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RESUMO 

 

MARTINS, Amanda Mattos Dias. Efeito da esterilização industrial  sobre os teores de 

licopeno em molhos de tomates adicionados à sardinhas (Sardinellas brasiliensis) 

enlatadas, RJ. 2015. 108p. Dissertação (Mestrado em Ciência e Tecnologia de Alimentos). 

Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015. 

 

O Brasil apesar de possuir extensa região costeira, o consumo per capita de pescados no país 

ainda é inferior ao indicado pela OMS. Uma alternativa para aumento deste consumo seja a 

ingestão de conservas de sardinhas pois são alimentos de fácil transporte, ricos em ácidos 

graxos ômega 3 e de baixo custo de aquisição. Durante a produção das conservas de sardinhas 

são empregados líquidos de cobertura, como molho de tomate, com o intuito de melhorar a 

troca térmica e favorecer a aceitabilidade sensorial do produto. Entretanto, é comum observar 

o descarte desses líquidos pelo consumidor, possivelmente por desconhecerem a qualidade 

nutricional destes. O licopeno, carotenoide naturalmente presente no tomate, é reportado 

como composto de grande potencial antioxidante mas, muito suscetível a degradação e a 

isomerização quando exposto a elevadas temperaturas. Desta forma, o objetivo deste estudo 

foi avaliar através da Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) o efeito da 

esterilização industrial sobre o teor de licopeno presente nos molhos de tomates de conservas 

de sardinhas produzidas em indústria pesqueira situada no Rio de Janeiro. O molho utilizado 

nas conservas foi produzido à partir de polpa de tomate hot break, água e sal. Foram 

preparadas latas contendo apenas molho de tomate (ME) e latas contendo molho de tomate e 

sardinhas (MECS). Todas as latas foram submetidas a esterilização a 126ºC por 40 minutos. 

A quantificação e identificação do licopeno foi realizada através da comparação com tempo 

de retenção e o espectro de absorção UV/VIS, com padrão previamente isolado pelo 

laboratório de Cromatografia Líquida da Embrapa Agroindústria de Alimentos. Foram 

analisados os teores de carotenoides da polpa de tomate, das latas ME e MECS além das 

sardinhas cruas e esterilizadas. Não foi identificado teores de carotenoides nas amostras de 

sardinhas cruas, no entanto, após a esterilização das amostras MECS observou-se migração de 

8% em média, do teor de licopeno total do molho para a sardinha. Foi observado que o 

aquecimento promoveu a isomerização de parte trans-cis do licopeno em todas as amostras, 

sendo as amostras de MECS as que apresentaram maiores teores de isômeros cis. Verificou-se 

que a retenção do licopeno nas latas de ME e MECS foi de 79% e 34% respectivamente, 

mostrando que a presença da sardinha impactou significativamente na degradação do 

licopeno. Com os resultados obtidos no presente trabalho, observou-se que o licopeno é 

resistente a esterilização industrial e sua estabilidade é mais dependente da matriz em que é 

homogeneizado do que ao tempo/temperatura que é exposto. Apesar das amostras MECS 

terem obtido redução significativa do licopeno, o teor médio deste composto foi de 5 mg/lata, 

mostrando que o consumo de sardinhas enlatadas com molho de tomate, além de proporcionar 

o aumento do consumo de pescados, apresenta-se como excelente fonte de ingestão deste 

antioxidante. 

 

Palavras- Chave:  Sardinella brasiliensis; pescados; esterilização; carotenoides. 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

MARTINS, Amanda Mattos Dias. Effect of industrial sterilization on lycopene content in 

tomato sauces added to sardines (Sardinellas brasiliensis) canned, RJ. 2015. 108p. 

Dissertation, (Master in Food Science and Technology). Institute of Technology, Department 

of Food Technology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015. 

 

The Brazil despite having extensive coastal region, the per capita consumption of fish in the 

country is still lower than indicated by the WHO. An alternative to this increased 

consumption is eating canned sardines because they are easy to transport food, rich in omega 

3 fatty acids and low cost. During the production of preserves, commonly are used liquid 

coverages, such as tomato sauce, in order to improve the thermal exchange and to facilitate 

sensory acceptability of the product. However, it is common to observe the disposal of these 

liquids by the consumer, possibly unaware of the nutritional quality of these. Lycopene is 

naturally present in tomato carotenoid is reported as major compound of antioxidant potential, 

but very susceptible to degradation and isomerization when exposed to elevated temperatures. 

Thus, the aim of this study was to evaluate by High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) the effect of industrial sterilization on this lycopene content in canned tomato sauces 

sardines produced in fisheries located in Rio de Janeiro. The sauce was used for the samples 

produced from hot break tomato pulp, water and salt. Only cans were prepared containing 

tomato sauce (ME) and cans containing tomato sauce and sardines (MECS). All the cans were 

subjected to sterilization at 126ºC for 40 minutes. The identification and quantification of 

lycopene was performed by comparison to retention time and UV absorption spectrum / VIS 

with the previously isolated by standard the laboratory of Liquid Chromatography at Embrapa 

Food Technology. We analyzed the carotenoid content of tomato pulp, the ME and MECS 

cans beyond the raw and sterilized sardines. It was identified carotenoid content in samples of 

raw sardine, however, after sterilization of the MECS sample migration was observed on 

average 8% of the total lycopene content sauce for sardines. It was observed that heating 

promoted the cis-trans isomerization of lycopene in all samples, and samples showing higher 

MECS the cis content. It was found that the retention of lycopene in cans and MECS ME was 

79% and 34%, respectively, showing that the presence of sardines significant impact on the 

degradation of lycopene. With the results obtained in this study, there was lycopene is 

resistant to industrial sterilization and its stability is more dependent on the matrix in which is 

homogenized than the time/temperature is exposed. Despite the MECS samples have obtained 

a significant reduction of lycopene, the average content of this compound was 5 mg/can, 

showing that the consumption of canned sardines in tomato sauce, in addition to providing 

increased fish consumption, presents itself as an excellent source of intake of this antioxidant. 

 

Key-Words: Sardinella brasiliensis; fish; sterilization; carotenoids. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Nos últimos anos, a utilização de pescados na alimentação humana tem sido objeto de 

inúmeras pesquisas, pois estes caracterizam-se por conter proteínas de elevado valor biológico 

(presença de todos os aminoácidos essenciais), além da composição de lipídios, destacando-se 

os altos teores de ácidos graxos poliinsaturados da série ômega 3 (w3). Estes ácidos graxos 

estão relacionados com efeitos benéficos à saúde, como a prevenção do desenvolvimento da 

arterosclerose, hipertensão, doenças auto-imunes, problemas alérgicos, além de reduzirem a 

incidência de doenças cardíacas, desenvolvimento de anginas, arritmias e câncer. 

Atualmente, o conceito que a boa alimentação proporciona saúde e qualidade de vida, 

tem estimulado inúmeras pesquisas na área de alimentos. A busca da população pela inserção 

de produtos com compostos bioativos e alimentos funcionais na dieta, tem sido visto como 

importante alternativa para o aumento de expectativa de vida e na prevenção de doenças.  

O Brasil possui uma extensa região costeira com extensão de 8.547 Km, além de 4.000 

Km de rios e um grande número de açudes. Apesar de possuir grande potencial produtor, o 

país está muito aquém de sua capacidade. A produção anual brasileira de pescados gira em 

torno de 1,5 milhões de toneladas, contudo, segundo a Organização das Nações Unidas para 

Alimentação e Agricultura (FAO), estima-se que, em 2030, o Brasil será um dos maiores 

produtores mundiais, com a estimativa de produção de 20 milhões de toneladas/ano. A meta 

até o final de 2014 será atingir a marca de 2 milhões de toneladas.  

Entretanto, apesar do aumento significativo do consumo de peixes no Brasil, sua 

aquisição pelos consumidores é relativamente baixa. Dentre os principais fatores responsáveis 

pelo baixo consumo estão, dificuldade na distribuição de pescado fresco em grande parte do 

país, falta de hábito e baixa qualidade do produto encontrado em feiras livres e mercados, 

sendo mais comum o consumo de pescado enlatado em detrimento aos similares frescos. 

Entre as espécies oriundas da pesca, os peixes representam mais de 87 % do total 

produzido (10 % de moluscos e 3 % de crustáceos) sendo o principal gênero capturado, a 

sardinha verdadeira (Sardinella brasilliensis). Essa espécie é a mais consumida no Brasil, 

apresentando um volume de captura de 83.286 ton em 2009, 62.134 ton em 2010 e 72 mil ton 

em 2011.  

Para a comercialização de sardinhas em larga escala, é necessário a aplicação de 

técnicas de processamento capazes de aumentar sua estabilidade microbiológica. Entre as 

técnicas mais utilizadas e importante, está a elaboração de sardinhas enlatadas esterilizadas. O 

objetivo principal do enlatamento de pescados consiste na preparação de um produto de boa 

qualidade, capaz de ser armazenado durante um tempo razoável, além de ser uma excelente 

forma de transporte, sem a necessidade de refrigeração. 

Durante o processamento de sardinhas enlatadas, são comumente empregados 

diferentes líquidos de coberturas: natural (água e sal), óleo comestível, azeite de oliva, óleo 

comestível com ervas finas e molho de tomate. Em geral, são utilizados com o intuito de 

melhorar as características sensoriais do produto e facilitar a troca térmica durante a 

esterilização. Entre os líquidos de cobertura mais utilizados, destaca-se o molho de tomate. 

O consumo de produtos derivados de tomates é recomendado do ponto de vista 

nutricional, uma vez que o licopeno, carotenoide naturalmente presente no fruto, possui 

grande potencial antioxidante. Estudos epidemiológicos indicam que o consumo de 

antioxidantes naturais de origem vegetal reduz o risco de ocorrência de doenças crônicas não 

transmissíveis, tais como doenças cardiovasculares e câncer. 
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O consumo de alimentos enlatados deve ser estimulado por se tratar de um alimento 

seguro e capaz de auxiliar as necessidades impostas pela vida moderna, onde o tempo de 

preparo dos alimentos são um fator limitante. Entretanto, a temperatura e o tempo necessários 

no processamento de alimentos enlatados são importantes fatores que podem contribuir para a 

degradação de compostos benéficos a saúde, como os ácidos graxos w 3 e os carotenoides. 

Todavia, apesar das dimensões da costa brasileira e importância da indústria pesqueira 

de sardinha em inúmeros estados, principalmente no Rio de Janeiro, estudos que avaliam a 

qualidade do molho de tomate utilizado pela indústria; os efeitos da esterilização industrial 

sobre os teores de licopeno e a interação do mesmo quando adicionado a sardinhas enlatadas 

são praticamente inexistentes.  
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OBJETIVO GERAL  

 

Preparar e processar sardinhas (Sardinella brasilliensis) enlatadas com molho de 

tomate junto à indústria pesqueira no estado do Rio de Janeiro, bem como, avaliar o efeito da 

esterilização industrial sobre o conteúdo de licopeno presente nas latas de sardinhas com 

molho de tomate. 
 

Objetivos específicos 
 

¶ Extrair e isolar padrão cromatográfico de licopeno com teor de pureza superior a 90% 

utilizando como matriz frutos de melão de São Caetano (Mormodica charantia L.); 

¶ Esterilizar amostras contendo sardinhas e molho de tomate; 

¶ Avaliar os teores de umidade e carotenoides totais das amostras de polpa de tomate , 

das sardinhas evisceradas cruas, sardinhas esterilizadas, do molho de tomate 

esterilizados com e sem sardinha; 

¶ Quantificar teor de carotenoides totais por Espectrofotometria; 

¶ Quantificar o teor de b-caroteno e licopeno das amostras preparadas utilizando técnica 

de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE-DAD); 

¶ Avaliar a ocorrência de migração dos principais carotenos característicos do tomate 

(b-caroteno e licopeno) para as sardinhas; 

¶ Avaliar o efeito da presença da sardinha na degradação do licopeno; 

¶ Avaliar o efeito do processamento térmico na isomerização do licopeno; 

¶ Avaliar o teor de ácido ascórbico (vitamina C) na matéria-prima e após os tratamentos; 

¶ Quantificar o teor de licopeno disponível por lata de amostra de sardinha com molho 

de tomate. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Produção e consumo de pescados  
 

A produção mundial de pescados em 2012 (proveniente tanto da pesca marinha quanto 

da aquicultura) atingiu aproximadamente 158 milhões de toneladas representando um 

incremento de aproximadamente 9% em relação à 2009 (FAO, 2014). A Figura 1 apresenta os 

10 maiores produtores de pescados marinhos no mundo entre os anos de 2011 e 2012. Dentre 

esses anos a produção mundial de pescados marinhos alcançou aproximadamente 82,6 

milhões de toneladas em 2011 e 79,7 milhões de toneladas em 2012. De acordo com os dados, 

entre os 10 maiores produtores 7 são países asiáticos, incluindo a Rússia, pois pescados são 

mais capturados no Oceano Pacífico do que no Atlântico. 

 

 
Figura 1: Produção mundial de pescados marinhos dos dez maiores produtores em 2011 e 

2012. Fonte: Adaptado FAO, 2014. 

 

No cenário mundial, os países asiáticos são importantes produtores e consumidores de 

pescados marinhos. A China foi responsável por 38% da produção mundial de pescados em 

2010 (pescados marinhos e aquicultura), seguido pela Indonésia com 7% e pela Índia com 

5,5% (Tabela 1). Em 2010, das 128 milhões de toneladas disponíveis para consumo humano, 

a Ásia contribuiu com aproximadamente dois terços desse montante, representando 85,4 

milhões de toneladas, dos quais, 42,8 milhões foram consumidos somente na China.  
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Tabela 1: Maiores produtores de pescado toneladas em 2009 e 2010. 

Posição País 
2009 2010 

Produção % Produção % 

1º China 60.474.939 36,95 63.495.197 37,69 
2º Indonésia 9.820.818 6,00 11.662.343 6,92 

3º Índia 7.865.598 4,81 9.348.063 5,55 

4º Japão 5.465.155 3,34 5.292.392 3,14 
5º Filipinas 5.083.218 3,11 5.161.720 3,06 

6º Vietnã 4.870.180 2,98 5.127.600 3,04 

7º Estados Unidos 4.710.653 2,88 4.874.183 2,89 
8º Peru 6.964.446 4,26 4.354.480 2,59 

9º Rússia 3.949.267 2,41 4.196.539 2,49 

10º Mianmar 3.545.186 2,17 3.914.169 2,32 

11º Chile 4.702.902 2,87 3.761.557 2,23 
12º Noruega 3.486.277 2,13 3.683.302 2,19 

13º Coréia do Sul 3.201.134 1,96 3.123.204 1,85 

14º Tailândia 3.287.370 2,01 3.113.321 1,85 
15º Bangladesh 2.885.864 1,76 3.035.101 1,80 

16º Malásia 1.874.064 1,15 2.018.550 1,20 

17º México 1.773.713 1,08 1.651.905 0,98 
18º Egito 1.092.889 0,67 1.304.795 0,77 

19º Brasil 1.240.813 0,76 1.264.765 0,75 
                                                                                                                    Fonte: BRASIL, 2011. 

