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RESUMO

MARTINS, Amanda Mattos Dias. Efeito da esterilizacdo industrial sobre os teores de
licopeno em molhos de tomates adicionados a sardinhas (Sardinellas brasiliensis)
enlatadas, RJ. 2015. 108p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia 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 regidao costeira, 0 consumo per capita de pescados no pais
ainda é inferior ao indicado pela OMS. Uma alternativa para aumento deste consumo seja a
ingestdo de conservas de sardinhas pois sdo alimentos de facil transporte, ricos em acidos
graxos 6mega 3 e de baixo custo de aquisi¢cdo. Durante a producéo das conservas de sardinhas
sdo empregados liquidos de cobertura, como molho de tomate, com o intuito de melhorar a
troca térmica e favorecer a aceitabilidade sensorial do produto. Entretanto, € comum observar
0 descarte desses liquidos pelo consumidor, possivelmente por desconhecerem a qualidade
nutricional destes. O licopeno, carotenoide naturalmente presente no tomate, € reportado
como composto de grande potencial antioxidante mas, muito suscetivel a degradacéo e a
isomerizacdo quando exposto a elevadas temperaturas. Desta forma, o objetivo deste estudo
foi avaliar através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) o efeito da
esterilizacdo industrial sobre o teor de licopeno presente nos molhos de tomates de conservas
de sardinhas produzidas em inddstria pesqueira situada no Rio de Janeiro. O molho utilizado
nas conservas foi produzido a partir de polpa de tomate hot break, dgua 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 esterilizacdo a 126°C por 40 minutos.
A quantificacdo e identificacdo do licopeno foi realizada através da comparagdo com tempo
de retencdo e o espectro de absor¢cdo UV/VIS, com padrdo previamente isolado pelo
laboratério de Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos. Foram
analisados os teores de carotenoides da polpa de tomate, das latas ME e MECS além das
sardinhas cruas e esterilizadas. N&o foi identificado teores de carotenoides nas amostras de
sardinhas cruas, no entanto, apos a esterilizacdo das amostras MECS observou-se migracao de
8% em média, do teor de licopeno total do molho para a sardinha. Foi observado que o
aquecimento promoveu a isomerizacao de parte trans-cis do licopeno em todas as amostras,
sendo as amostras de MECS as que apresentaram maiores teores de isdmeros cis. Verificou-se
que a retencdo do licopeno nas latas de ME e MECS foi de 79% e 34% respectivamente,
mostrando que a presenca da sardinha impactou significativamente na degradacdo do
licopeno. Com os resultados obtidos no presente trabalho, observou-se que o licopeno é
resistente a esterilizacdo 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 reducdo 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
0 aumento do consumo de pescados, apresenta-se como excelente fonte de ingestdo deste
antioxidante.

Palavras- Chave: Sardinella brasiliensis; pescados; esterilizacdo; 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 126°C 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 INTRODUCAO

Nos Gltimos anos, a utilizacdo de pescados na alimenta¢do humana tem sido objeto de
inimeras pesquisas, pois estes caracterizam-se por conter proteinas de elevado valor biolégico
(presenca de todos os aminoacidos essenciais), além da composicdo de lipidios, destacando-se
os altos teores de acidos graxos poliinsaturados da série dmega 3 (®»3). Estes acidos graxos
estdo relacionados com efeitos benéficos a saude, como a prevengdo do desenvolvimento da
arterosclerose, hipertensdo, doencas auto-imunes, problemas alérgicos, além de reduzirem a
incidéncia de doencas cardiacas, desenvolvimento de anginas, arritmias e cancer.

Atualmente, o conceito que a boa alimentacdo proporciona saude e qualidade de vida,
tem estimulado inimeras pesquisas na area de alimentos. A busca da populagdo pela insercéo
de produtos com compostos bioativos e alimentos funcionais na dieta, tem sido visto como
importante alternativa para 0 aumento de expectativa de vida e na prevengéo de doengas.

O Brasil possui uma extensa regido costeira com extensao de 8.547 Km, além de 4.000
Km de rios e um grande nimero de agudes. Apesar de possuir grande potencial produtor, o
pais estd muito aquém de sua capacidade. A producédo anual brasileira de pescados gira em
torno de 1,5 milhdes de toneladas, contudo, segundo a Organizacdo das Nac¢des Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO), estima-se que, em 2030, o Brasil serd um dos maiores
produtores mundiais, com a estimativa de producdo de 20 milhGes de toneladas/ano. A meta
até o final de 2014 sera atingir a marca de 2 milhdes de toneladas.

Entretanto, apesar do aumento significativo do consumo de peixes no Brasil, sua
aquisicao pelos consumidores é relativamente baixa. Dentre os principais fatores responsaveis
pelo baixo consumo estdo, dificuldade na distribuicdo de pescado fresco em grande parte do
pais, falta de habito 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, 0s peixes representam mais de 87 % do total
produzido (10 % de moluscos e 3 % de crustaceos) sendo o principal género 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 comercializacdo de sardinhas em larga escala, é necessario a aplicacdo de
técnicas de processamento capazes de aumentar sua estabilidade microbiologica. Entre as
técnicas mais utilizadas e importante, esta a elaboracdo de sardinhas enlatadas esterilizadas. O
objetivo principal do enlatamento de pescados consiste na preparacdo de um produto de boa
qualidade, capaz de ser armazenado durante um tempo razoavel, além de ser uma excelente
forma de transporte, sem a necessidade de refrigeracéo.

