional review, at the discretion of the
Editor.

* Please fax the copyright status form to the assigned Editor.
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For all resubmissions:

* Clearly identify all resubmissions; reference the previous manuscript number.

* Include an itemized list of changes, including a response to each comment made by the
Editor and by each reviewer.

* Indicate the three most appropriate journal sections for the article; a list of sections appears
in the Journal Scope section of these instructions, and also at the Paragon Plus manuscript
submission website. Final decision on the category under which the manuscript will be listed
lies with the Editor.

* Please fax the copyright status form to the assigned Editor.

COPYRIGHT STATUS FORM

The ACS Copyright Status Form must be completed and signed for each submitted
manuscript. No substitute forms or attachments are acceptable. A copy of this form can be
found on the ACS Paragon Plus website. The ACS Copyright Status Form is a legal document
and must be signed manually. Once the form has been signed, it may be faxed or mailed to the
Editor’s office. Authors also have the option of uploading a PDF or TIF version of the signed
form at the time of submission. The Completed and Signed Copyright Form file designation
should be selected. For questions about the form or about signing the form, contact the
ACS Copyright Office at (202) 872-4368 or -4367.

Note: Authors who are not U.S. government employees or bona fide agents should
sign the top portion of the form only. If ALL of the authors were employees or bona fide
agents of the U.S. government when the paper was prepared, the work is “a Work of the U.S.
Government” and only the lower section, “Certification as a Work of the U.S. Government”,
should be signed if BOTH of the following circumstances apply:

* ALL authors are or were bona fide officers or employees of the U.S. Government
when the paper was prepared.

* The work is a “Work of the U.S. Government”, prepared by an officer/employee of
the U.S. government as part of official duties.

If the work was prepared under a U.S. government contract or is coauthored by a
non-U.S. government employee, the work is not a “Work of the U.S. Government”; DO
NOT SIGN THIS LOWER SECTION. Sign only the top part of the form, on the line
marked with the pointing hand. Call the ACS Copyright Office at the above telephone number

for assistance.
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PROOFS AND REPRINTS

Proofs. Galley proofs are made available to only the corresponding author of a paper
via a secure website. It is the responsibility of the corresponding author to ascertain that all
coauthors agree with the corrections before the corrections are returned. Corrections should be
designated by galley proof line number.

ACS Policies for E-prints and Reprints. Under the ACS Articles on Request policy,
the Society will provide (free of charge) to all contributing authors a unique URL within the
ACS website that they may e-mail to colleagues or post on external websites. These author-
directed links are designed to facilitate distribution of an author’s published work to interested
colleagues. The ACS Articles on Request policy allows 50 downloads within the first year
after web publication and unlimited access via the same author-directed links 12 months after
web publication.

The ACS AuthorChoice option establishes a fee-based mechanism for authors or their
research-funding agencies to sponsor the open availability of their articles on the web at the
time of online publication. Under this policy, the ACS as copyright holder will enable
unrestricted web access to a contributing author’s publication from the Society’s website in
exchange for a fixed payment from the sponsoring author. ACS AuthorChoice will also
enable participating authors to post electronic copies of published articles on their own
personal websites and institutional repositories for noncommercial scholarly purposes and
allow immediate open access to an article as soon as it is published on the ACS website. For
more details on ACS AuthorChoice, please visit
http://pubs.acs.org/4authors/authorchoice/index.html.

For paper reprints, the reprint order form (provided with the proof) and purchase order
or check should be sent prior to the publication date to Cadmus Reprints, P.O. Box 751903,
Charlotte, NC, USA 28275-1903. Reprints will be shipped within two weeks after the printed
issue date. Neither the Editors nor the Washington ACS Office keeps a supply of reprints;
requests for single copies of papers should be addressed to the corresponding author of the

paper concerned.

REPORTING SPECIFIC DATA

Gas Chromatographic Methods. For manuscripts in which gas chromatographic
methods are used, see “Reporting of Gas Chromatographic Methods”, by Morton Beroza and
Irwin Hornstein [J. Agric. Food Chem. 1973, 21, 7A (located at the back of the January 1973

issue or as a link from the Journal’s Author Information page)].



110

Spectroscopic Data. This is a guide only; in certain cases different methods of data
presentation may be more suitable. Authors are encouraged to consult examples of data
presentation published in recent issues of the Journal for appropriate style and format.
Complete infrared, NMR, mass, or other spectra will be published only if novel or
necessary to substantiate points made under the Results or Discussion sections. Such
presentations take up valuable space, and essentially the same information can frequently be
put into a much more compact form by simply listing the position and intensity of the
maxima. It is usually not necessary to list all of the maxima in the spectra to provide an
adequate description. Report the type of instrument used (e.g., in mass spectrometry, whether
magnetic, quadrupole, etc.) and also the type of cell, the solvent (if any), and the state of the
sample (whether liquid, gas, solution, etc.).