 

No ano de 2012, assim como em 2010, a China foi o maior produtor de pescado, sendo 

responsável por aproximadamente 17% da produção mundial, seguida de 6,56% da Indonésia, 

6,18% dos Estados Unidos, 5,82% do Peru e 4,92% da Rússia. 

Em relação ao consumo mundial, a demanda cresce a cada ano chegando a alcançar, 

em 2012, uma média de consumo per capita de aproximadamente 20 Kg/habitante/ano, sendo 

a China o maior consumidor de pescados do mundial (FAO, 2014). O consumo per capita do 

país vem aumentando, desde 1990, aproximadamente 27% a cada ano, chegando atingir em 

2010, um consumo de 35 Kg/peixe/habitante (FAO, 2012). 

O Brasil, apesar de dispor de extensa região costeira e condições naturais favoráveis, 

como o clima propício, não ocupa posição de destaque, sendo responsável por menos de 1% 

da produção total mundial de pescados (BRASIL, 2011; FAO, 2012). Apesar do crescimento 

no consumo brasileiro, o consumo per capita ainda é considerado baixo. De 2006 até 2012, o 

consumo aumentou cerca de 53%, alcançando, em 2012, a média de 11,17Kg/habitante, cerca 

de 8 Kg a menos comparados à média mundial. Apesar do significativo aumento, o consumo 

brasileiro ainda encontra-se abaixo da média mínima estabelecida pela Organização Mundial 

da Saúde (OMS), de 12 kg de peixe por ano por habitante (BRASIL, 2011). Umas das razões 

para este fato pode ser explicada pela dificuldade na distribuição de pescado fresco em grande 

parte do país, pela falta de hábito e baixa qualidade do produto encontrado em feiras livres e 

mercados.  

A produção anual brasileira gira em torno de 1,5 milhões de toneladas, sendo a pesca 

marinha a principal fonte de produção de pescados. Quanto a contribuição de cada região 

brasileira para aumento do consumo de pescados, a região Nordeste se destacou no ano de 

2010 sendo a que mais contribuiu com 32% seguida do Sul com 23% e a Sudeste com 16%. 

Em relação à região Nordeste os estados do Maranhão e Bahia foram os maiores produtores 

com aproximadamente 42,92% da produção total. A grande produtividade desta região se 

deve ao fato de possuir grande região costeira, tendo na pesca extrativa sua principal fonte de 
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captura. Em contrapartida, a região Centro-Oeste é a região que menos contribuiu para 

produção brasileira principalmente devido sua localidade (IBGE, 2010). 

 

2.1.1 Produção de sardinhas 

 

A espécie Sardinella brasilliensis ou sardinha-verdadeira é conhecida por formar 

cardumes tipicamente de regiões subtropicais encontrada no Brasil principalmente nas áreas 

de distribuição entre Cabos de São Tomé (Rio de Janeiro) e de Santa Marta (Santa Catarina) 

(IBAMA, 2004; IBAMA, 2011). No estado do Rio de Janeiro a sardinha é pescada 

principalmente na Ilha Grande (Angra dos Reis), arredores de Cabo Frio e na Baía de 

Sepetiba (IBAMA, 2011). Dentre os gêneros mais capturados no Brasil, a Sardinella possui o 

maior destaque (IBAMA, 2011; FAO, 2014). A Figura 2 ilustra a distribuição da Sardinella 

brasiliensis na costa brasileira.  

 

 
Figura 2: Mapa da área de distribuição da sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis). 

Fonte: IBAMA, 2011. 

 

A espécie apresenta ciclo de vida curto e rápido crescimento. Geralmente o tamanho 

indicado para captura são de 90 e 250 mm, com idades até 3 anos, tamanho mínimo de pesca 

é 17 cm, de acordo com o Decreto-Lei 221/67 e do FISET/Pesca (IBAMA,  2004; IBAMA, 

2011). 

O Rio de Janeiro se destaca como o segundo maior em número de embarcações 

permissionadas para pesca de sardinhas nas regiões Sul e Sudeste (Figura 3). Isto se deve  

possivelmente por esta área ser favorecida pela influência de águas subtropicais desta região, 

que são frias e ricas em nutrientes, que permitem a sustentação de grandes populações deste 

gênero (IBAMA, 2004; IBAMA, 2011).  
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Figura 3: Participação relativa de embarcações permissionadas para a pesca da sardinha-

verdadeira no litoral sudeste e sul, por estado, em 2010. Fonte: IBAMA, 2011. 

 

Segundo dados do Conselho Nacional de Pesca e Aquicultura (CONEPE, 2013), no 

ano de 2012 a atividade pesqueira gerou R$216 milhões de reais para economia do Estado do 

Rio de Janeiro, correspondentes a quantidade de 90 mil toneladas de pescados desembarcados 

no estado, tendo um aumento de aproximadamente 15% em relação a 2011. Deste aumento, 

45% equivalem ao desembarque de sardinhas-verdadeiras (Sardinella brasilliensis) o que 

demonstra a importância econômica deste pescado para o estado. 

A pesca industrial brasileira desenvolveu-se por meios de incentivos governamentais e 

tornou-se um segmento de grande relevância social e econômica para municípios litorâneos, 

por se tratar de uma atividade de base, fornecedora de matéria prima para as grandes 

indústrias e centros de distribuição de alimentos (BRASIL, 2011). No Rio de Janeiro a pesca 

industrial foi iniciada na década de 1940 devido ao início da mecanização das embarcações. 

Este processo proporcionou o desenvolvimento da atividade pesqueira e auxiliaram a criação 

de duas fábricas de enlatamento de pescado em São Gonçalo; a Rubi, em 1934, e a Coqueiro, 

em 1937 (SEBRAE, 2009). 

Segundo o BRASIL,(2011), entre as regiões Sul e Sudeste, os estados de Santa 

Catarina e Rio de Janeiro apresentam-se como os maiores produtores, contribuindo em grande 

parte para exportação e para suprimento interno de matéria-prima para produção de conservas 

nacionais (IBAMA, 2004; SEBRAE, 2009; IBAMA, 2011). A Figura 4 apresenta a produção 

dos estados do Rio de Janeiro e Santa Catarina durante os anos de 1999 até 2009.  

 

 
Figura 4: Produção de sardinha-verdadeira nos estados no Rio de Janeiro e Santa Catarina. 

Fonte: Adaptado IBAMA, 2011. 
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A Nomenclatura Comum do Mercosul (NCM) é um método de codificação de 

mercadorias que visa facilitar a coleta de dados em âmbito nacional (MDIC, 2001). Segundo 

o Ministério de Desenvolvimento, Indústria e Comércio Exterior (MDIC, 2001) dentro do 

período de 2002 até 2012, as exportações brasileiras totalizaram US$ 279.500.980, montante 

este referente às modalidades, NCM 16041310 ï correspondentes as sardinhas preparadas em 

conservas e NCM 03037100 ï referente as sardinhas congeladas. Os Estados de Santa 

Catarina e Rio de Janeiro, além de serem grandes produtores se encontram também como 

grandes exportadores, juntos representam aproximadamente 97% das sardinhas exportadas. A 

Tabela 2 apresenta os dados de exportação, em relação ao valor (dólar) e volume (toneladas) 

dos 2 estados brasileiros para ambas modalidades. 

 

Tabela 2: Dados de exportação de sardinhas em relação ao valor e volume (toneladas). 

 
NCM 03037100* NCM 1604310* 

Estados US$ t US$ t 

Santa Catarina 116.411.115 221.913 38.379.856 13.909 

Rio de Janeiro 106.016.901 164.730 6.661.189 2.117 

Outros 6.904.819 10.943 5.127.100 1.887 

Total 229.332.835 397.585 50.168.145 17.914 

                                                                                                             Fonte: MDIC, 2015. 

 

No Brasil, até os anos 1970, a captura de sardinhas era de aproximadamente 200 mil 

toneladas/ano contudo, no ano de 2000, esse número decaiu para 17 mil toneladas/ano, 

levando este pescado quase à extinção no mar brasileiro. Após este fato, o governo passou a 

adotar o período de defeso, que impede a pesca durante quatro meses, respeitando o período 

de reprodução do pescado. Com esta medida, o volume de captura de sardinhas chegou a 

83.286 toneladas em 2009. Porém em 2010, houve uma redução em 25% na captura de 

sardinhas, atingindo um montante de 62 mil toneladas, aproximadamente (BRASIL, 2011). 

Flutuações no volume de captura deste pescado estão relacionadas a diferentes fatores, como 

a mortalidade por predação, poluição aquática e principalmente, a mudanças climáticas, pois 

esta espécie é muito sensível a tais oscilações (ROSSI-WONGTSCHOWSKI et al., 1996). 

A Figura 5 apresenta os principais pescados consumidos no Brasil nos anos de 2009 e 

2010. Segundo dados de aquisição domiciliar do IBGE (2010), sardinha é o segundo pescado 

mais consumido no Brasil, possivelmente por ser um produto de baixo custo, fácil transporte e 

estocagem, capaz de agradar sensorialmente uma ampla faixa da população brasileira, 

especialmente as classes mais carentes.  
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Figura 5: Principais pescados adquiridos pela população brasileira em 2009-2010.  

Fonte: Adaptado de IBGE, 2010. 

 

Em decorrência do elevado consumo e do período de defeso, as importações de 

sardinha congeladas (NCM 03037100) têm sido uma alternativa para atender à demanda 

nacional. A Figura 6 mostra o volume de sardinhas congeladas importadas durante o período 

de 2002 até 2012.  

 

 
Figura 6: Volume de sardinhas (toneladas) congeladas importadas de 2002 a 2012. 

Fonte: Adaptado MDIC, 2015. 
 

Observa-se pelo gráfico que a partir do ano de 2007, onde obteve maior volume de 

importação, a aquisição de sardinhas congeladas vem diminuindo o decorrer dos anos, 

chegando a atingir 28.000 toneladas no ano de 2012. Em contrapartida, o volume de sardinha 
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em conserva (NCM 16041310), apresenta grande aumento no montante importado. Durante o 

período de 2002 até 2012 houve um crescimento de aproximadamente 94%, chegando a 

atingir 8.726 mil toneladas. O aumento no preço médio do quilograma da sardinha congelada 

é um importante fator para a redução no volume importado. Em 2002 o preço médio 

correspondeu a aproximadamente 0,38 centavos/Kg enquanto que em 2012 o valor foi de 1,16 

centavos/Kg. No mesmo período, o preço da conserva importada reduziu de R$ 2,73 para R$ 

2,68 reais o quilograma (IBAMA, 2011; MDIC, 2015). 

A Tabela 3 apresenta os 4 maiores exportadores de sardinha congelada (NCM 

03037100) para o Brasil, durante o período entre 2002 e 2012. Em relação às conservas de 

sardinha (NCM 16041310) importadas, o principal fornecedor é a Tailândia, responsável por 

aproximadamente 80% da aquisição nacional, durante 2002 à 2012 (MDIC, 2015). 

 

Tabela 3: Maiores exportadores de sardinha congelada para o Brasil durante 2002 a 2012. 

Países US$ Toneladas 

Marrocos 136.666.801 175.422 

Venezuela 50.028.689 136.397 

Rússia 18.028.797 38.736 

EUA 8.589.042 22.846 

Outros 16.019.506 397.188 

Total 229.332.835 770.589 

Fonte: Adaptado MDIC, 2015. 
 

2.2 Composição nutricional das sardinhas 
 

Existem três gêneros de sardinhas: Sardinella, Sardina, Sardinops  característicos dos 

mares tropicais, subtropicais e os oceanos Pacífico e Índico, respectivamente. Entretanto, 

apesar destes gêneros possuírem composição química diferentes, são consideradas 

genericamente como sardinhas (IBAMA , 2011). 

 

2.2.1 Teores de ácidos graxos poliinsaturados ômega 3 
 

Sardinhas são um dos pescados mais consumidos no Mediterrâneo e Brasil (BRASIL, 

2011). São pescados ricos em ácidos graxos poliinsaturados ômega 3 (w3), especialmente os 

§cidos eicosapentaen·ico (EPA, 20:5 ɤ3) e docosahexaen·ico (DHA, 22:6 ɤ3) (SALDANHA  

et al., 2008). As altas concentrações de EPA e DHA nestes pescados se devem a sua 

alimentação ser rica em microalgas que possuem em sua composição concentração elevada 

destes compostos (BROWN et al., 1997). 

Estudos mostram a importância de se incluir sardinha na dieta alimentar deva-se a suas 

altas concentrações de ácidos w3 (BANDARRA et al., 1997; VISENTAINER et al., 2000; 

LUZIA  et al., 2003; TARLEY et al., 2004). A inserção de pescados ricos em w3 na 

alimentação promove a prevenção de doenças cardiovasculares e reduzem o risco de 

desenvolvimento de doenças como Alzheimer, diabetes tipo 2 e câncer de mama (UAUY E 

VALENZUELA , 2000; HUANG, 2010; BARRINGER & HARRIS, 2012; MALEKSHAHI  et 

al., 2012; RAATZ et al., 2013; ZHENG et al., 2013). Além disso, pode desempenhar papel 
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importante no desenvolvimento neurológico de recém nascidos, atuando na retina e no 

cérebro (WAINWRIGHT, 2002; CONNER et al., 2004; INNIS, 2008). 

Ácidos graxos w3 como o §cido Ŭ-linolênico (ALA, 18:3w3), ácido eicosapentaenóico 

(EPA, 20:5 w3) e o ácido docosahexaenóico (DHA, 22:6 w3) fazem parte da estrutura dos 

fosfolipídeos das membranas celulares e possuem papel importante no organismo na produção 

de hormônios, coagulação sanguínea, desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso e 

regulação de processos metabólicos de transporte e excreção (MARTIN  et al., 2006). 