Durante o processamento de sardinhas enlatadas, sdo comumente empregados
diferentes liquidos de coberturas: natural (agua e sal), 6leo comestivel, azeite de oliva, 6leo
comestivel com ervas finas e molho de tomate. Em geral, sdo utilizados com o intuito de
melhorar as caracteristicas sensoriais do produto e facilitar a troca térmica durante a
esterilizacdo. Entre os liquidos de cobertura mais utilizados, destaca-se 0 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 epidemioldgicos indicam que o consumo de
antioxidantes naturais de origem vegetal reduz o risco de ocorréncia de doengas cronicas ndo
transmissiveis, tais como doencas cardiovasculares e cancer.



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 sdo um fator limitante. Entretanto, a temperatura e o tempo necessarios
no processamento de alimentos enlatados s@o importantes fatores que podem contribuir para a
degradacéo de compostos benéficos a salde, como 0s acidos graxos o 3 e 0s carotenoides.

Todavia, apesar das dimensdes da costa brasileira e importancia da indUstria pesqueira
de sardinha em inimeros estados, principalmente no Rio de Janeiro, estudos que avaliam a
qualidade do molho de tomate utilizado pela indUstria; os efeitos da esterilizacdo industrial
sobre os teores de licopeno e a interacdo do mesmo quando adicionado a sardinhas enlatadas
séo praticamente inexistentes.



OBJETIVO GERAL

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

tomate junto a industria pesqueira no estado do Rio de Janeiro, bem como, avaliar o efeito da
esterilizacdo industrial sobre o conteldo de licopeno presente nas latas de sardinhas com
molho de tomate.

Objetivos especificos

Extrair e isolar padrdo cromatogréafico de licopeno com teor de pureza superior a 90%
utilizando como matriz frutos de meléo de Séo 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 f—caroteno e licopeno das amostras preparadas utilizando técnica
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD);

Avaliar a ocorréncia de migracdo dos principais carotenos caracteristicos do tomate
(B—caroteno e licopeno) para as sardinhas;

Avaliar o efeito da presenca da sardinha na degradacéo do licopeno;

Avaliar o efeito do processamento térmico na isomerizagédo do licopeno;

Avaliar o teor de acido ascérbico (vitamina C) na matéria-prima e ap0s os tratamentos;
Quantificar o teor de licopeno disponivel por lata de amostra de sardinha com molho
de tomate.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Produgéo e consumo de pescados

A producgdo mundial de pescados em 2012 (proveniente tanto da pesca marinha quanto
da aquicultura) atingiu aproximadamente 158 milhOes de toneladas representando um
incremento de aproximadamente 9% em relacdo a 2009 (FAO, 2014). A Figura 1 apresenta 0s
10 maiores produtores de pescados marinhos no mundo entre os anos de 2011 e 2012. Dentre
esses anos a producdo mundial de pescados marinhos alcangou aproximadamente 82,6
milhdes de toneladas em 2011 e 79,7 milhdes de toneladas em 2012. De acordo com os dados,
entre os 10 maiores produtores 7 sdo paises asiaticos, incluindo a Russia, pois pescados sao
mais capturados no Oceano Pacifico do que no Atlantico.

Dez maiores produtores mundiais de pescados marinhos
(toneladas)
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Figura 1: Producdo mundial de pescados marinhos dos dez maiores produtores em 2011 e
2012. Fonte: Adaptado FAO, 2014.

No cenario mundial, os paises asiaticos sdo importantes produtores e consumidores de
pescados marinhos. A China foi responsavel por 38% da producdo mundial de pescados em
2010 (pescados marinhos e aquicultura), seguido pela Indonésia com 7% e pela india com
5,5% (Tabela 1). Em 2010, das 128 milhGes de toneladas disponiveis para consumo humano,
a Asia contribuiu com aproximadamente dois tercos desse montante, representando 85,4
milhdes de toneladas, dos quais, 42,8 milhdes foram consumidos somente na China.



Tabela 1: Maiores produtores de pescado toneladas em 2009 e 2010.