Mass Spectra. List the molecular ion and about 10 of the major ions with their
intensities in parentheses, or more preferably use the method outlined by H. S. Hertz, R. A.
Hites, and K. Biemann (4nal. Chem. 1971, 43, 681-691). This method involves dividing the
spectrum into consecutive regions of 14 mass units starting at m/z 6 (i.e., 619, 20-33, 34-47,
48-61, etc.). The two most intense ions in each region are then listed. Intensities, relative to
the most intense ion, the intensity of which is taken as 100, are shown in parentheses
immediately following the m/z value; for example: hexanal, mass spectrum found (70 eV, two
most intense ions each 14 mass units above m/z 34): 43 (86), 44 (100), 56 (86), 57 (65), 71
(28), 72 (33), 82 (18), 85 (5), 97 (2), 100 (2). If the molecular ion does not appear in this
presentation, the author should indicate it separately.

Proton Magnetic Resonance (PMR or 1H NMR) Spectra. The frequency used, the
solvent, and also temperature (if other than ambient) are first specified. The type of unit used
(0 or 7) is then stated, followed by the position of the center of gravity of the sharp line, broad
line, or spin—spin multiplet in these units. This is then followed by information in parentheses
which (1) describes the type of splitting, that is, singlet as s, doublet as d, triplet as t,
quadruplet as qd, multiplet as m; (2) gives the value of the number of protons the area
represents; (3) gives the coupling constant J; and (4) gives the part of the molecule connected
with the particular absorption with the protons involved underlined. As an example that would
be PMR for ethanol (60 MHz, CCl4): ¢ 1.22 (t, 3, J ) 7 Hz, CH2CH3), 2.58 (s, 1, OH), 3.70
(qd, 2, J) 7 Hz, OCH2CH3).

Other Spectra. In general, list position and intensity of the maxima. In some cases it
may be desirable to list points of inflection. A brief explanation should be given for any

abbreviations not in common use.
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Examples:

* Reporting liquid chromatography (HPLC) and HPLC/MS:

“Analysis of Polyphenolic Antioxidants from the Fruits of Three Pouteria Species by
Selected Ion Monitoring Liquid Chromatography—Mass Spectrometry”, by Jun Ma et al. J.
Agric. Food Chem. 2004, 52, 5873-5878.

* Reporting data in detail, including UV shifts and IR
spectra:

“Characterization of Vegetable Oils: Detailed Compositional Fingerprints Derived from
Electrospray lonization Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometry”, by
Zhigang Wu et al. J. Agric. Food Chem. 2004, 52, 5322-5328.

Novel Compound Characterization. For a discussion of the Journal’s expectations
for compound characterization, please read “Compound Identification: A Journal of
Agricultural and Food Chemistry Perspective” by R. J. Molyneux and P. Schieberle. J.
Agric. Food Chem. 2007, 55, 4625-4629 (DOI: 10.1021/j£070242j). It is essential that novel
compounds, either synthetic or isolated from natural sources, be characterized rigorously and
unequivocally. Supporting data normally include physical form, melting point (if solid),
UV/IR spectra if appropriate, 1H and 13C NMR, mass spectrometric data, and optical rotation
(when compounds have chiral centers).

Examples:

* Reporting X-ray data
“Racemic and Enantiopure Synthesis and Physicochemical
Characterization of the Novel Taste Enhancer N-(1-Carboxyethyl)-6-
(hydroxymethyl)pyridinium-3-ol Inner Salt”, by Renaud Villard et al. J. Agric. Food Chem.
2004, 51, 4040-4045.

* Reporting data in detail, including UV shifts “Novel Flavonol Glycoside, 7-O-
Methyl Mearnsitrin, from Sageretia theezans and Its Antioxidant Effect”, by Shin-Kyo Chung
et al. J. Agric. Food Chem. 2004, 52, 4664-4668.

* Reporting data for previously known compounds
“Phenolic Constituents and Antioxidant Activity of Wendita calysina Leaves (Burrito), a Folk
Paraguayan Tea”, by Anna Lisa Piccinelli et al. J. Agric. Food Chem. 2004, 52, 5863—5868.

Flavor Constituents. Manuscripts reporting on flavor constituents should conform to
the recommendations made by the International Organization of the Flavor Industry [for
details, see the Editorial in the October 1996 issue of J. Agric. Food Chem. (44, 2941-2941)].