No entanto, apesar do organismo humano ser capaz de sintetizar ácidos EPA e DHA a 

partir do ácido ALA , sua produção é limitada e pode ser afetada por fatores genéticos e 

enzimáticos (MARTIN  et al., 2006). Assim, a ingestão desses ácidos graxos na alimentação é 

essencial para a manutenção de uma vida saudável. A razão de w6/w3 na alimentação têm 

grande influência na produção de ácidos graxos w3 (SIMOPOULOS, 2002). Razões elevadas 

resultam na diminuição da produção do EPA, propiciando assim o desenvolvimento de 

enfermidades (FERNANDES et al., 2014). 

Em geral, a dieta ocidental é definida pela presença de elevada ingestão de ácidos 

graxos w6 e baixa de ácidos w3 (SIMOPOULOS, 2002). Possivelmente em detrimento a 

hábitos culturais e pela grande preferência sensorial dos consumidores pelo consumo de 

alimentos processados por fritura de forma caseira ou industrial. Atualmente estimam que a 

razão w6/w3 na dieta ocidental esteja entre 15:1 e 20:1, entretanto, as recomendações pela 

Food and Agriculture Organization (FAO, 2008) variam de 5:1 a 10:1. 

A redução desta razão w6/w3 pode ser contribuída pelo aumento do consumo de 

pescados marinhos, pois estes, quando comparados a peixes de água doce, possuem maiores 

níveis ácidos graxos  w3 e reduzidos níveis de ácidos graxos  w6, especialmente ácidos 

linoléico (LA, 18:2w-6) e ácido araquidônico (ARA, 20:4w-6) (FERNANDES et al., 2014). 

A Tabela 4 mostra a comparação entre os teores de ácidos graxos poliinsaturados 

(PUFA) e de ácidos graxos  w3 (EPA e DHA) em pescados marinhos. Oscilações nos 

resultados das composições lipídicas se devem em função da espécie, alimentação, fase da 

vida, época do ano, captura e estocagem (PACHECO-AGUILAR  et al., 2000; CARDENIA et 

al., 2013).  

 

Tabela 4: Comparação dos teores de ácidos graxos poliinsaturados e EPA e DHA de 

pescados marinhos. 

Pescado Autores PUFA (mg/100g de 

óleo) 

EPA mg/100g 

de óleo) 

DHA mg/100g 

de óleo) 

Atum Caponio et al., (2011) 23,27 - - 

Cavalinha Candela et al., (1997) 20,79 4,62 11,97 

Salmão Candela et al., (1998) 16,79 5,15 7,58 

Sardinha Caponio et al., (2011) 30,17 8,43 15,53 

Sardinha Saldanha et al., (2008) 38,00 11,39 16,73 

 

Dentre as espécies citadas, a sardinha possui o maior teor lipídico seguida pelo salmão 

e a cavalinha. Estes resultados também relatados por Gutierrez & Silva, (1993); Badolato et 

al., (1994); Bandarra et al., (1997); Tarley et al., (2004) e Loiko, (2011).  

De acordo com Bandarra et al., (1997), a sardinha é um pescado cujo os teores 

lipídicos podem apresentar elevada oscilação devido a variações sazonais. Segundo os 

autores, as sardinhas param de se alimentar no período anterior a desova, e passam a utilizar 
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suas reservas lipídicas e protéicas. Os teores de lipídios variam de 1,2% nos períodos entre 

março à abril, atingindo o máximo de 18,4% entre setembro à outubro. 

Estudo realizado por Luzia et al., (2003), avaliaram a influência da sazonalidade na 

composição lipídica de cinco espécies populares de pescado (sardinhas, corvinas, curimbatá, 

tilápia e camarão). Os autores observaram que os conteúdos lipídicos não apresentaram 

diferença significativa apesar de terem sido encontrados valores de 4,0g/100g (base seca) no 

verão e 10,62g/100g (base seca) no inverno. Os teores de colesterol encontrados não foram 

influenciados pela sazonalidade e apresentaram valores entre 72,6 mg/100g no verão e 86,4 

mg/100g no inverno.  

Saldanha et al.,(2008) estudaram a composição de ácidos graxos em amostras de 

sardinhas (Sardinella brasilienses) armazenadas sob refrigeração durante 120 dias. 

Observaram que o conteúdo lipídico na forma crua foi 8,9g/100g (base seca). Este resultado 

foi baixo quando comparado com o encontrado pelos autores Luzia et al.,(2003) e Tarley et 

al., (2004), que obtiveram valores entre 11,65 e 16 g/100 g (base seca) em sardinhas da costa 

brasileira. 

Visentainer et al.,(2000) após avaliarem as concentrações de EPA e DHA em cinco 

pescados marinhos (atum, bonito, olho de boi, cavalinha e sardinha), concluíram que a 

sardinha e o bonito apresentaram maiores somatórios dos ácidos EPA (18,68%) e DHA 

(13,77%) sendo considerados uma boa fonte de alimentar de ácidos w3. 

A quantidade necessária de todos os nutrientes a ser consumida para promover tais 

benefícios ainda não foi definida completamente, entretanto, segundo a FAO,(2012), o 

consumo de 150g de pescados ao dia fornece 50 a 60% das necessidades diárias proteicas de 

um adulto e, segundo recomendações feitas pela American Heart Association (AHA, 2002), a 

ingestão de 200g de pescados com altos teores de ômega w3 duas vezes por semana, pode 

prevenir o aparecimento de doenças cardiovasculares. 

 

2.2.2 Teores de selênio e mercúrio 
 

O consumo de pescados ricos em EPA e DHA, possuem grande importância para o 

crescimento fetal e desenvolvimento das funções neurológica infantil, sendo um importante 

alimento para gestantes no período perinatal (FLEITH & CLANDININ, 2005). Todavia, 

Oken et al.,(2003) verificaram que muitas mulheres alegam que apesar dos benefícios que os 

pescados proporcionam a saúde, justificam que a sua não ingestão devido à preocupação pela 

contaminação por mercúrio. Além de possuir concentrações elevadas de selênio, EPA e DHA, 

a ingestão de sardinhas é indicada para mulheres grávidas, idosos e crianças pequenas, por 

possuir concentrações reduzidas de mercúrio, quando comparada a outros pescados 

consumidos frequentemente, como a merluza (CARDOSO et al., 2013). 

O mercúrio (Hg) ou o metil mercúrio (MeHg), composto orgânico tóxico tem sido 

identificado em muitos pescados e, como é facilmente absorvido pelo organismo, pode vir a 

provocar efeitos adversos aos sistemas cerebral e neurológico quando consumido em grandes 

quantidades (CARDOSO et al., 2013). Estudos sugerem que consumo de alimentos com 

elevadas concentrações de selênio possam auxiliar o problema de ingestão de mercúrio pelos 

humanos, pois alegam que a interação destes componentes promove a redução da absorção do 

mercúrio pelo organismo (TENUDA-FILHO et al., 2010; CARDOSO et al., 2013). 

Embora estudos epidemiológicos sugiram que os benefícios gerados a saúde humana 

sejam advindos principalmente da composição lipídica dos pescados, pesquisas também 

sugerem que presença de aminoácidos não essenciais como taurina, minerais como iodo e 

selênio e vitaminas como a D e B12 também auxiliam na prevenção de doenças (LUND, 

2013). 
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De acordo com Tenuda-filho et al., (2010) a sardinha, quando comparado a outros 

pescados marinhos, apresentou maior concentração de selênio, de aproximadamente 

(0,64mg/kg) seguida da corvina (0,62mg/Kg), cação (0,45mg/Kg) e pescada (0,30mg/Kg). 

Ferreira et al., (2002) quantificaram o conteúdo de selênio em pescados processados e 

consumidos no Brasil., encontrando valores de 0,525 mg/Kg para atum ñs·lidoò enlatado, 

0,460 mg/Kg para sardinhas enlatadas em óleo e de 0,809 mg/Kg para sardinha enlatada em 

molho de tomate.O que evidencia que sardinha processada é uma boa fonte de selênio. 

O selênio é um mineral essencial à nutrição humana, reconhecido como antioxidante 

celular responsável pela prevenção de doenças cardíacas e câncer (CARDOSO et al., 2013). 

De acordo, com IOM, (2000) a ingestão diária necessária de selênio para adultos é de 55mg. 

Em geral, quando comparados a outros tipos de carnes, os pescados possuem 

substancialmente maiores concentrações de selênio. Logo, o consumo de pescados ricos em 

selênio, como a sardinha, representam uma boa alternativa para fonte deste mineral. 

 

2.3 Esterilização comercial de sardinhas 
 

Por se tratar de um alimento altamente perecível, a utilização de métodos de 

conservação ajudam a promover o aumento da vida útil de pescados facilitando sua 

comercialização. Dentre as técnicas de conservação mais utilizadas pela indústria alimentícia 

estão a elaboração de conservas de peixes. 

A esterilidade comercial tem por objetivo expor o produto a determinado tempo e 

temperatura necessários para promover a destruição microbiana e promover o aumento da 

vida útil do produto. O processamento térmico deve ser baseado em rigorosos requisitos de 

segurança alimentar, condições econômicas, dimensionamento de equipamentos e visar 

máxima retenção das qualidades nutricionais dos alimentos (RHODEHAMEL et al., 1992; 

STOFOROS, 1995). 

A esterilização consiste em aquecer o alimento em recipientes hermeticamente 

fechados em autoclaves pressurizadas a temperatura de 121ºC por tempo suficiente para 

destruição de micro-organismos patogênicos. Em alimentos com pH superior à 4,5 unidades, 

como em produtos a base de pescados, o tratamento térmico deve alcançar no mínimo uma 

redução de 12 ciclos logarítmicos (Tabela 5), tendo como microrganismo alvo o Clostridium 

botulinum (STOFOROS, 1995). 

A produção de conservas de peixes são uma grande alternativa para indústria 

alimentícia por serem produtos seguros, de extensa vida de prateleira fácil estocagem e 

transporte. Além de serem práticos para o consumo e serem processados em embalagens 

sustentáveis (FEATHERSTONE, 2012). 

 De acordo com Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de conservas de 

peixes (Instrução normativa SDA nº 45, de 13 de dezembro de 2011) o tratamento térmico 

necessário à conservas de peixes se define como (ANEXO A): 
 

Esterilidade comercial: estado que se consegue aplicando calor suficiente, só ou em 

combinação com outros processos de conservação de alimentos, que assegure a 

destruição das formas viáveis de micro-organismos patogênicos e de outros 

organismos capazes de alterar o produto e que possa multiplicar-se em condições 
normais de armazenamento e distribuição. 

 

Para a produção de sardinhas em conservas o Regulamento Técnico fixa a identidade e 

as características mínimas de qualidade que devem apresentar as conservas para sua 

comercialização (Instrução Normativa SDA Nº 22 DE 11/07/2011 (Federal) (ANEXO B) 

define: 
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Conservas de sardinhas são produtos elaborados a partir de matéria-prima de 

espécies abrangidas por este regulamento, fresca ou congelada, descabeçada, 

eviscerada, com exceção de gônadas e rins, acrescidos de meio de cobertura, 

acondicionados em um recipiente hermeticamente fechado e que tenham sido 

submetidos a um tratamento térmico que garanta sua esterilidade comercial. 

 

A esterilização, além de promover a destruição de esporos bacterianos, tem como 

objetivo agregar aspectos desejados ao produto final, como amolecimento da espinha e 

melhoria da textura do produto. 

Pescados enlatados são produtos de baixa acidez (pH >4,5) e elevada atividade de 

água (Aa>0,97), fatores que oferecem riscos potenciais de proliferação bacteriana, como de 

Clostridium botulinum, razão pela qual medidas extremas de segurança devem ser adotadas 

no seu processamento (JAY, 2005). O Clostridium botulinum é uma bactéria esporogênica 

que sob condições como a ausência de oxigênio e pH acima de 4,5 permitem sua germinação 

e consequentemente produção da toxina botulínica (FDA, 2013). Logo, para que esses 

alimentos sejam considerados seguros microbiologicamente são necessários que sejam 

cumpridos determinados parâmetros de tratamento térmico (JAY, 2005).  

O tempo de morte térmica (TDT- thermal death time) é o tempo necessário para 

eliminar determinado número de micro-organismos a uma determinada temperatura 

específica, baseado em alguns parâmetros intrínsecos como, o valor D do microrganismo. O 

valor D consiste no tempo em minutos necessários para eliminar 90% de microrganismo em 

uma determinada temperatura. O valor D do Clostridium a temperatura de 121,1ºC é 0,21 min 

(FDA, 2013). 

Contudo, devido à preocupação em garantir a segurança dos alimentos processados 

microbiologicamente, geralmente os processos térmicos são superestimados, através da 

exposição do produto a elevadas temperaturas por um tempo acima do necessário, 

promovendo assim uma grande margem de segurança. Assim, convencionou-se que indústrias 

de pescados enlatados devem aplicar tratamento equivalente a 12D ou 12 log como mínimo 

de processo (Tabela 5). 

 
 

Tabela 5: Reduções de 12 ciclos logarítmicos para eliminação de bactérias. 

 

O tratamento 12D refere-se ao processamento o térmico de letalidade necessário para 

reduzir a probabilidade de sobrevivência do esporo mais resistente do Clostridium botulinum 

para 10
-12 

(FDA, 2013). 

Nº D (log) Nº de bactérias vivas Nº de bactérias mortas 

1  1.000.000.000 - 

2 100.000.000 900.000.000 

3 10.000.000 90.000.000 

4 1.000.000 9.000.000 

5 100.000 900.000 

6 10.000 90.000 

7 1.000 9.000 

8 100 900 

9 10 90 

10 1 9 

11 0,1 0,9 

12 0,01 0,09 
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Desta forma, faz se necessário a utilização do conceito de F0, trata-se de calor letal 

integrado recebido em todos os pontos de um recipiente durante o processamento onde é 

padronizado o tempo necessário, em minutos, para destruir esporos ou células vegetativas de 

um alimento (FDA, 2013). No tratamento 12D, o F0 será igual a 2,52 minutos, como mostrado 

abaixo. 
 

 

F0 = D (log a ï log b) 

F0 = 0,21 (log 1- log 10
-12

)
      

 

                                                   F0 = 0,21 x 12 

F0 = 2,52 minutos 

 

Figura 7: Equação do cálculo do F0 à partir do 12D. 

 

Assim, convencionou-se utilizar como intensidade mínima suficiente para eliminação 

até níveis seguros do micro-organismo Clostridium botulinum F0 de aproximadamente 3 

minutos a 121,1ºC (JAY, 2005). 