Posicdo Pais 2009 2010
¢ Producéo % Producéo %
1° China 60.474.939 36,95 63.495.197 37,69
20 Indonésia 9.820.818 6,00 11.662.343 6,92
3° India 7.865.598 4,81 9.348.063 5,55
40 Japdo 5.465.155 3,34 5.292.392 3,14
50 Filipinas 5.083.218 3,11 5.161.720 3,06
6° Vietnd 4.870.180 2,98 5.127.600 3,04
7° Estados Unidos 4.710.653 2,88 4.874.183 2,89
8° Peru 6.964.446 4,26 4.354.480 2,59
90 Russia 3.949.267 2,41 4.196.539 2,49
100 Mianmar 3.545.186 2,17 3.914.169 2,32
11°  Chile 4.702.902 2,87 3.761.557 2,23
120 Noruega 3.486.277 2,13 3.683.302 2,19
13°  Coréia do Sul 3.201.134 1,96 3.123.204 1,85
14°  Tailandia 3.287.370 2,01 3.113.321 1,85
15° Bangladesh 2.885.864 1,76 3.035.101 1,80
16° Malésia 1.874.064 1,15 2.018.550 1,20
17° México 1.773.713 1,08 1.651.905 0,98
18° Egito 1.092.889 0,67 1.304.795 0,77
190 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 o0 maior produtor de pescado, sendo
responsavel por aproximadamente 17% da producdo mundial, seguida de 6,56% da Indonésia,
6,18% dos Estados Unidos, 5,82% do Peru e 4,92% da RUssia.

Em relacdo ao consumo mundial, a demanda cresce a cada ano chegando a alcancar,
em 2012, uma media 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
pais 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 regido costeira e condi¢cGes naturais favoraveis,
como o clima propicio, ndo ocupa posicdo de destaque, sendo responsavel por menos de 1%
da producéo total mundial de pescados (BRASIL, 2011; FAO, 2012). Apesar do crescimento
no consumo brasileiro, 0 consumo per capita ainda é considerado baixo. De 2006 até 2012, o
consumo aumentou cerca de 53%, alcancando, em 2012, a média de 11,17Kg/habitante, cerca
de 8 Kg a menos comparados a média mundial. Apesar do significativo aumento, o consumo
brasileiro ainda encontra-se abaixo da média minima estabelecida pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), de 12 kg de peixe por ano por habitante (BRASIL, 2011). Umas das raz6es
para este fato pode ser explicada pela dificuldade na distribuicdo de pescado fresco em grande
parte do pais, pela falta de habito e baixa qualidade do produto encontrado em feiras livres e
mercados.

A producdo anual brasileira gira em torno de 1,5 milhdes de toneladas, sendo a pesca
marinha a principal fonte de producdo de pescados. Quanto a contribuicdo de cada regido
brasileira para aumento do consumo de pescados, a regido 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 relacdo a regido Nordeste os estados do Maranhdo e Bahia foram os maiores produtores
com aproximadamente 42,92% da producdo total. A grande produtividade desta regido se
deve ao fato de possuir grande regido costeira, tendo na pesca extrativa sua principal fonte de



captura. Em contrapartida, a regido Centro-Oeste é a regido que menos contribuiu para
producéo brasileira principalmente devido sua localidade (IBGE, 2010).

2.1.1 Producéo de sardinhas

A espécie Sardinella brasilliensis ou sardinha-verdadeira € conhecida por formar
cardumes tipicamente de regifes subtropicais encontrada no Brasil principalmente nas areas
de distribuicdo entre Cabos de S&o 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 Baia de
Sepetiba (IBAMA, 2011). Dentre os géneros mais capturados no Brasil, a Sardinella possui o
maior destaque (IBAMA, 2011; FAO, 2014). A Figura 2 ilustra a distribuicdo da Sardinella
brasiliensis na costa brasileira.

Brasil

Figura 2: Mapa da area de distribuicdo da sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis).
Fonte: IBAMA, 2011.

A espécie apresenta ciclo de vida curto e rapido crescimento. Geralmente o tamanho
indicado para captura sdo de 90 e 250 mm, com idades até 3 anos, tamanho minimo 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 nimero de embarcacdes
permissionadas para pesca de sardinhas nas regides Sul e Sudeste (Figura 3). Isto se deve
possivelmente por esta area ser favorecida pela influéncia de aguas subtropicais desta regiao,
que sdo frias e ricas em nutrientes, que permitem a sustentacdo de grandes populacdes deste
género (IBAMA, 2004; IBAMA, 2011).
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Figura 3: Participagéo relativa de embarcacfes 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 milhdes 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 relacdo a 2011. Deste aumento,
45% equivalem ao desembarque de sardinhas-verdadeiras (Sardinella brasilliensis) o que
demonstra a importancia econdmica deste pescado para o estado.

A pesca industrial brasileira desenvolveu-se por meios de incentivos governamentais e
tornou-se um segmento de grande relevancia social e econdémica para municipios litoraneos,
por se tratar de uma atividade de base, fornecedora de matéria prima para as grandes
industrias e centros de distribuicdo de alimentos (BRASIL, 2011). No Rio de Janeiro a pesca
industrial foi iniciada na década de 1940 devido ao inicio da mecanizacdo das embarcacoes.
Este processo proporcionou o desenvolvimento da atividade pesqueira e auxiliaram a cria¢do
de duas fabricas de enlatamento de pescado em Sdo Gongalo; a Rubi, em 1934, e a Coqueiro,
em 1937 (SEBRAE, 2009).