In brief, any identification of a flavoring substance must pass scrutiny of the latest forms of
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available analytical techniques. In practice, this means that any particular substance must
have its identity confirmed by at least two methods, for example, comparison of
chromatographic and spectrometric data (which may include GC, MS, IR, and NMR)
with those of an authentic sample. If only one method has been applied (MS data alone or
retention index or Kovats index alone), the identification shall be labeled “tentative”. In
addition, authors are encouraged to include at least semiquantitative data on the concentration
of an identified component in the original source, for example, foodstuff or plant part. Ranges
such as <1 ug/kg, 1-10 ug/kg, and 10-100 ug/kg are acceptable.

Flavor is evoked by smell (aroma) and taste. A good example showing the correct
characterization of taste compounds is the study by Czepa and Hofmann (J. Agric. Food
Chem. 2003, 51, 3865-3873). A good example for aroma compound identification is the study
by Milo and Grosch (J. Agric. Food Chem. 1996, 48, 2366-2371).

The use of reference compounds is a must, if data on sensory properties of single
compounds are reported. Odor, which is perceived during sniffing of a food extract at a
certain retention index, may be indicative of the presence of a given compound, but not
conclusive unless substantiated by chromatographic and/or spectrometric data and comparison
with an authentic reference compound.

Soil Classification. Soils used in research should be described down to the family
level according to the soil classification scheme given in Soil Taxonomy, A Basic System of
Soi Classification for Making and Interpreting Soil SurVeys, 2" ed. (Agricultural Handbook
436; U.S. Government Printing Office: Washington, DC, 1999) (available on-line at
http://soils.usda.gov/technical/
classification/taxonomy/). Also give series name if known. This requirement is to allow
comparison and extrapolation to other work giving similar soil classifications, as published in
journals such as the Journal of Soil Science, Soil Science Society of America Journal, Journal
of EnVironmental Quality, and Geoderma. If information is unavailable to classify the soils at
the desired family level, classification should be described or estimated at least to the great
group level in the same classification system.

Statistics. Manuscripts reporting analytical, biological activity, composition, and
related data must include relevant statistical information to support discussion of differences
or similarities in data sets. Refer to a standard statistics reference such as Statistical Methods,
8th ed.; Snedecor, G. W., Cochran, W. G., Eds.; University Press: Ames, 1A, 1989.

Animal or Human Studies. Manuscripts describing studies in which the use of live

animals or human subjects is involved must include under Materials and Methods a statement
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that such experiments were performed in compliance with the appropriate laws and
institutional guidelines, and also name the institutional committee that approved the
experiments. For experiments with human subjects, a statement that informed consent was
obtained from each individual must be included and the consent forms made available to the
Journal on request. Reviewers of manuscripts involving animal or human experiments will be
asked to comment specifically on the appropriateness and conformity to regulations of such
experiments.

Animal Subjects. The use of animals in a study should be employed only when there
are no alternative methods for investigating the fundamental questions of the study. In such
cases, it is the ethical responsibility of all authors to ensure that the care of animals is of the
highest possible order, that pain and/or distress is minimized, and that the numbers involved
are strictly limited to those essential to fulfill the experimental design. In the United States the
care and use of laboratory animals is regulated by the U.S. Department of Agriculture
(USDA) under the Animal Welfare Act. Links to the regulations, including a checklist of
Institutional Animal Use and Care Committees (IUCAC) guidelines, is available at
http://www.aphis.usda.gov/animal_wellfare/publications_and reports.shtml. It is recognized
that researchers in other countries may be governed by different laws and regulations. In such
cases, experiments should be designed to conform either to the above USDA regulations or to
the International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals (1985),
available at http://www.cioms.ch/frame 1985 texts of guidelines.htm.

Human Subjects. The use of human subjects in experimental studies requires informed
consent. Such consent requires that the subjects be informed completely not only about the
procedures involved but also about the aims, design, and expected outcomes of the study.
Consent must be obtained not only when subjects are involved directly in the study but also
when samples (tissue, blood, plasma, etc.) are required for in vitro experiments. In the United
States the protection of human research subjects is regulated by the U.S. Department of
Health and  Human  Services  (HHS). Regulations  are  available  at

http://www.hhs.gov/ohrp/humansubjects/guidance/45¢fr46. htm#46,htm#46.116. Laws and

regulations governing researchers in other countries must be observed, but experiments
should be designed to conform to the intent of the HHS regulations as far as possible.

In relation to the subject matter of the Journal, experiments involving taste and food
quality evaluation and consumer acceptance are exempt from the above regulations [CFR

46.101 (b) (6)]. However, it should be noted that this would not exempt studies in which
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extracts, isolates, pure compounds, etc., obtained from conventional food sources are
subjected to such evaluation.

The Journal will reject any manuscript for which there is reason to believe that
animals have been subjected to unnecessary pain or distress or when informed consent
of human subjects is absent or incomplete.
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