No Brasil, o valor de F0 (variável capaz de expressar as intensidades do binômio 

tempo x temperatura do tratamento térmico considerando parâmetros do processo e matriz 

alimentar avaliada, não é devidamente regulamentado. De acordo com o boletim do Conselho 

Regional de Medicina Veterinária do estado do Rio de Janeiro (CRMV/RJ, 2008), a próxima 

Revisão do Regulamento de Inspeção Industrial de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) 

deverá trazer regulamentação genérica acerca de conservas cárneas esterilizadas, exigindo F0 

mínimo de 3,0 minutos. No entanto, para o processamento de sardinhas esterilizadas, essa 

regulamentação é insuficiente, uma vez que o processo térmico deve promover também o 

amaciamento da espinha, que ocorre em patamares de F0 bem superiores a esse valor. A 

definição do tempo de exposição do produto é determinado unicamente pelo fabricante, que 

tem a liberdade de padronizar estes tempos considerando os custos, características sensoriais, 

segurança do alimento e capacidade de operação de seus equipamentos. O processamento 

pode acarretar consequências ao produto como perda de nutrientes, alteração na cor, textura, 

sabor e aceleração do processo de oxidação lipídica. 

Durante o preparo térmico, ocorrem reações químicas e físicas que alteram o valor 

nutricional do alimento, como o aumento da digestibilidade devido à desnaturação das 

proteínas ou redução dos teores de compostos termolábeis como as vitaminas lipossolúveis e 

os ácidos graxos poliinsaturados (GARCĉA-ARIAS et al., 2003). Também pode favorecer a 

separação de componentes  como observado pelo autores GARCIA ARIAS et al., (1991); 

LAGO & ANTONIASSI, (2000) e TARLEY et al., (2004) que verificaram que após o 

processamento de sardinhas em conservas os ácidos graxos característicos das sardinhas w3 

(EPA e DHA) haviam migrado para os líquidos de cobertura  das conservas. 

A literatura reporta que a extensão de processos de degradação de nutrientes em 

alimentos é diretamente proporcional à intensidade do processamento térmico dado, logo, é 

observado que a qualidade nutricional, sensorial e microbiológica de um alimento esta 

implicitamente relacionado com a intensidade do processamento térmico de produtos 

enlatados (SALDANHA  et al., 2006; SALDANHA  et al., 2007; SALDANHA  et al., 2008). 

Assim sendo, a avaliação do mesmo é importante para conseguir garantir um produto seguro e 

saudável  

Entretanto, quando o processamento inclui alimentos como sardinha, ricos em 

componentes termosensíveis, como ácidos graxos w3 e colesterol, o uso de antioxidantes 

durante seu processamento pode ser uma alternativa para retardar a oxidação lipídica e a 

perda desses componentes (JACOBSEN et al., 2008). 
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Nas indústrias brasileiras processadoras de conservas de sardinhas, comumente são 

empregados diferentes líquidos de cobertura, utilizados com o intuito de melhorar a troca 

térmica durante a esterilização e as características sensoriais do produto. Entre os líquidos de 

cobertura mais utilizados, destaca-se o molho de tomate. 

Molho de tomate é considerado uma boa fonte de antioxidantes naturais devido a 

presença de compostos como ácido ascórbico e carotenoides (BORGUINI & TORRES, 

2009). É possível, que o uso do molho de tomate em conservas de sardinhas possam 

desempenhar função antioxidante e proteção aos ácidos w3 das conservas de sardinhas. 

Pesquisas elucidam que sardinhas em conserva com  molho de tomate possuem teor de ácidos 

w3 superior a sardinhas em conservas com óleo de soja (TARLEY et al., 2004; MIGUEIS, 

2010).  

Tarley et al., (2004) avaliaram sardinhas enlatadas comercializadas no Brasil 

adicionadas de óleo de soja e molho de tomates como líquidos de cobertura. Verificaram que 

as diferentes composições não influenciaram nos teores de ácidos graxos e colesterol 

presentes nos pescados. No entanto, em relação as concentrações de EPA  e DHA, os autores 

observaram  maiores concentrações nos pescados adicionados de molho de tomate.  

Segundo Migueis, (2010), o consumo de 250 gramas de sardinhas adicionadas de 

molho de tomate por dia, conferem um nível desejável de proteção contra doenças 

cardiovasculares em seres vivos, devido à elevadas concentrações de DHA (22:6 w-3) e EPA 

(20:5 w-3) presentes na sardinha e das altas concentrações de licopeno do tomate. 

Loiko, (2011) observou que sardinhas enlatadas adicionadas de molho de tomate 

apresentaram teores dos ácidos graxos EPA e DHA superiores aos encontrados em sardinhas 

enlatadas adicionadas de óleo como líquido de cobertura.  

Colembergue et al., (2011) testaram sensorialmente amostras de sardinhas enlatadas 

adicionadas de molho de tomates. Os autores verificaram que 54% dos julgadores tinham o 

hábito de consumir sardinha em conserva nas refeições. Também observaram uma 

aceitabilidade de 84% do produto estudado, concluindo que as sardinhas avaliadas têm 

potencial de impulsionar o consumo deste pescado no Brasil. 

De acordo com USDA, (2012), as sardinhas enlatadas adicionadas de molho de tomate 

possuem teores superiores de EPA e DHA quando comparadas as sardinhas adicionadas de 

óleo e a outros pescados enlatados (Tabela 6). 

 
 

Tabela 6: Ômega-3 (g/100g) contido em pescados enlatados fabricados nos Estados Unidos. 

Tipo de peixe processado Total de ômega-3 EPA DHA 

Sardinha do Pacífico enlatada e com 

líquido de cobertura molho de tomate 
1,457 0,532 0,864 

Sardinha do Atlântico enlatada e com 

líquido de cobertura óleo 
0,982 0,473 0,509 

Atum light enlatado e com líquido de 

cobertura água 
0,228 0,028 0,196 

    EPA = Ácido eicosapentaenóico (g/100 g de lipídeos); DHA = Ácido docosahexaenóico (g/100 g de lipídeos) 

                                                                                                              Fonte: Adaptada USDA,2012. 
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No entanto, é comum observar o descarte dos líquidos de cobertura das conservas de 

sardinhas pelos consumidores antes ou durante o consumo, possivelmente por desconhecerem 

a qualidade nutricional destes (COLEMBERGUE et al., 2011). Assim, o estudo sobre a 

qualidade do molho de tomate utilizado nas conservas de sardinha deve ser incentivado, no 

intuito de esclarecer a população sobre os benefícios que o seu consumo pode favorecer. 

 

2.4 Composição do molho de tomate 
 

2.4.1 Polpa de tomate 
 

O tomate (Lycopersicum esculentum L.) é um dos produtos hortículas mais produzidos 

mundialmente, com produção de 162 milhões de toneladas em 2012 e o segundo mais 

consumido no mundo, após a batata (FAOSTAT, 2012). O tomate possui alto teor de 

umidade, baixa concentração lipídica, carboidratos, como frutose e glicose, além de traços de 

minerais como potássio, fósforo e ferro (PINELA et al., 2012). A produção de derivados de 

tomate é uma importante alternativa tecnológica para seu consumo, visto que, o fruto contém 

elevada atividade de água apresentando curta vida útil. Portanto, o processamento industrial 

possibilita que um número maior de pessoas consumam o fruto, agregando melhorias 

sensoriais e nutricionais aos alimentos. 

Na América do Sul, o Brasil destaca-se como o maior produtor de tomate utilizado 

para produção de derivados, sendo também o maior consumidor dos mesmos (DE MELO & 

VILELA,  2005). Segundo Motilva et al., 2014 grande porção dos tomates produzidos, são 

consumidos na forma de produtos industrializados, como polpas e molhos de tomate. 

O processamento industrial da polpa de tomate inclui etapas de processamento como 

trituração, inativação enzimática, concentração e esterilização. Esses tratamentos reduzem o 

conteúdo de umidade e proporcionam ao produto nova aparência, textura e viscosidade 

(CAPANOGLU et al., 2008). Polpas industriais possuem duas classificações conhecidas 

como hot break e cold break. Estas se diferem pelo processamento sofrido e pelos parâmetros 

de qualidade como teor de sólidos solúveis (ºBrix), viscosidade e coloração. Polpas hot break, 

diferentemente das cold break, são submetidas a uma etapa de pré- aquecimento a 

temperaturas mais elevadas, entre 97ºC a 102ºC. Este pré-tratamento promove a inativação 

das enzimas pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG), importantes no 

amadurecimento e textura dos tomates (CHANFORAN et al., 2012; VALLVERDÚ -

QUERALT et al., 2012). Esta inativação proporciona à polpa hot break elevada viscosidade, 

alto teor de sólidos solúveis e cor intensa e, devido a isso, polpas hot break são comumente 

utilizadas para a fabricação de molhos de tomate, pois ao serem diluídas proporcionam a 

formação de produto espesso com melhores atributos sensoriais. 

Pesquisas sugerem que tomates e seus derivados são uma excelente fonte de 

antioxidantes oriundos da presença de vitamina C, carotenoides e compostos fenólicos 

(MOTILVA  et al., 2014). No entanto, o teor de antioxidantes em produtos derivados de 

tomate podem variar de acordo com a matéria-prima e condições de plantio, como clima, solo 

e à irrigação que foram submetidas (DE MELO & VILELA , 2005). 

 

2.4.2 Ácido ascórbico 

 

Tomates são considerados uma boa fonte de ácido ascórbico e sua ingestão está 

relacionada a prevenção de doenças, devido sua capacidade de neutralização de radicais livres 

nos sistemas biológicos (BORGUINI & TORRES, 2009). 

Abushita et al., (1997) e Davey et al., (2000) avaliaram teores de vitamina C em 

tomates de diferentes cultivares e verificaram que as concentrações de vitamina C variavam 
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de 15 a 21mg/100g em base úmida. Os autores atribuíram que as oscilações dos teores de 

ácido ascórbico encontrados no estudo foram advindos a diferenças nas maturidades dos 

frutos e a diferentes estações do ano em que foram coletados (DAVEY  et al., 2000).  

Por se tratar de um composto termosensível, o ácido ascórbico é facilmente degradado 

em presença de calor (DAVEY et al., 2000). Dewanto et al., (2002) observaram que após 

submeter tomates ao aquecimento a temperatura de 88ºC por 2, 15 e 30 minutos o teor de 

ácido ascórbico dos tomates decaiu em 0,53%, 15,79% e 28,95% respectivamente. Capanoglu 

et al., (2008) também verificaram perda de vitamina C decorrentes do processamento de polpa 

de tomate no processo cold break. Os autores ainda observaram que o processamento térmico 

de pasteurização da polpa resultou em perda significativa de 34% de vitamina C. 

 

2.4.3 Carotenoides 
 

Carotenoides são pigmentos biosintetizados por plantas, algas não oceânicas, fungos e 

bactérias. Possuem papel fundamental tanto em vegetais na captação de energia e na proteção 

de processos oxidativos. Possuem como estrutura básica moléculas de isopropeno (Figura 8) 

unidas por sistema de ligações duplas conjugadas definido como cromóforo (O'NEIL & 

SCHWARTZ, 1992). 

 

 
 

Figura 8: Forma estrutural do isopropreno. 
 

O comprimento do cromóforo determina o espectro de absorção e a cor da substância. 

Para que haja produção de cor, um carotenoide precisa ter ao menos sete duplas ligações 

conjugadas e, a medida que o número de ligações duplas aumentam, ocorre mudanças na 

coloração do carotenoide, devido ao deslocamento no espectro de absorção em virtude da 

mudança na estrutura da molécula. Na região do cromóforo, os elétrons são deslocados ao 

longo da cadeia isoprênica proprocionando aos compostos, além da capacidade de absorção 

de energia, elevada reatividade e suscetibilidade a oxidação (BRITTON, 1995).  

Os carotenoides são classificados segundo sua estrutura química (Figura 9). Quando 

constituídos apenas por hidrocarbonetos são classificados como carotenos e, quando possuem 

um ou mais grupos funcionais oxigenados classificam-se como xantofilas (BRITTON, 1995) 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 9: Estruturas químicas de carotenos e xantofilas. 
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2.4.3.1 Capacidade antioxidante dos carotenoides 
 

A produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) são inevitavelmente geradas 

durante o metabolismo celular aeróbico e possuem grande importância no funcionamento do 

organismo, como na fagocitose, onde essas espécies são produzidas para eliminar agente 

agressor (VASCONCELOS et al., 2007). Entretanto, quando sua produção é exacerbada, 

ocasionada devido a pré-disposições genéticas, desequilíbrio imunológico e estresse, podem 

ocasionar mutações gênicas e distúrbios metabólicos, por isso o organismo deve dispor de  

um eficiente sistema antioxidante enzimático e não enzimático para restabelecer o equilíbrio.  

Diversos tipos de ERO podem ser continuamente produzidas nas células. Podem ser 

gerados durante o metabolismo aeróbico nas mitocôndrias, enzimaticamente pelas NAD 

oxidases ou mesmo na formação de hidroperóxidos, podem ser catalizadas devido a clivagem 

dos fosfolipídios e a presença do Fe
+2

 livre, originado da degradação das proteínas heme das 

carnes (CARLSEN et al.,2005). 

O estresse oxidativo gerado pela formação excessiva de espécies radicalares, 

proporciona desequilíbrio entre sistemas pró e antioxidantes do organismo, propiciando o 

aparecimento de doenças. Assim, para que seja reduzido este processo, estudos sugerem que a 

ingestão de alimentos ricos em substâncias antioxidantes, como carotenoides para auxiliar 

este equilíbrio biológico.  

Segundo Rao e Agarwal, (1999) carotenos são grande auxiliadores na prevenção de 

doenças como câncer e doenças cardíacas, pois possuem elevado potencial antioxidante 

devido sua capacidade de seqüestrar ERO, oxigênio singleto e radicais livres (CONN et al., 

1991; EDGE et al., 1997 e KRINSKY & YEUM, 2003). Sua capacidade antioxidante está 

relacionada ao sistema de ligações duplas que permitem aos compostos, a habilidade de 

interferirem na etapa de propagação da oxidação lipídica, devido a estabilização da molécula 

ocasionada por ressonância dos radicais lipídico-peroxil formados durante o estresse 

oxidativo biológico e durante o processamento térmico de alimentos (CONN et al., 1991).  