Segundo o BRASIL,(2011), entre as regides Sul e Sudeste, os estados de Santa
Catarina e Rio de Janeiro apresentam-se como 0s maiores produtores, contribuindo em grande
parte para exportacdo e para suprimento interno de matéria-prima para producao de conservas
nacionais (IBAMA, 2004; SEBRAE, 2009; IBAMA, 2011). A Figura 4 apresenta a producdo
dos estados do Rio de Janeiro e Santa Catarina durante os anos de 1999 até 20009.

Producéo brasileira de sardinha verdadeira (toneladas) por
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Figura 4: Producéo 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 codificacdo de
mercadorias que visa facilitar a coleta de dados em ambito nacional (MDIC, 2001). Segundo
0 Ministério de Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior (MDIC, 2001) dentro do
periodo de 2002 até 2012, as exportacOes brasileiras totalizaram US$ 279.500.980, montante
este referente as modalidades, NCM 16041310 — correspondentes as sardinhas preparadas em
conservas e NCM 03037100 — 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 exportacéo, em relagdo ao valor (d6lar) e volume (toneladas)
dos 2 estados brasileiros para ambas modalidades.

Tabela 2: Dados de exportacdo de sardinhas em relagdo 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 ndmero decaiu para 17 mil toneladas/ano,
levando este pescado quase a extingdo no mar brasileiro. Apds este fato, 0 governo passou a
adotar o periodo de defeso, que impede a pesca durante quatro meses, respeitando o periodo
de reproducdo do pescado. Com esta medida, o volume de captura de sardinhas chegou a
83.286 toneladas em 2009. Porém em 2010, houve uma reducdo em 25% na captura de
sardinhas, atingindo um montante de 62 mil toneladas, aproximadamente (BRASIL, 2011).
Flutuacdes no volume de captura deste pescado estdo relacionadas a diferentes fatores, como
a mortalidade por predacdo, poluicdo aquatica e principalmente, a mudancas climaticas, pois
esta espécie € muito sensivel a tais oscilacbes (ROSSI-WONGTSCHOWSKI et al., 1996).

A Figura 5 apresenta os principais pescados consumidos no Brasil nos anos de 2009 e
2010. Segundo dados de aquisi¢cdao domiciliar do IBGE (2010), sardinha é o segundo pescado
mais consumido no Brasil, possivelmente por ser um produto de baixo custo, facil transporte e
estocagem, capaz de agradar sensorialmente uma ampla faixa da populacdo brasileira,
especialmente as classes mais carentes.



Principais pescados adquiridos pela populacéo brasileira em 2009-
2010

m Pescada (congelada e fresca)
® Sardinha (conserva e fresca)
® Corvina fresca

B Tainha fresca

= Merluza (congelada e fresca)

= Qutros

Figura 5: Principais pescados adquiridos pela populacao brasileira em 2009-2010.
Fonte: Adaptado de IBGE, 2010.

Em decorréncia do elevado consumo e do periodo de defeso, as importacdes de
sardinha congeladas (NCM 03037100) tém sido uma alternativa para atender a demanda

nacional. A Figura 6 mostra o volume de sardinhas congeladas importadas durante o periodo
de 2002 até 2012.

Importacoes brasileiras de sardinha congeladas (NCM 03037100)

2012 8.000

2011 27.878

2010 31.711

2009 31.624

2008 31.731

2007 56.722
2006 44.036

2005 33.041

2004 44.462

2003 51.729
2002 44.623

0 @ L @ @ e
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toneladas

Figura 6: Volume de sardinhas (toneladas) congeladas importadas de 2002 a 2012.
Fonte: Adaptado MDIC, 2015.

Observa-se pelo gréafico que a partir do ano de 2007, onde obteve maior volume de
importagdo, a aquisicdo 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
periodo de 2002 até 2012 houve um crescimento de aproximadamente 94%, chegando a
atingir 8.726 mil toneladas. O aumento no preco médio do quilograma da sardinha congelada
é um importante fator para a reducdo no volume importado. Em 2002 o preco médio
correspondeu a aproximadamente 0,38 centavos/Kg enquanto que em 2012 o valor foi de 1,16
centavos/Kg. No mesmo periodo, o prego 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 periodo entre 2002 e 2012. Em relacdo as conservas de
sardinha (NCM 16041310) importadas, o principal fornecedor é a Tailandia, responsavel por
aproximadamente 80% da aquisi¢do nacional, durante 2002 a 2012 (MDIC, 2015).

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

Paises uUs$ Toneladas
Marrocos 136.666.801 175.422
Venezuela 50.028.689 136.397
Russia 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 Composicdo nutricional das sardinhas

Existem trés géneros de sardinhas: Sardinella, Sardina, Sardinops caracteristicos dos
mares tropicais, subtropicais e os oceanos Pacifico e Indico, respectivamente. Entretanto,
apesar destes géneros possuirem composicdo quimica diferentes, sdo consideradas
genericamente como sardinhas (IBAMA, 2011).

2.2.1 Teores de acidos graxos poliinsaturados 6mega 3

Sardinhas sdo um dos pescados mais consumidos no Mediterraneo e Brasil (BRASIL,
2011). Sdo pescados ricos em acidos graxos poliinsaturados 6mega 3 (®3), especialmente os
acidos eicosapentaendico (EPA, 20:5 ®3) e docosahexaendico (DHA, 22:6 ®3) (SALDANHA
et al.,, 2008). As altas concentraces de EPA e DHA nestes pescados se devem a sua
alimentacdo ser rica em microalgas que possuem em sua composicao concentracdo elevada
destes compostos (BROWN et al., 1997).

Estudos mostram a importancia de se incluir sardinha na dieta alimentar deva-se a suas
altas concentragdes de acidos 3 (BANDARRA et al., 1997; VISENTAINER et al., 2000;
LUZIA et al.,, 2003; TARLEY et al.,, 2004). A insercdo de pescados ricos em ®3 na
alimentacdo promove a prevencdo de doencas cardiovasculares e reduzem o risco de
desenvolvimento de doengas como Alzheimer, diabetes tipo 2 e cancer 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 neurologico de recém nascidos, atuando na retina e no
cérebro (WAINWRIGHT, 2002; CONNER et al., 2004; INNIS, 2008).

Acidos graxos ; como o acido a-linolénico (ALA, 18:3w3), acido eicosapentaendico
(EPA, 20:5 ®3) e o &cido docosahexaendico (DHA, 22:6 »3) fazem parte da estrutura dos
fosfolipideos das membranas celulares e possuem papel importante no organismo na producédo
de horménios, coagulacdo sanguinea, desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso e
regulacdo de processos metabdlicos de transporte e excregdo (MARTIN et al., 2006).

No entanto, apesar do organismo humano ser capaz de sintetizar acidos EPA e DHA a
partir do acido ALA, sua producdo é limitada e pode ser afetada por fatores genéticos e
enzimaticos (MARTIN et al., 2006). Assim, a ingestdo desses acidos graxos na alimentacgdo é
essencial para a manutencdo de uma vida saudavel. A razdo de w6/®m3 na alimentacdo tém
grande influéncia na producdo de acidos graxos ®»3 (SIMOPOULOS, 2002). Razdes elevadas
resultam na diminui¢cdo da producdo do EPA, propiciando assim o desenvolvimento de
enfermidades (FERNANDES et al., 2014).

Em geral, a dieta ocidental é definida pela presenca de elevada ingestdo de acidos
graxos w6 e baixa de acidos ®3 (SIMOPOULQS, 2002). Possivelmente em detrimento a
habitos culturais e pela grande preferéncia sensorial dos consumidores pelo consumo de
alimentos processados por fritura de forma caseira ou industrial. Atualmente estimam que a
razdo m6/®3 na dieta ocidental esteja entre 15:1 e 20:1, entretanto, as recomendagdes pela
Food and Agriculture Organization (FAO, 2008) variam de 5:1 a 10:1.

A reducdo desta razdo w6/w3 pode ser contribuida pelo aumento do consumo de
pescados marinhos, pois estes, quando comparados a peixes de dgua doce, possuem maiores
niveis acidos graxos 3 e reduzidos niveis de &cidos graxos 6, especialmente acidos
linoléico (LA, 18:2w»-6) e &cido araquiddnico (ARA, 20:4»-6) (FERNANDES et al., 2014).

A Tabela 4 mostra a comparagdo entre os teores de acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) e de é&cidos graxos ®3 (EPA e DHA) em pescados marinhos. Oscilagdes nos
resultados das composicOes lipidicas se devem em funcdo da espécie, alimentacdo, fase da
vida, época do ano, captura e estocagem (PACHECO-AGUILAR et al., 2000; CARDENIA et
al., 2013).

Tabela 4: Comparacdo dos teores de acidos graxos poliinsaturados e EPA e DHA de
pescados marinhos.

Pescado Autores PUFA (mg/100g de EPA mg/100g DHA mg/100g
6leo) de 6leo) de 6leo)
Atum Caponio et al., (2011) 23,27 - -
Cavalinha  Candela et al., (1997) 20,79 4,62 11,97
Salméo 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 0 maior teor lipidico seguida pelo salméo
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 € um pescado cujo 0s teores
lipidicos podem apresentar elevada oscilacdo devido a variagdes sazonais. Segundo 0s
autores, as sardinhas param de se alimentar no periodo anterior a desova, e passam a utilizar

11



suas reservas lipidicas e protéicas. Os teores de lipidios variam de 1,2% nos periodos entre
marco a abril, atingindo 0 maximo de 18,4% entre setembro & outubro.

Estudo realizado por Luzia et al., (2003), avaliaram a influéncia da sazonalidade na
composicao lipidica de cinco espécies populares de pescado (sardinhas, corvinas, curimbata,
tilapia e camardo). Os autores observaram que os contetdos lipidicos ndo apresentaram
diferenca significativa apesar de terem sido encontrados valores de 4,09/100g (base seca) no
verdo e 10,62g9/100g (base seca) no inverno. Os teores de colesterol encontrados ndo foram
influenciados pela sazonalidade e apresentaram valores entre 72,6 mg/100g no verdo e 86,4
mg/100g no inverno.