Em relação à eficácia na desativação dos radicais livres e potencial antioxidante, 

destacam-se o b-caroteno e o licopeno (ABUSHITA et al., 1997). Estudo realizado também 

por Conn et al., (1991) e Tinkler et al., (1994) identificaram o licopeno como o carotenoide 

mais eficiente no sequestro do oxigênio singlet e na proteção de células humanas. O autores 

Liu et al., (2008) estudaram a capacidade antioxidante de soluções mistas que continham b-

caroteno e licopeno e soluções isoladas de ambos. Os resultados sugeriram que as 

propriedades antioxidantes da solução contendo a mistura dos dois carotenos foi 

substancialmente superior a atividade antioxidante dos dois avaliados isoladamente. Assim, 

sugeriram que o consumo de alimentos e formulação de produtos com esses dois carotenos 

podem ser boas alternativas para consumo de antioxidantes. 

No entanto, apesar dos benefícios proporcionados pela ingestão de carotenoides, o 

consumo de alimentos ricos nesses componentes no Brasil ainda é baixo. Pesquisa realizada 

pelos autores Amancio e Silva, (2012) avaliaram o consumo de carotenoides pela população 

brasileira, de acordo com sexo, regiões e condições financeiras. Utilizaram como base de 

dados informações da Pesquisa de Orçamentos Familiares (2008-2009), realizada pelo 

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), envolvendo 34.003 indivíduos com 

idade acima de 10 anos. Concluíram que os maiores consumidores de alimentos fonte de 

carotenoides foram do sexo feminino, moradores do meio urbano e habitantes da Região Sul. 

Com os resultados, sugeriram que o consumo de alimentos com carotenoides devem ser 

incentivados, pois observaram que o consumo médio per capita de carotenoides totais no 

Brasil é de 4.12 µg/dia, valor este, muito inferior ao sugerido pelo Instituto de Medicina e 

pelos pesquisadores Rao e Shen, (2002) que consideram como níveis prudentes para consumo 
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diário de carotenoides totais de 9 a 18 mg, sendo de 3 a 6mg de b-caroteno e 5 a 10mg  de 

licopeno. 
 

2.4.3.2 b-caroteno 
 

O consumo de frutas, vegetais e suplementos enriquecidos com b-caroteno tem sido 

objeto de diversos estudos, possivelmente, devido suas propriedades antioxidantes estarem 

relacionadas à prevenção de doenças como câncer e por ser um dos carotenos mais 

encontrados no plasma e tecidos humanos (STEINMETZ & POTTER, 1996; IOM, 2000; 

CONDRON et al., 2014; YI  et al., 2015). 

Entre os carotenoides, o ɓ-caroteno é o segundo em concentração em tomates, e o 

único a apresentar atividade pró-vitamínica A. O b-caroteno é um micronutriente lipossolúvel, 

em teoria cada molécula deste composto pode ser convertida em duas moléculas de retinol 

(vitamina A). Seu consumo é importante na alimentação humana, pois a carência de vitamina 

A pode acarretar distúrbios visuais, deficiência no desenvolvimento de órgãos e, na 

manutenção do sistema imunológico (WEBER & GRUNE, 2012). No entanto, para que o 

carotenoide seja precursor de vitamina A é necessário possuir pelo menos um anel ɓ-ionona 

não substituído e cadeia lateral poliênica com um mínimo de 11 carbonos (Figura 10). 

 

 

 
         (Anel b-ionona)                                                                                                       (Anel b-ionona) 

 

Figura 10: Forma estrutural do b-caroteno. 
 

Estudos sugerem que o consumo de alimentos fonte de b-caroteno são indicados, pois 

este composto é capaz de interagir com radicais livres agindo como um protetor para células 

humanas, melhorando o sistema imunológico e prevenindo doenças imunodeficientes 

(BENDICH, 1989; YI  et al., 2015).  

Estudo realizado por Bonnie, (1999) indicam que a estabilidade do b-caroteno possa 

ser influenciada pela temperatura de aquecimento, concentração de oxigênio e presença de 

luminosidade. Entretanto, segundo os autores, Mayer-Miebach et al., (2005) o fator que mais 

impacta na degradação deste composto é a presença de oxigênio. Esta conclusão foi obtida, 

após observaram que cenouras aquecidas sob condições atmosféricas a temperaturas 

superiores a 90ºC obtiveram perdas significativas de mais de 20% deste caroteno, no entanto, 

após avaliarem o aquecimento a mesma temperatura sob condições de vácuo não observaram 

degradação do mesmo. 
 

2.4.3.3 Licopeno 

 

A Figura 11 ilustra a estrutura química do licopeno. Este composto apresenta 11 

ligações duplas conjugadas, 2 não conjugadas e ausência de atividade pró-vitamínica A, 

constituindo como o carotenoide mais abundante no tomate e em produtos derivados. 

Segundo Di Mascio et al., (1989) a ausência do anel b-ionona neste pigmento, promove a ele 
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maior capacidade de sequestro de radicais livres quando comparado a outros carotenoides 

como, astaxantina, cantaxantina e b-caroteno. 

 

 
 

Figura 11: Forma estrutural do licopeno (C40H56). 
 

O consumo de alimentos ricos em antioxidantes pode ser uma excelente alternativa a 

prevenção doenças. visto que, cerca de 50% dos casos de doenças originadas sejam advindos 

da alimentação pobre nestes componentes (WILLIAMS  et al., 1999). Segundo os autores 

Cook-Mozaffari et al., (1979); Steinmetz e Potter, (1996); Clinton, (1998) e Giovannucci, 

(1999) a ingestão de tomate e seus derivados pode diminuir em 40% o risco de 

desenvolvimento de câncer de esôfago, além de reduzir o risco de desenvolvimento de 

diversas outras doenças, como, câncer de próstata, pulmão, mama, boca, colo de útero e 

doenças cardíacas. 

Entretanto, apesar do licopeno ser um dos carotenoides mais encontrados no plasma 

sanguíneo, este composto não é sintetizado pelo organismo humano, sendo sua concentração 

sérica dependente exclusivamente da dieta alimentar (TINKLER et al.,1994; BLUM  et al., 

2005). Pesquisa realizada por Rao e Shen, (2002) verificou que o consumo de 5 a 10 mg de 

catchup por doze indivíduos durante o período de duas semanas aumentou significantemente 

o nível sérico de licopeno e reduziu a peroxidação lipídica. Os pesquisadores sugeriram que a 

ação antioxidante do licopeno no organismo esteja relacionada à capacidade de proteção das 

lipoproteínas (HDL e LDL) da oxidação. Abete et al., (2013) estudaram os efeitos do 

consumo do molho de tomate contendo diferentes concentrações de licopeno (12 e 

27mg/100g) na redução dos níveis de colesterol LDL e de estresse oxidativo. Para realização 

da pesquisa os pacientes foram divididos em dois grupos, porém ambos mantiveram 

alimentação saudável e praticaram atividades físicas regularmente. O grupo 1 deveria ingerir 

diariamente 160g de molho contendo 12mg de licopeno, o grupo 2, ingeriram a mesma 

quantidade de molho, porém com 27mg de licopeno. Os autores observaram que apesar da 

ingestão de licopeno por cada grupo ter sido diferente, 85% dos testes concluíram que o 

consumo regular de molho de tomate rico em licopeno reduziu significativamente os níveis de 

colesterol LDL sanguíneo em ambos os grupos. 

Apesar dos avanços nas pesquisas, as quantidades mínimas de consumo de licopeno 

para obtenção de benefícios deste nutriente ainda são conflitantes. Estudos realizados por Rao 

e Shen, (2002) sugeriram o consumo médio para se obter atividade antioxidante in vivo é de 5 

a 10mg de licopeno/dia. Já, Porrini e Riso, (2005), após realizarem uma extensa revisão 

bibliográfica sobre a ingestão diária de licopeno recomendada em países da Europa, Estados 

Unidos, Canadá e Austrália, verificaram que os teores recomendados variaram entre 3,8 mg a 

8,54 mg de licopeno/dia. Observaram que em ordem decrescente, os países que indicam o 

maior consumo de licopeno são os Estados Unidos seguido do Canadá, Holanda, França e 

Irlanda. Em resumo, concluíram que o consumo de 6mg/dia de licopeno aumenta a 

concentração deste composto no plasma sanguíneo fornecendo proteção antioxidante ao 

organismo. 

A quantificação da ingestão de licopeno/dia é de difícil mensuração, pois a 

biodisponibilidade do composto depende de vários fatores como: hábitos alimentares, 

metabolismo celular, pré-disposições genéticas, método de preparação dos alimentos, 
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concentração do componente, meio em que esta dissolvido o licopeno (PORRINI & RISO, 

2005; MORITZ & TRAMONTE, 2006). 

Nos países mediterrâneos e nos continentes Norte e Sul da América, produtos 

derivados de tomate são os que mais contribuem significativamente para ingestão do licopeno 

na alimentação (RAO & SHEN, 2002; DE MELO & VILELA , 2005). Entretanto, a 

concentração de licopeno em produtos derivados do fruto pode apresentar oscilações, pois 

dependem das condições de plantio, clima, maturação dos tomates usados como matéria 

prima, além de serem dependentes das condições de processamento térmico (binômio tempo-

temperatura) aplicado. Os autores Kobori et al., (2010) avaliaram o teor de licopeno presente 

em produtos derivados de tomate produzidos no Brasil e verificaram que os teores 

encontrados em extratos de tomates, catchup, polpa e molho de tomate variaram de 18,8 a 

26mg/100g, 11,1 a 20,3mg/100g; 7,7 a 11,7mg/100g e 9,3 a 11,2 mg/100g de licopeno em 

base úmida respectivamente. Os pesquisadores concluíram que a melhoria da tecnologia de 

processamento no Brasil tem contribuído para obtenção de produtos com grandes 

concentrações de carotenoides. 

Stahl e Sies, (1992) estudaram a biodisponibilidade em suco de tomate não aquecido e 

aquecido com 1% de óleo de soja. Os autores tinham por objetivo verificar se a característica 

lipossolúvel do licopeno auxiliaria na melhor biodisponibilidade do composto ingerido. 

Observaram que, a concentração de licopeno no plasma sanguíneo aumentou em indivíduos 

que haviam ingerido o suco processado com óleo de soja. Assim, concluíram que tanto o 

processamento quanto a presença lipídica no suco analisado favoreceu a melhor absorção 

deste nutriente pelo corpo. Estudo realizado por Unlu et al., (2005) mostrou resultado similar, 

onde verificaram que a absorção do licopeno e b-caroteno foram maiores quando adicionado 

como fonte lipídica o abacate ao alimento. 

 

2.4.3.4 Efeitos do processamento térmico  

 

O tratamento térmico pode promover redução dos teores de carotenoide via 

isomerização e/ou oxidação dos compostos (COLE E KAPUR, 1957; SHI et al., 2000).  

Isômeros são substâncias que apresentam mesma fórmula molecular, no entanto, 

possuem diferentes arranjos entre os átomos proporcionando a estes, diferentes formas 

estruturais (O'NEIL & SCHWARTZ, 1992). O licopeno é capaz de formar isômeros 

geométricos designadOs como E e Z usualmente equivalentes a trans e cis. (SHI et al., 2000). 

A conformação trans é predominante encontrada na natureza em virtude de sua baixa 

energia de conformação, devido as ligações duplas serem coplanares possuindo maior 

estabilidade, além de possuir menor impedimento estérico (BRITTON, 1995). No entanto, no 

plasma e tecidos vivos, o isômero cis é encontrado em maior extensão (SHI et al., 2000; 

BOILEAU et al., 2002; UNLU et al., 2005). A possível explicação para isto é que a forma 

isomérica cis seja mais biodisponível, devido sua estrutura ser mais curta e não linear, 

facilitando sua melhor solubilidade e transporte nas micelas (BOILEAU et al., 2002 ; BOON 

et al., 2010).  

A isomerização do licopeno pode ser ocasionada por diferentes fatores, como 

processamento térmico, mudanças no pH e exposição do composto a iluminação 

(DEWANTO et al., 2002; SHI et al., 2008). Pesquisa realizada por Shi et al., (2008) 

verificaram que processamento térmico de polpa de tomate a temperatura de 121ºC por 1 hora 

e a 80ºC por 2 horas, permitiu a formação de isômeros cis em 18,2% e 35,4% 

respectivamente. Os autores concluíram também, que a presença de luminosidade favoreceu a 

formação de isômeros cis. 
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Pesquisas feitas por Shi & Le Maguer, (2000) verificaram que o tomate fresco não 

continha isômeros cis, entretanto, ao processá-los a elevadas temperaturas, foi observado 

isomerização do composto. Resultado este, similar ao encontrado pelos autores Mayer-

Miebach et al., (2005) que observaram isomerização mais acentuada em cenouras quando 

aquecidas junto a óleo vegetal.  

Os principais isômeros cis licopeno encontrados em alimentos processados são 15-cis, 

13-cis e 9-cis (BRITTON, 1995; MAYER-MIEBACH et al., 2005) (Figura 12). Isômeros cis 

são consideráveis mais instáveis termodinamicamente quando comparados a isômeros trans 

devido à proximidade dos grupos radicais que ocasionam uma maior repulsão de elétrons, 

tornando-os mais instáveis. No entanto, poucos trabalhos elucidam a estabilidade molecular 

entre os isômeros cis do licopeno. Chasse et al., (2001) e Lambelet et al., (2009) 

estabeleceram a ordem de estabilidade: 5 cis mais estável seguido de 9-cis, 13-cis, 15-cis, 7-

cis e 11-cis.  

 

 
Figura 12: Estrutura dos cis-isômeros do licopeno mais encontrados em produtos 

processados termicamente. Fonte: Adaptado CHASSE et al., 2001. 
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Quanto à capacidade antioxidante das formas isoméricas do licopeno, os resultados 

encontrados na literatura são conflitantes. Bohm et al., (2002) sugerem que isômeros cis 

possuem melhor capacidade de seqüestro de radicais livres que isômeros trans, entretanto Zou 

et al., (2014) afirma que ambas as formas geométricas trans-cis são potentes substâncias 

bioativas e possuem grande efeito inibitório no desenvolvimento de doenças e células 

tumorais de câncer de próstata. 

A oxidação do licopeno em produtos derivados de tomate pode ser influenciada pela 

presença de oxigênio, luz e temperatura de exposição (SHI et al., 2000). Segundo os autores 

Sharma & Le Maguer, (1996), a degradação desta substância pode ocorrer em menor 

velocidade quando exposto à condições de vácuo e ausência de luz. Entretanto, os resultados 

encontrados na literatura ainda são contraditórios. Segundo Dewanto et al., (2002) e Shi et al., 

(2008) o aquecimento não promove a degradação do licopeno e sim, melhora sua extração e 

aumento em sua concentração. 