Saldanha et al.,(2008) estudaram a composicdo de &cidos graxos em amostras de
sardinhas (Sardinella brasilienses) armazenadas sob refrigeracdo durante 120 dias.
Observaram que o contetdo lipidico na forma crua foi 8,99/100g (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) apos avaliarem as concentragdes de EPA e DHA em cinco
pescados marinhos (atum, bonito, olho de boi, cavalinha e sardinha), concluiram que a
sardinha e o bonito apresentaram maiores somatdrios dos acidos EPA (18,68%) e DHA
(13,77%) sendo considerados uma boa fonte de alimentar de acidos ®3.

A quantidade necessaria de todos os nutrientes a ser consumida para promover tais
beneficios ainda ndo foi definida completamente, entretanto, segundo a FAO,(2012), o
consumo de 150g de pescados ao dia fornece 50 a 60% das necessidades diarias proteicas de
um adulto e, segundo recomendacdes feitas pela American Heart Association (AHA, 2002), a
ingestdo de 200g de pescados com altos teores de 6mega 3 duas vezes por semana, pode
prevenir o aparecimento de doencas cardiovasculares.

2.2.2 Teores de selénio e mercurio

O consumo de pescados ricos em EPA e DHA, possuem grande importancia para o
crescimento fetal e desenvolvimento das funcdes neuroldgica infantil, sendo um importante
alimento para gestantes no periodo perinatal (FLEITH & CLANDININ, 2005). Todavia,
Oken et al.,(2003) verificaram que muitas mulheres alegam que apesar dos beneficios que 0s
pescados proporcionam a saude, justificam que a sua nao ingestdo devido a preocupacéo pela
contaminacdo por mercurio. Além de possuir concentracoes elevadas de selénio, EPA e DHA,
a ingestdo de sardinhas é indicada para mulheres gravidas, idosos e criancas pequenas, por
possuir concentracbes reduzidas de mercurio, quando comparada a outros pescados
consumidos frequentemente, como a merluza (CARDOSO et al., 2013).

O mercario (Hg) ou o metil mercario (MeHg), composto organico toxico tem sido
identificado em muitos pescados e, como é facilmente absorvido pelo organismo, pode vir a
provocar efeitos adversos aos sistemas cerebral e neuroldgico quando consumido em grandes
quantidades (CARDOSO et al., 2013). Estudos sugerem que consumo de alimentos com
elevadas concentracdes de selénio possam auxiliar o problema de ingestdo de mercurio pelos
humanos, pois alegam que a interacdo destes componentes promove a reducdo da absorcéo do
mercurio pelo organismo (TENUDA-FILHO et al., 2010; CARDOSO et al., 2013).

Embora estudos epidemiologicos sugiram que os beneficios gerados a saide humana
sejam advindos principalmente da composicdo lipidica dos pescados, pesquisas também
sugerem que presenca de aminoécidos ndo essenciais como taurina, minerais como iodo e
selénio e vitaminas como a D e B;, também auxiliam na prevencdo de doengas (LUND,
2013).
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De acordo com Tenuda-filho et al., (2010) a sardinha, quando comparado a outros
pescados marinhos, apresentou maior concentracdo de selénio, de aproximadamente
(0,64mg/kg) seguida da corvina (0,62mg/Kg), cacdo (0,45mg/Kg) e pescada (0,30mg/Kg).
Ferreira et al., (2002) quantificaram o conteldo de selénio em pescados processados e
consumidos no Brasil., encontrando valores de 0,525 mg/Kg para atum “solido” enlatado,
0,460 mg/Kg para sardinhas enlatadas em 6leo e de 0,809 mg/Kg para sardinha enlatada em
molho de tomate.O que evidencia que sardinha processada é uma boa fonte de selénio.

O selénio é um mineral essencial & nutricdo humana, reconhecido como antioxidante
celular responsavel pela prevencdo de doencas cardiacas e cancer (CARDOSO et al., 2013).
De acordo, com IOM, (2000) a ingestdo diaria necessaria de selénio para adultos é de 55ug.
Em geral, quando comparados a outros tipos de carnes, 0s pescados possuem
substancialmente maiores concentracfes de selénio. Logo, o consumo de pescados ricos em
selénio, como a sardinha, representam uma boa alternativa para fonte deste mineral.

2.3 Esterilizagé@o comercial de sardinhas

Por se tratar de um alimento altamente perecivel, a utilizacdo de métodos de
conservagdo ajudam a promover o aumento da vida atil de pescados facilitando sua
comercializacdo. Dentre as técnicas de conservagdo mais utilizadas pela inddstria alimenticia
estdo a elaboracdo de conservas de peixes.

A esterilidade comercial tem por objetivo expor o produto a determinado tempo e
temperatura necessarios para promover a destruicdo microbiana e promover 0 aumento da
vida atil do produto. O processamento térmico deve ser baseado em rigorosos requisitos de
seguranca alimentar, condi¢cGes econémicas, dimensionamento de equipamentos e visar
méaxima retencdo das qualidades nutricionais dos alimentos (RHODEHAMEL et al., 1992;
STOFOROS, 1995).