Cole e Kapur, (1957) avaliaram a estabilidade térmica do licopeno após este ser 

submetido à aquecimento de 100ºC por 2 horas em condições de ausência e presença de 

oxigênio. Observaram que a presença do oxigênio impactou significativamente na perda do 

componente, pois em condições atmosféricas obtiveram perda de 25% de licopeno, enquanto 

que em condições de ausência de oxigênio somente 8% foi degradado.  

Sharma & Le Maguer, (1996) avaliaram a estabilidade cinética do licopeno presente 

em polpa de tomate aquecida a 100ºC sob a exposição de luz, oxigênio e vácuo. Perceberam 

que independente da presença ou ausência de luminosidade e/ou oxigênio o fator que mais 

impacta na degradação do composto foi a temperatura, resultando em 24% de perda. 

Entretanto, verificaram que tanto a liofilização quanto a exposição das polpas a estufas com 

temperaturas de 25º a 75ºC não promoveram degradação significativa do composto. 

Shi et al., (2000) avaliaram o efeito de diferentes métodos de secagem sobre a 

retenção de licopeno e formação de isômeros trans-cis. Os tomates foram submetidos aos 

seguintes métodos: secagem em estufas com circulação de ar (EA 95° C por 6 a10 h); 

secagem em estufas à vácuo (EV 55°C por 4 a 8 h); secagem a vácuo com pré-tratamento 

osmótico (EVO 25° C por 4 h, com pré-tratamento osmótico em solução de sacarose a 65° 

Brix); e tratamento osmótico (TO). Verificaram que em geral ocorreu decréscimo do teor de 

licopeno após os processos de desidratação. Observaram os seguintes resultados: No TO, o 

teor de licopeno permaneceu constate; no tratamento EVO o teor de licopeno foi maior que no 

tratamento EV enquanto que o tratamento EA obteve redução no teor de licopeno quando 

comparado ao tomate fresco. Com os resultados, alegaram que o aquecimento em EA 

aumenta a exposição do tomate ao ataque do oxigênio e a luz ocasionando perdas no licopeno. 

Já em EVO a explicação provável deva ser que a presença do açúcar mantêm o oxigênio 

ligado, impedindo-o que este fique livre para iniciar a oxidação licopeno. 

Mayer-Miebach et al., (2005) avaliaram a estabilidade do licopeno em cenouras 

branqueadas e fatiadas da variedade Daucus carotavar. Nutri Red, variedade escolhida por 

apresentar alto teor de licopeno. Os autores verificaram a exposição das amostras a 

temperatura de 100ºC por 2horas favoreceu a oxidação de 30% do teor de licopeno.  

Dewanto et al., (2002) estudaram o impacto do processamento de tomates nas 

modificações nutricionais e nos teores de antioxidantes (ácido ascórbico e carotenoides). 

Durante a pesquisa, submeteram os tomates à trituração e ao cozimento até obtenção de uma 

massa homogênea. Subsequentemente, esta massa foi reaquecida em tacho à vácuo sob três 

diferentes tratamentos: T1 (88ºC por 2 minutos),T2 (88ºC por 15 minutos) e T3 (88ºC por 30 

minutos), sendo vertidas em latas onde foram seladas imediatamente. Os autores relataram 

que tomates crus que continham (2,01 mg trans-licopeno/g de tomate) após serem expostos 

aos tratamento T1, T2 e T3, apresentaram conteúdo de 3,11, 5,45, 5,32 mg trans-licopeno/g de 
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tomate respectivamente. Concluíram que o processamento térmico aumentou o teor de 

licopeno, pois o tornou mais acessível à extração devido a maior liberação dos fitoquímicos 

da matriz. 

Shi et al., (2008) investigaram efeitos da luminosidade e do aquecimento de polpas de 

tomates expostas a temperaturas de 60º, 80º, 100º e 120ºC durante 1 a 6 horas. Sugeriram que 

o aquecimento a 120ºC melhorou a extração do licopeno da matriz, alegando que o tratamento 

térmico em temperatura mais elevada proporcionou a quebra da parede celular acarretando na 

melhor liberação do licopeno. Observaram, que o maior tempo de exposição da polpa a uma 

mesma temperatura ocasionou no maior aumento do teor de licopeno (60ºC por 3 horas teor 

de 18%; 60ºC por 6 horas teor de 23%). 

Jacob et al., (2010) avaliaram a estabilidade dos carotenoides de tomate durante o 

processamento térmico. Concluíram que o aquecimento proporcionou um aumento do valor 

nutricional do tomate devido ao aumento do teor de licopeno e de sua atividade antioxidante. 

Desta forma, torna-se necessário novos estudos para melhorar elucidar o efeito do 

aquecimento no teor de licopeno. 
 

2.4.4 Identificação de carotenoides por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE)  
 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) é uma técnica analítica de alta 

eficiência e precisa para separação de compostos muito utilizada para identificação e 

quantificação de carotenoides (MOTILVA et al., 2014). No entanto, a eficiência do método é 

dependente da escolha do detector, da fase móvel, coluna cromatográfica e método de 

quantificação. 

Dentre os detectores mais utilizados destaca-se o Detector de Arranjo de Diodos 

(DAD ou PDA). Este detector  possui como vantagem em relação ao UV/VIS a possibilidade 

de selecionar o melhor comprimento de onda para cada um dos componentes,  fazendo assim 

que o método otimize a sensibilidade e auxilie a identificação de impurezas.  

Carotenoides por terem diferentes estruturas e diferentes polaridades um dos grandes 

desafios é a escolha do solvente. Em CLAE, quando se utiliza um único solvente com 

composição constante é denominada eluição isocrática, entretanto a eficiência  da separação é 

muito melhorada ou por eluição com gradiente.  

Os solventes comumente utilizados e promovem separações eficientes são o metanol e 

éter metil-terc-butílico (MTBE) (BOHM et al., 2002; NUNES & MERCADANTE, 2006; 

PACHECO et al., 2013). A adição de um solvente menos polar como (MTBE) ou acetona são 

utilizados como modificadores do solvente primário para facilitarem a eluição do licopeno 

(SANDER et al., 2000).  

Para análise de carotenoides é comumente utilizado a cromatografia de fase reversa, 

qual é definida como utilização de fase estacionária é apolar, geralmente, um hidrocarboneto  

e a fase  móvel é relativamente polar (metanol) (SKOOG et al., 2002). Colunas de fase 

reversa C18e C30 vêm sendo amplamente utilizadas para separação de carotenóides.  

Em relação a eluição tanto a colunas C18 poliméricas e na C30 o licopeno é fortemente 

retido e  elui somente após o b-caroteno. Entretanto colunas poliméricas C30 (marca YMC) 

especificamente são mais eficientes para separação de isômeros cis e trans de carotenóides 

apolares como Licopeno e b-caroteno principalmente, visto que carotenoides são moléculas 

de cadeia longa e portanto interações mais extensivas deveriam ocorrer com fases 

estacionárias com cadeias mais longas (SANDER et al., 1994; NUNES & MERCADANTE, 

2006).  
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3 MATERIA L E MÉTODOS 

3.1 Materia l 
 

3.1.1 Materia l de consumo e equipamentos 

Para a realização dos experimentos foram utilizadas as seguintes vidrarias, material de 

consumo e reagentes: 
 

¶ Graal e pistilo de porcelana com 10 cm de diâmetro 

¶ Dosador de celite (3gramas) 

¶ Filtro de vidro sinterizado de porosidade 4  e capacidade de 150mL 

¶ Funis de separação com capacidade de 250mL e 500mL 

¶ Kitassatos com capacidade de 500mL 

¶ Funis raiados de vidro com 5 cm de diâmetro 

¶ Espátulas de inox 40cm 

¶ Beckers com capacidade de 20, 50, 100, 1000 mL 

¶ Balões volumétricos âmbar com capacidade para 25 mL  

¶ Vials âmbar para injetor automático com capacidade para 1,8 e 4mL  

¶ Redutor de volume para vial com volume de 200µL 

¶ Acetona grau HPLC ï Tedia ® 

¶ Éter de petróleo grau HPLC - Tedia® 

¶ Éter etílico grau HPLC - Tedia® 

¶ Metanol grau HPLC - Tedia ® 

¶ Éter metil-terc-butílico grau HPLC - Tedia® 

¶ Celite 545 ï Tedia® 

¶ Sulfato de sódio anidro - Quimex® 

¶ Cloreto de sódio PA - Quimex® 

¶ Bandejas plásticas brancas 

¶ Caixas plásticas brancas 

¶ Termômetro digital 

¶ Sacos plásticos de polietileno 

 

E os seguintes equipamentos  

¶ Geladeira modelo DF45 -Eletrolux 

¶ Pipetador automático com capacidade para 10 a 100µL 

¶ Pipetador automático com capacidade para 100 a 1000µL  

¶ Pipetador automático com capacidade para 0,5 a 5mL  

¶ Balança analítica (0,1mg) 

¶ Homogeinizador ultra Turrax 

¶ Agitador tipo vórtex  

¶ Ultrassom 

¶ Balança analítica 

¶ Cromatógrafo líquido modular modelo W600 -Waters® 

¶ Injetor automático modelo 717 plus- Waters® 

¶ Detetor de arranjo de fotodiodos modelo W26996 -Waters® 

¶ Coluna cromatográfica YMC C30 Carotenoid(250x4,6xmm; 3µm) - Waters® 

¶ Cromatógrafo líquido modelo Alliance 2695 ï Waters® 

¶ Coluna cromatográfica HPX 87H da BIORAD (7,8 x 300 mm) 
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¶ Espectrofotômetro Modelo UV-1800 ï Shimadzu® 

¶ Microcomputador modelo Optiplex GX 240 ï Dell® 

¶ Software de controle e aquisição de dados Empower- Waters® 
 

3.2 Execução da parte experimental 
 

A parte experimental deste trabalho foi executada na indústria de conservas Coqueiro 

situada no município de São Gonçalo estado do Rio de Janeiro. As análises foram realizadas 

no Laboratório de Cromatografia Líquida da Embrapa Agroindústria de Alimentos, acreditado 

pelo INMETRO pela ISO 17.025 para análises de carotenoides, situado no município do Rio 

de Janeiro e no Laboratório de Análises de Pós Graduação do Departamento de Tecnologia de 

Alimentos na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro situado no município de 

Seropédica, estado do Rio de Janeiro. 

 

3.2.1 Procedência das sardinhas 
 

As sardinhas (Sardinella brasilienses) foram capturadas em Angra dos Reis, costa 

litorânea do Rio de Janeiro durante o mês de maio de 2014, por fornecedor registrado pela 

indústria de conservas. O pescado foi transportado em gelo em caminhão refrigerado para a 

indústria de conservas. O intervalo de tempo entre a captura e a entrega na unidade fabril foi 

inferior a 24 horas. 

 

3.2.2 Procedência da polpa de tomate 
 

Para a preparação do molho de tomate utilizado nas conservas foi utilizado polpa de 

tomate hot break 31ºBrix processada industrialmente por fornecedor cadastrado na indústria 

de conservas. A polpa foi embalada à vácuo em bags de alumínio devidamente lacrados 

(Figura 13). 

A polpa hot break foi produzida na unidade fabril, localizada no Norte de Minas 

Gerais. Esta, foi processada pela indústria fornecedora à partir de tomates (Lycopersicum 

esculentum L.) maduros coletados durante setembro de 2013 na localidade do Jaíba, Norte de 

Minas Gerais. O processo de fabricação da polpa se iniciou com a descarga do tomate, sendo 

posteriormente lavados em água clorada. Em seguida é feita trituração dos tomates onde, 

sementes e cascas foram retiradas e enviadas separadamente para o tratamento de resíduos. 

Após a trituração, a pasta foi pré-aquecida a temperatura de 95ºC por 10 minutos e peneirada. 

Em seguida, a pasta pré-aquecida seguiu para o evaporador à vácuo onde foi acondicionada 

sob temperatura de refrigeração até obter teor de sólidos solúveis de 30-32ºBrix, sendo 

esterilizadas a 115ºC por 2 minutos e envasadas assepticamente em embalagens de alumínio 

previamente esterilizadas.  
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Figura 13: Polpa de tomate acondicionada à vácuo em bags de alumínio. 

 

3.3 Métodos  
 

3.3.1 Processamento das sardinhas em conserva  
 

Na Figura 14 está apresentado o fluxograma de processamento da sardinha. O 

transporte do pescado foi realizado através de caminhões, onde os pescados foram mantidos 

em caixas plásticas contendo gelo até o seu descarregamento, na unidade processadora. O 

processamento se iniciou na recepção, onde foi verificado se o pescado possui temperatura 

inferior a 5ºC e se apresentou características comuns de peixe fresco, como olhos brilhantes, 

carne firme ao toque e guelras vermelhas. Após a aprovação da matéria-prima, as sardinhas 

foram enviadas para a câmara fria 5ºC, até a liberação para seu processamento. Após a 

liberação, as sardinhas foram enviados para a linha de processamento em caixas contendo 

gelo com aproximadamente 50Kg de sardinhas, onde essas foram lavadas em água corrente, 

evisceradas (removido cabeças, escamas e vísceras) e lavadas novamente. As sardinhas 

evisceradas cruas foram acondicionadas em caixas plásticas brancas com gelo e enviadas ao 

laboratório de qualidade da indústria (Figura 15). A proporção de sardinha e gelo utilizada nas 

caixas foi de 1:2 (p/p), indicada pela indústria como quantidade suficiente para manter os 

pescados em temperatura abaixo de 5ºC. 
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   Figura 14: Fluxograma do processamento de sardinhas enlatadas com molho de tomate. 
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No laboratório da indústria, o peso médio de cada unidade de sardinha foi aferido e a 

partir desse resultado, determinou-se que o peso de sardinhas por lata seria entre 100 a 104g. 

Simultaneamente foram separadas latas e tampas retangulares de folha de flandres, sendo cada 

lata pesada individualmente, para certificar que não havia variação de peso nas mesmas. As 

sardinhas evisceradas foram separadas manualmente e acondicionadas duas unidades em cada 

lata (Figura 16). As latas foram individualmente identificadas e imediatamente aferidos seus 

pesos. Foram preparadas 25 latas de sardinha com peso médio de 102 ± 3.0 g sardinhas/lata.  