A esterilizacdo consiste em aquecer o alimento em recipientes hermeticamente
fechados em autoclaves pressurizadas a temperatura de 121°C por tempo suficiente para
destruicdo de micro-organismos patogénicos. Em alimentos com pH superior a 4,5 unidades,
como em produtos a base de pescados, o tratamento térmico deve alcangar no minimo uma
reducdo de 12 ciclos logaritmicos (Tabela 5), tendo como microrganismo alvo o Clostridium
botulinum (STOFOROS, 1995).

A producdo de conservas de peixes sdo uma grande alternativa para inddstria
alimenticia por serem produtos seguros, de extensa vida de prateleira facil estocagem e
transporte. Além de serem praticos para 0 consumo e serem processados em embalagens
sustentaveis (FEATHERSTONE, 2012).

De acordo com Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de conservas de
peixes (Instrucdo normativa SDA n° 45, de 13 de dezembro de 2011) o tratamento térmico
necessario a conservas de peixes se define como (ANEXO A):

Esterilidade comercial: estado que se consegue aplicando calor suficiente, s6 ou em
combinacdo com outros processos de conservagdo de alimentos, que assegure a
destruicdo das formas viaveis de micro-organismos patogénicos e de outros
organismos capazes de alterar o produto e que possa multiplicar-se em condicfes
normais de armazenamento e distribuicéo.

Para a producdo de sardinhas em conservas 0 Regulamento Técnico fixa a identidade e
as caracteristicas minimas de qualidade que devem apresentar as conservas para sua
comercializacdo (Instrucdo Normativa SDA N° 22 DE 11/07/2011 (Federal) (ANEXO B)
define:
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Conservas de sardinhas sdo produtos elaborados a partir de matéria-prima de
espécies abrangidas por este regulamento, fresca ou congelada, descabecada,
eviscerada, com excecdo de gobnadas 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 esterilizagdo, além de promover a destruicdo de esporos bacterianos, tem como
objetivo agregar aspectos desejados ao produto final, como amolecimento da espinha e
melhoria da textura do produto.

Pescados enlatados séo produtos de baixa acidez (pH >4,5) e elevada atividade de
agua (Aa>0,97), fatores que oferecem riscos potenciais de proliferacdo bacteriana, como de
Clostridium botulinum, razéo pela qual medidas extremas de seguranca devem ser adotadas
no seu processamento (JAY, 2005). O Clostridium botulinum é uma bactéria esporogénica
que sob condigdes como a auséncia de oxigénio e pH acima de 4,5 permitem sua germinacao
e consequentemente producdo da toxina botulinica (FDA, 2013). Logo, para que esses
alimentos sejam considerados seguros microbiologicamente sdo necessarios que sejam
cumpridos determinados parametros de tratamento térmico (JAY, 2005).

O tempo de morte térmica (TDT- thermal death time) é o tempo necessario para
eliminar determinado numero de micro-organismos a uma determinada temperatura
especifica, baseado em alguns parametros intrinsecos como, o valor D do microrganismo. O
valor D consiste no tempo em minutos necessarios para eliminar 90% de microrganismo em
uma determinada temperatura. O valor D do Clostridium a temperatura de 121,1°C é 0,21 min
(FDA, 2013).

Contudo, devido a preocupacdo em garantir a seguranca dos alimentos processados
microbiologicamente, geralmente 0s processos térmicos sdo superestimados, através da
exposicdo do produto a elevadas temperaturas por um tempo acima do necessario,
promovendo assim uma grande margem de seguranca. Assim, convencionou-se que industrias
de pescados enlatados devem aplicar tratamento equivalente a 12D ou 12 log como minimo
de processo (Tabela 5).

Tabela 5: Reducdes de 12 ciclos logaritmicos para eliminacgdo de bactérias.

N° D (log) N° de bacteérias vivas NC 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

O tratamento 12D refere-se ao processamento o térmico de letalidade necessério para
reduzir a probabilidade de sobrevivéncia do esporo mais resistente do Clostridium botulinum
para 10"2 (FDA, 2013).
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Desta forma, faz se necessério a utilizacdo do conceito de Fo, trata-se de calor letal
integrado recebido em todos os pontos de um recipiente durante o processamento onde é
padronizado o tempo necessario, em minutos, para destruir esporos ou células vegetativas de
um alimento (FDA, 2013). No tratamento 12D, o Fy sera igual a 2,52 minutos, como mostrado
abaixo.

Fo=D (log a— log )
Fo= 0,21 (log 1- log 10™%)
Fo=10,21x12
Fo= 2,52 minutos

Figura 7: Equacdo do calculo do Fq a partir do 12D.

Assim, convencionou-se utilizar como intensidade minima suficiente para eliminagdo
até niveis seguros do micro-organismo Clostridium botulinum F, de aproximadamente 3
minutos a 121,1°C (JAY, 2005).