Em algumas indústrias, após o enlatamento das sardinhas, as latas são submetidas a 

um pré-aquecimento com propósito de retirar parte da água constituinte do pescado e 

melhorar atributos sensoriais ao produto. No entanto, quando este pré-aquecimento não 

ocorre, as sardinhas passam a ser classificadas pela legislação brasileira como sardinhas ao 

próprio suco, como é o caso das latas de sardinhas produzidas neste trabalho (ANEXO A).  

 
 

 
 

 Figura 16: Medição do peso das latas contendo apenas sardinhas evisceradas. 

Figura 15: Sardinhas evisceradas armazenadas em caixa térmica com gelo.  
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Após a pesagem das amostras, as latas foram acondicionadas em bandejas com gelo 

para posterior adição do molho de tomate (Figura 17). Amostras de sardinhas evisceradas 

cruas foram selecionadas aleatoriamente e adicionadas a sacos de polietileno, sendo então 

congeladas para realização das análises posteriormente. 

 

 
Figura 17: Armazenamento das latas com sardinhas em bandejas com gelo. 

 

É comum, nas indústrias de conservas de sardinhas, preparar o molho de tomate, usado 

como líquido de cobertura, com óleo de soja e polpa de tomate. A utilização do óleo de soja 

na formulação serve para acelerar a troca térmica durante a esterilização, no entanto, a 

presença deste lipídio pode favorecer o aumento da degradação dos ácidos graxos da sardinha. 

Desta forma, para reduzir o número de interferentes, foi utilizado apenas polpa de tomate e 

água potável na formulação do molho de tomate.  

Primeiramente, para preparação do molho de tomate, foi realizado as pesagens dos 

ingredientes que são a polpa e sal (Figura 18). Os bags, contendo polpa de tomate, foram 

abertos e pesados em Beckers, resultando em 2,750Kg de produto. O sal foi pesado 

separadamente em Becker, na proporção de 3% em relação ao peso de polpa (82,5g de sal). A 

formulação do molho foi definida utilizando a proporção de 1 parte de polpa para 2 partes de 

água potável, proporção comumente utilizada na indústria. 
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                   Figura 18: Pesagem dos ingredientes para produção molho de tomate. 
 

Após a adição de água potável a mistura foi aquecida e homogeneizada vigorosamente 

até atingir a temperatura de 80ºC. O alcance desta temperatura foi-se necessário para 

favorecer recravação das latas. Para comparar o efeito da esterilização sobre o teor de 

licopeno presente em conservas de sardinhas com molho de tomate (Figura 20), foram 

preparadas, sob as mesmas condições de tratamento, amostras contendo apenas molho de 

tomate enlatado (Figura 19). Após o aquecimento, o molho foi adicionado, com auxílio de 

utensílio, em cada lata até seu completo enchimento.  
 

     
Figura 19: Latas adicionadas apenas de molho de tomate. 
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Figura 20: Latas adicionadas de molho de tomate e sardinha. 

 

Após a adição do molho, tanto as latas contendo apenas molho de tomate quanto às 

latas contendo sardinhas adicionadas com molho de tomate, foram levadas em bandejas para 

serem recravadas na linha de produção. A recravação consiste na etapa onde ocorre o 

fechamento hermético das latas, obtido pela realização de dobras nas abas da tampa e no 

corpo da lata. Após a recravação e lavagens externas das latas, as mesmas foram levadas 

novamente para o laboratório para aferição dos pesos. Em seguida, foram levadas novamente 

para linha de produção para serem esterilizadas em autoclave industrial. 
 

3.3.1.1 Esterilização das latas 
 

As amostras foram acondicionadas na parte superior do cesto da autoclave, separadas 

das embalagens comerciais por espaçador (Figuras 21 e 22 ). Todas as latas foram 

organizadas lado a lado, sem ñensanduichamentoò(encaixe perfeito tampa de uma com fundo 

de outra) de maneira a apresentar mesma área de superfície de contato para troca térmica, 

tornando o processo mais homogêneo possível. 
O binômio tempo-temperatura do processo foi 126 °C por 40 minutos (Figura 23). 

Esse binômio é o usualmente aplicado pela empresa para processamento de sardinhas 

enlatadas em molho de tomate. A determinação desse binômio foi realizado pela empresa a 

partir de dados de penetração que demonstram que esses parâmetros são suficientes para 

garantir intensidade de tratamento (F0) mínimo capaz de garantir a segurança microbiológica 

(redução até níveis seguros de esporos de Clostridium botulinum) e amolecimento da espinha 

da sardinha. 
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Figura 21: Vista frontal do acondicionamento das latas no autoclave industrial. 

 

 

 

 

 
Figura 22: Diagrama de posicionamento das latas (vista lateral) no autoclave industrial. 

              

 

Após a esterilização as latas foram resfriadas sob aspersão de água a 30ºC até 

obtenção temperatura ambiente (Figura 23). Em seguida, foram levadas para laboratório, onde 

o peso foi aferido novamente. Os pesos das 35 latas processadas (25 latas contendo sardinha 

com molho de tomate e 10 latas contendo somente molho de tomate) foram adicionados na 

planilha de controle (Tabela 7 e 8). 

 

Legenda:  
=>Latas contendo molho de tomate e sardinha 

=>Latas contendo apenas molho de tomate  

Termômetro  
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Figura 23: Esquema das etapas do processamento térmico aplicado às latas.  

 

 

 

Tabela 7: Verificação das massas das latas contendo apenas molho de tomate. 

nº das 

latas 

Antes da esterilização Depois da esterilização 

após a 

recravação (g) 

peso drenado 

do molho (g) 

peso da lata 

recravada (g) 

peso final do 

molho(g) 
%perda 

1 161 130 161 130 0,000 

2 161 130 160 129 0,001 

3 158 127 157 126 0,001 

4 156 125 156 125 0,000 

5 163 132 162 131 0,001 

6 164 133 164 133 0,000 

7* 164 133 164 133 0,000 

8* 163 132 163 132 0,000 

9* 163 132 163 132 0,000 

10* 164 133 164 133 0,000 

Média 162 131 161 130 0,000 

*latas selecionadas para serem analisadas 
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Tabela 8: Verificação das massas das latas com sardinha e molho de tomate. 

nº das 

latas 

Antes da esterilização Após a esterilização 

peso 

lata+sardinha(g) 

peso 

drenado 

sardinha (g) 

 após 

recravação (g)  

peso 

líquido do 

molho (g) 

peso da 

lata 

recravada 

(g)  

peso 

líquido do 

molho (g)   

1 118 101 164 32 164 32 

2 119 102 165 32 165 32 

3 122 105 164 28 164 28 

4 119 102 165 32 164 31 

5 119 102 163 30 163 30 

6 117 100 162 31 162 31 

7* 120 103 164 30 163 29 

8* 121 104 165 30 164 29 

9 117 100 163 32 163 32 

10 120 103 165 31 165 31 

11* 118 101 165 33 165 33 

12 121 104 164 29 165 30 

13 121 104 165 30 165 30 

14* 117 100 164 33 164 33 

15 118 101 164 32 164 32 

16 117 100 165 34 165 34 

17 118 101 166 34 165 33 

18 122 105 165 29 164 28 

19 119 102 168 35 168 35 

20 117 100 166 35 164 33 

21 117 100 165 34 165 34 

22 117 100 162 31 163 32 

23 120 103 164 30 165 31 

24 121 104 164 29 164 29 

25 119 102 162 29 162 29 

Média 119 102 164 31 164 31 

*latas selecionadas para serem analisadas 
 

Após o resfriamento, as latas foram secas sob fluxo de ar e em seguida acondicionadas 

em caixas de papelão e levadas para o laboratório de Análises Instrumentais/DTA/IT/UFRRJ. 

As caixas de papelão foram estocadas durante 10 dias. Este tempo é utilizado comumente pela 

indústria como período de quarentena para análises e para melhorar a absorção de 

ingredientes, como sal e o próprio molho de tomate pelo pescado. 
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3.3.1.2 Amostragens 
 

Amostras de sardinhas evisceradas frescas foram separadas na unidade fabril e 

mantidas sob gelo até a chegada ao laboratório de análises da UFRRJ. O tempo entre o 

transporte do pescado até à universidade foi inferior à 18 horas. Após esse período essas 

amostras foram acondicionadas em freezer à -18ºC até o início das análises.  

Para melhor entendimento do experimento, foi definido que as amostras seriam 

representadas por letras como: polpa de tomate (P); S (sardinhas evisceradas cruas); ME 

(molho esterilizado), MECS (molho esterilizado com sardinha) e SE (sardinhas esterilizadas) 

(Figura 25 e 26). 

Após o período de 10 dias, a caixa de papelão contendo as amostras foi aberta e 

selecionada aleatoriamente 4 latas contendo sardinha com molho de tomate (nº 7, 8, 11, 14) e 

4 latas contendo apenas molho de tomate (nº 7, 8, 9, 10) (Tabela 7 e 8) para dar início as 

análises. Todas as análises foram realizadas em triplicata e as amostras de molho antes de 

serem analisadas foram homogeneizadas manualmente em Becker e, amostras contendo 

sardinha foram homogeneizadas em graal com auxílio de pistilo. 
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Figura 24: Fluxograma da amostragem de latas de sardinhas com molho de tomate e notação adotada. 
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Figura 25:Fluxograma da amostragem das latas de molho de tomate e notação adotada. 
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3.3.2 Análise de umidade 
 

A determinação da umidade foi realizada de acordo com método descrito na A.O.A.C 

(2002). Foram pesados 2,5g de cada amostra do respectivo tratamento em cápsulas de 

porcelana, sendo posteriormente, colocadas em estufa a 105ºC, até a obtenção de peso 

constante. Os resultados foram expressos por média ± desvio padrão (DP). 

Para a determinação da umidade das amostras de sardinhas evisceradas cruas e das 

sardinhas drenadas, foi necessário, macerá-las individualmente em graal de porcelana até 

obtenção de uma massa homogênea (Figura 26). Nas latas contendo sardinhas com molho de 

tomate, após a abertura, foi feita a drenagem do molho de tomate com auxílio de uma peneira 

de nylon durante 5 minutos. As análises de umidade foram realizadas nas mesmas amostras 

após às análises de ácido ascórbico e carotenoides. 

 

 
Figura 26: Análise de umidade da sardinha eviscerada e da polpa de tomate 

 

3.3.3 Análise de ácido ascórbico por CLAE  
 

Para realização da etapa de extração foi adicionado 2,5 mL de amostra em balão 

volumétrico de 25mL avolumado com ácido sulfúrico 0,2M. e subsequente colocado no 

ultrassom por 10 minutos (Figura 27). 

Em seguida, as amostras foram filtradas com filtro descartável e o filtrado transferido 

diretamente para frasco de vidro âmbar (1,8 mL) com tampa. Em seguida, as amostras foram 

identificadas e a vitamina C quantificada em cromatógrafo líquido Waters® Alliance 2695 

com detector de arranjo de diodos (DAD) Waters 2996. O método consistiu em separação em 

coluna HPX 87H da BIORAD (7,8 x 300 mm). A fase móvel utilizada foi ácido sulfúrico 

0,2M sob vazão de 0,7mL/min. 

 

 
Figura 27: Material utilizado para a análise de ácido ascórbico. 
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3.3.4 Análise de carotenoides  
 

3.3.4.1 Extração de carotenoides  
 

A análise de carotenoides foi realizada por CLAE, baseada na metodologia de 

Rodriguez-Amaya, (2001) e Pacheco, (2009). Para extração dos carotenos foram pesados 0,5g 

a 2g de amostra em balança analítica e em seguida maceradas em graal de porcelana com 3 g 

de celite e 30mL de acetona 4ºC. A mistura obtida, foi filtrada sob vácuo em funil de vidro 

com placa porosa sinterizada conectado a Kitassato de 500mL (Figura 28A).  

O sólido retido no funil de vidro era retornado ao graal e procedido nova extração até 

que o sólido apresentasse ausência de coloração. O extrato cetônico obtido no Kitassato foi 

transferido com auxílio de funil raiado para funil de separação contendo 40 mL de éter de 

petróleo. Em seguida, a mistura foi lavada sucessivamente com água ultrapura até eliminação 

fase cetônica (Figura 28B). Foram necessárias aproximadamente 4 a 5 lavagens seguidas de 

descarte da fase aquosa, no caso de formação de emulsão, foi adicionado aproximadamente 

20mL de solução concentrada de cloreto de sódio para desfazê-la. 

Após a separação, o extrato etéreo foi filtrado através de camada de sulfato de sódio 

anidro, posteriormente recolhido em balão volumétrico de 25 mL e avolumado com éter de 

petróleo para posterior leitura espectrofotométrica (Figura 28C). 

 

 
 

 

 
 

3.3.4.2 Quantificação de carotenoides totais por espectrofotometria 
 

Para a determinação dos carotenoides totais foi utilizado o extrato etéreo recolhido no 

balão volumétrico no item 3.3.4.1 e mensurado no espectrofotômetro marca Shimadzu® 

modelo UV-1800 utilizando éter de petróleo como ñbrancoò. O comprimento de onda 

utilizado foi 470nm. O valor da leitura de absorvância deve sempre estar dentro da faixa de 

linearidade do espectrofotômetro que é de 0,2 a 0,8. Caso este valor se encontrasse superior a 

esse intervalo, era realizada a diluição do extrato com éter de petróleo até que o valor 

estivesse dentro dessa faixa, sendo pesado na próxima extração uma massa menor de amostra. 

No entanto, caso a absorvância da amostra obtivesse valor inferior a este intervalo, o extrato 

Figura 28: Extração de carotenoides. A- Material utilizado na extração. B- Separação 

do extrato etéreo da fase aquosa, C- Filtração do extrato etéreo para balão 

volumétrico. 
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era descartado e nova extração era realizada utilizando massa superior de amostra, ou um 

balão volumétrico de menor capacidade. 

A concentração de carotenoides totais (mg/100 g de amostra) foi determinada 

conforme a equação da Figura 29. 

 

C
mg

100g
=

Absorvância x Diluição x Volume (mL) x 10.000

3450 x massa amostra (g)
/ 100 

 

Onde : Absorvância= valor de leitura do espectofotômetro em 470 nm 

            Diluição=  diluição do extrato quando necessária para faixa linearidade 

            Volume= volume (mL) do balão volumétrico utilizado para coleta extrato 

            Massa amostra = massa pesada de amostra para extração (g) 

  3450= valor absortividade do licopeno 

        

Figura 29: Equação para cálculo dos carotenoides totais. 

 

3.3.4.3 Identificação dos carotenoides por CLAE  
 

Para a determinação cromatográfica dos carotenoides foi utilizada uma alíquota de 

2mL do extrato etéreo do item 3.3.4.2. Esta foi transferida para frasco âmbar para realizar a 

remoção do solvente sob fluxo de ar comprimido. Em seguida, foi adicionado ao resíduo seco 

200µL de acetona, a solução foi homogeneizada em vórtex durante 5 segundos. Com auxílio 

de pipetador automático, a solução obtida foi transferida para vial com redutor de volume e 

alocada no injetor automático do cromatógrafo líquido de alta eficiência Waters
®
, equipado 

com bomba W600, injetor automático 717 Plus e detector de arranjo de fotodiodos W996. 

A coluna utilizada para a separação foi a YCM
®
 Carotenoid (250 x 4,6mm; 3µm) com 

gradiente de eluição com das fases móveis A: metanol e B: éter metil-terc-butílico. Com 

início 80% A e 20% B; 0,5 minuto 75% A e 25% B; 15 minutos 15% A e 85% B; 15,50 

minutos 10% A e 90% B; 16,55 minutos até o final 80% A e 20%. O tempo de análise total de 

28 minutos. A temperatura do forno da coluna foi de 33ºC, fluxo da fase móvel a 0,8 

mL/minuto e volume de injeção de 15 mL (Pacheco et al., 2014).  

Para as amostras S, SE e MECS foram realizados injeções cromatográficas prévias 

para avaliar o perfil dos carotenoides presentes, a fim de verificar a necessidade de etapa de 

saponificação das amostras. A etapa de saponificação faz-se necessário quando a amostra 

contém os carotenoides esterificados a lipídeos, e deve ser realizada após a extração e 

recolhimento do extrato em balão volumétrico (PACHECO, 2009). O conteúdo dos 

carotenoides foi expresso em mg/100g de polpa em base seca. Calculado esta à partir das 

equações descritas na figura 30. 

 

1º) Peso da polpa(g) utilizada para preparo do molho x 
100 -(umidade da polpa)

100
= A 

    2º) A + Peso do sal (g) utilizado para preparo do molho = B 
 

     3º) Peso do sal (g) utilizado para preparo do molho = C 

                            B 

    4 º)   Teor do composto(licopeno ou b-caroteno) 
mg

100g
 x 100      ( 100 ï C )   

                           Teor de umidade do composto
g

100g
 

 

Figura 30: Equações para cálculo de mg/100g de polpa em base seca. 
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3.3.4.4 Quantificação de licopeno nas amostras ME  
 

Para quantificar o teor de licopeno por lata foi necessário realizar os cálculos de 

acordo com as equações ilustradas na Figura 31. 
 

a= 
Umidade da amostra

100
x  Peso do molho por lata (g)  

 

Peso da amostra-a  x Teor de licopeno da amostra  
mg

100g
de polpa em base seca

100
 

 

 

 

 

3.3.4.5 Quantificação de licopeno nas amostras MECS  
 

Para quantificar o teor de licopeno por lata nas amostra MECS foi necessário realizar 

média ponderada, de acordo com a equação ilustrada na Figura 32. 

 

 
(Teor de licopeno da amostra MECS x P1) + Teor de licopeno da amostra da SE x P2 

peso do conteúdo da lata (molho+sardinha)
 

 

          Onde: Teor de licopeno da amostra = 
mg

100g
de polpa em base seca 

                     P1= peso do molho esterilizado com sardinha 

                     P2= peso da sardinha esterilizada 
 

 

Figura 32: Equação para cálculo do teor licopeno por lata de MECS. 
 

3.3.5 Isolamento e obtenção de padrão cromatográfico de licopeno 
 

A extração e isolamento do padrão cromatográfico foi realizado de acordo com 

Pacheco, (2009) e Pacheco et al., (2012). O extrato para isolamento do padrão foi preparado a 

partir de matriz conhecida como Melão de São Caetano (Mormodica charantia L.). Esta 

matriz é uma planta trepadeira que contém fruto que, quando maduro (Figura 33) expõe suas 

sementes de arilo vermelho. Esses arilos são ricos em carotenoides sendo o trans -licopeno 

responsável por 96% do total da concentração (RODRIGUEZ et al., 1975).  

 

Figura 31: Equação de cálculo do teor de licopeno por lata de ME. 
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Figura 33: Estádios de maturação do Melão de São Caetano. 1- Início da maturação. 2- Fruto 

em processo de maturação, 3- Fruto maduro.  

 

Foram coletados 4 frutos de Melão de São Caetano no campus da UFRRJ, retirado 

manualmente 26 sementes (Figura 34) e pesadas 0,5g dos arilos das sementes em balança 

analítica. A massa pesada foi transferidas para graal de porcelana e a partir desta etapa o 

procedimento utilizado foi idêntico ao descrito no item 3.3.4.1. 

 

 
Figura 34: Arilos vermelhos do Melão de São Caetano maduro. 

 

O padrão cromatográfico de licopeno foi isolado manualmente através da coleta da 

substância após a separação e identificação cromatográfica (Figura 35). O trans -licopeno nas 

condições cromatográficas descritas no item 3.3.4.3 eluem na coluna e são detectados pelo 

sistema cromatográfico após 23 minutos de corrida. Após ser identificado o efluente é 

coletado na saída do detector utilizando frasco de vidro sob proteção de luz. A coleta foi 

realizada com o acompanhamento visual do cromatograma, de modo que o efluente seja 

coletado ao iniciar a saída do pico de interesse e seja interrompido ao término do mesmo. 

Como o isolado possui coloração alaranjada, a coleta também foi orientada pela coloração do 

efluente do detector, interrompendo-se a coleta ao não ser mais perceptível a sua coloração 

(PACHECO, 2009). 
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Figura 35: Coleta manual do padrão cromatográfico na saída do detector CLAE. Fonte: 

PACHECO, 2014. 

 

 

3.3.5.1 Verificação da pureza cromatográfica do padrão isolado 
 

Para ser considerado satisfatório, o padrão isolado deve apresentar pureza mínima de 

90%. No caso de obtenção de padrão com pureza inferior, o carotenoide isolado foi 

descartado e procedido novamente seu isolamento. Para a obtenção do padrão cromatográfico 

de licopeno foram utilizadas as mesmas condições cromatográficas descritas no item 3.3.4.3. 

Para o cálculo da pureza cromatográfica, foi feita integração do cromatograma no 

comprimento de onda de 470nm. Entretanto, foi verificado através de avaliação visual a 

presença de interferentes com absorção em comprimentos de onda diferentes, para que não se 

superestimasse a pureza do padrão. Todos os picos foram integrados e a porcentagem de 

pureza cromatográfica foi calculada a partir da equação da figura 36 . 

 
 

%Pureza=
Área do pico do licopeno isolado

Soma das Áreas de todos os picos presentes
 X 100 

 

Figura 36: Equação para cálculo de pureza cromatográfica do licopeno isolado. 
 

 

3.3.5.2 Quantificação espectrofotométrica do padrão isolado e construção da curva 

analítica 
 

A solução contendo padrão obtido com pureza satisfatória foi quantificada por 

espectrofotometria conforme descrito no item 3.3.4.1. No entanto, para determinação da 

concentração final do padrão cromatográfico e correção desta concentração pela sua pureza 

cromatográfica foi usada a equação da Figura 37. Dados como valor de absortividade do 

licopeno em éter de petróleo sendo 3450 e comprimento de onda de leitura do 

espectrofotômetro do licopeno de 470nm (Rodriguez-Amaya, 2001). 
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C
ɛg

mL
=

Absorbância x Diluição x 10.000

A 
1%

1cm

×
Pureza

100
 

 

Onde : Absorbância= valor de leitura dado no espectofotômetro  

            Diluição=  diluição do extrato quando necessária  

            A 1cm
1%

= absortividade molar do licopeno (3450) 

            Pureza =  valor % da pureza cromatográfica do padrão 

 

Figura 37: Equação para cálculo da concentração corrigida do padrão de licopeno isolado. 
 

Após a determinação da pureza e concentração do padrão cromatográfico de licopeno, 

foi retirado alíquotas desta  solução para obtenção dos pontos da curva analítica (Tabela 9). 

As alíquotas foram transferidas para vials de 1,8mL expostas ao fluxo de ar comprimido para 

evaporação do solvente. Após, o retido foi solubilizado com 200mL de acetona e 

homogeneizado em vórtex por 5 segundos. Posteriormente foram transferidos para redutor de 

volume e levados para análise cromatográfica. 

Padrões de cis licopeno e b-caroteno não foram isolados. No entanto, estes foram 

identificados pelos tempos de retenção e espectros de absorção descritos na literatura 

Rodriguez-amaya, (2001) e Pacheco, (2013). 

 

Tabela 9: Volumes das alíquotas retiradas da solução de padrão cromatográfico de licopeno  

e concentrações finais dos pontos da curva analítica. 
 

Ponto da curva de 

calibração 

Volume da alíquota 

(mL) 

Concentração final  

(mg/ mL) 

1 11,5 0,5 

2 34,5 1,5 

3 57,5 2,5 

4 80,5 3,5 

5 115 5,0 

6 149,4 6,5 

7 184 8,0 

8 299 13 

9 529 23 
 

 

3.4 Comparação da quantificação do trans-licopeno por método de normalização e 

padronização externa 
 

A cromatografia líquida é um eficiente método de separação de compostos de 

identificação dos compostos. Para quantificação dos compostos de interesse, podem ser 

utilizados diferentes métodos, como de normalização interna e padronização externa. 

Para quantificação pelo método de normalização, é necessário certificar que todos os 

componentes da amostra eluam na coluna e sejam detectáveis pela metodologia validada no 

laboratório. O método consiste em quantificar o teor do composto em porcentagem. O cálculo 

é obtido através da medição da área do componente de interesse dividido pela soma das áreas 

de todos os picos identificados multiplicado por 100 (Figura 38). Este método possui 
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vantagens como, simplicidade e praticidade analítica, não necessita da utilização de padrões 

cromatográficos e sua quantificação ser independente do volume injetado.  

 

% do composto de interesse=
Área do composto de interesse

Вáreas de todos os compostos identificados
x 100 

 

 

 

 

 

Após o cálculo da % do composto (Figura 38) utiliza-se a equação (Figura 39) para 

calcular do teor de trans licopeno na amostra. Entretanto, primeiramente é necessário calcular 

o teor de carotenoides totais de acordo com o item 3.3.4.1 em seguida proceder os cálculos 

pela equação da Figura 29. 

 

 
% do composto de interesse 

100
x Teor total de carotenoides totais   

 

 

 

 

 

Já no método de padronização externa, para proceder a quantificação do composto, 

necessita-se que padrão analítico seja cromatografado separadamente, em quantidades 

conhecidas, para possibilitar a construção de uma curva padrão. A curva-padrão corresponde à 

relação gráfica entre os valores de áreas encontradas nos cromatogramas e as concentrações 

injetadas do padrão cromatográfico. Com base nesta análise gráfica, é possível verificar a 

linearidade através do coeficiente de linearidade (r
2
) da reação e calcular através da equação 

da reta, um fator de conversão de valores de área em concentração (SOARES, 2001). 

Para se obter uma melhor precisão utilizando este método, deve-se manter as mesmas 

condições cromatográficas durante a análise, como: o mesmo volume de injeção para o padrão e 

para a amostra (para evitar distorções dos picos), manter a concentração ou massa do padrão 

próxima à do componente de interesse e utilizar padrões analíticos com alto teor de pureza 

(COLLINS, 1990). Entretanto, apesar de ser considerada uma técnica confiável, apresenta uma 

grande limitação, pois sua quantificação é exclusivamente dependente do volume injetado e da 

estabilidade do detector. Caso o volume injetado das amostras não seja precisamente o mesmo 

durante as replicatas, ou se houver alteração de algum parâmetro que afete a resposta do 

detector, como por exemplo, variação da intensidade de luz do UV-VIS, as áreas dos picos 

poderão ser maiores ou menores daquelas obtidas na calibração e consequentemente os 

resultados serão incorretos. 

Desta forma, para quantificação do teor de trans-licopeno neste estudo, foi elaborado 

um teste comparativo utilizando os métodos de normalização (% áreas) e padronização 

externa (curva analítica). 

 

3.5 Análise estatística 
 

O experimento foi feito com modelo inteiramente ao acaso onde as análises foram 

realizadas em triplicatas. Os resultados foram tratados com análise de variância (ANOVA)  e 

teste de Fisher a nível de 95% de significância (p<0,05), para comparação das médias. Os 

resultados foram expressos por meio de média seguida do desvio padrão (DP).   

Figura 38: Equação para cálculo da porcentagem do composto por sistema de 

normalização. 

Figura 39: Equação para cálculo do teor de trans-licopeno obtido por método de 

normalização. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Isolamento do padrão cromatográfico de trans-licopeno 

 

Na figura 41, observa-se que o cromatograma obtido do extrato de melão de São 

Caetano apresentou grande porcentagem de impurezas, advindas principalmente de isômeros 

cis-licopeno, possivelmente provocado pelo estágio de maturação do fruto e o fato dos arilos 

terem ficados expostos ao oxigênio durante dois dias antes da extração. 

À partir deste extrato, foi iniciado o método de isolamento do padrão (Figura 40). 

Após duas tentativas, obteve-se um padrão cromatográfico com teor de pureza satisfatória. A 

primeira coleta do padrão obteve pureza de apenas 88,6% (Figura 42). Esse baixo teor de 

pureza deve ter sido ocasionado, devido a falta de experiência do analista durante a coleta. É 

possível que a coleta não tenha sido iniciada imediatamente após a saída do pico de trans- 

licopeno e/ou interrompida imediatamente ao término do mesmo. A coleta manual mostrou-se 

eficiente para o isolamento do padrão de trans-licopeno, visto que foi obtido padrão com 96% 

de pureza (Figura 43). De acordo com Kimura & Rodriguez-Amaya, (2002) a obtenção de 

padrão cromatográfico deve obter no mínimo, pureza de 90%. Concluiu-se que a realização 

deste procedimento é uma alternativa viável para redução de custos analíticos visto que, a 

aquisição comercial de padrões cromatográficos possuiu elevado custo (PACHECO et al., 

2012).  

 

 
 

Figura 40: Isolamento padrão analítico de trans-licopeno. 
 

 

 

 

 

 

 