No Brasil, o valor de F, (variavel capaz de expressar as intensidades do binémio
tempo X temperatura do tratamento térmico considerando parametros do processo e matriz
alimentar avaliada, ndo é devidamente regulamentado. De acordo com o boletim do Conselho
Regional de Medicina Veterinaria do estado do Rio de Janeiro (CRMV/RJ, 2008), a proxima
Revisdo do Regulamento de Inspecéo Industrial de Produtos de Origem Animal (RIISPOA)
devera trazer regulamentacdo geneérica acerca de conservas carneas esterilizadas, exigindo Fo
minimo de 3,0 minutos. No entanto, para o processamento de sardinhas esterilizadas, essa
regulamentacdo € insuficiente, uma vez que 0 processo térmico deve promover também o
amaciamento da espinha, que ocorre em patamares de Fo bem superiores a esse valor. A
definicdo do tempo de exposicdo do produto é determinado unicamente pelo fabricante, que
tem a liberdade de padronizar estes tempos considerando 0s custos, caracteristicas sensoriais,
seguranca do alimento e capacidade de operacdo de seus equipamentos. O processamento
pode acarretar consequéncias ao produto como perda de nutrientes, alteragdo na cor, textura,
sabor e aceleracdo do processo de oxidacgéo lipidica.

Durante o preparo térmico, ocorrem reaces quimicas e fisicas que alteram o valor
nutricional do alimento, como o aumento da digestibilidade devido a deshaturacdo das
proteinas ou reducdo dos teores de compostos termolabeis como as vitaminas lipossollveis e
os 4cidos graxos poliinsaturados (GARCIA-ARIAS et al., 2003). Também pode favorecer a
separacdo de componentes como observado pelo autores GARCIA ARIAS et al., (1991);
LAGO & ANTONIASSI, (2000) e TARLEY et al., (2004) que verificaram que apds o
processamento de sardinhas em conservas 0s acidos graxos caracteristicos das sardinhas 3
(EPA e DHA) haviam migrado para os liquidos de cobertura das conservas.

A literatura reporta que a extensdo de processos de degradacdo de nutrientes em
alimentos é diretamente proporcional a intensidade do processamento térmico dado, logo, €
observado que a qualidade nutricional, sensorial e microbiolégica 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 avaliacdo do mesmo é importante para conseguir garantir um produto seguro e
saudavel

Entretanto, quando o processamento inclui alimentos como sardinha, ricos em
componentes termosensiveis, como &cidos graxos 3 e colesterol, o uso de antioxidantes
durante seu processamento pode ser uma alternativa para retardar a oxidacdo lipidica e a
perda desses componentes (JACOBSEN et al., 2008).
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Nas industrias brasileiras processadoras de conservas de sardinhas, comumente sao
empregados diferentes liquidos de cobertura, utilizados com o intuito de melhorar a troca
térmica durante a esterilizacdo e as caracteristicas sensoriais do produto. Entre os liquidos de
cobertura mais utilizados, destaca-se 0 molho de tomate.

Molho de tomate é considerado uma boa fonte de antioxidantes naturais devido a
presenca de compostos como &cido ascérbico e carotenoides (BORGUINI & TORRES,
2009). E possivel, que o uso do molho de tomate em conservas de sardinhas possam
desempenhar funcdo antioxidante e protecdo aos acidos ®3 das conservas de sardinhas.
Pesquisas elucidam que sardinhas em conserva com molho de tomate possuem teor de acidos
®3 superior a sardinhas em conservas com 6leo de soja (TARLEY et al., 2004; MIGUEIS,
2010).

Tarley et al., (2004) avaliaram sardinhas enlatadas comercializadas no Brasil
adicionadas de 6leo de soja e molho de tomates como liquidos de cobertura. Verificaram que
as diferentes composi¢cGes ndo influenciaram nos teores de &cidos graxos e colesterol
presentes nos pescados. No entanto, em relacdo as concentracdes de EPA e DHA, os autores
observaram maiores concentracfes 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 nivel desejavel de protecdo contra doencas
cardiovasculares em seres vivos, devido a elevadas concentragdes de DHA (22:6 ®-3) e EPA
(20:5 ®-3) presentes na sardinha e das altas concentragdes de licopeno do tomate.

Loiko, (2011) observou que sardinhas enlatadas adicionadas de molho de tomate
apresentaram teores dos acidos graxos EPA e DHA superiores aos encontrados em sardinhas
enlatadas adicionadas de 6leo como liquido 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
habito de consumir sardinha em conserva nas refeicbes. Também observaram uma
aceitabilidade de 84% do produto estudado, concluindo que as sardinhas avaliadas tém
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
0leo e a outros pescados enlatados (Tabela 6).

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

Tipo de peixe processado Total de 6mega-3  EPA DHA

Sardinr]a c!o Atlantico enlatfida e com 0,982 0,473 0,509
liquido de cobertura 6leo

Atum light enlatado e com liquido de 0,228 0,028 0,196

cobertura dgua

EPA = Acido eicosapentaendico (g/100 g de lipideos); DHA = Acido docosahexaentico (g/100 g de lipideos)
Fonte: Adaptada USDA,2012.
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No entanto, é comum observar o descarte dos liquidos 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 populacéo sobre os beneficios que o seu consumo pode favorecer.

2.4 Composi¢édo do molho de tomate
2.4.1 Polpa de tomate

O tomate (Lycopersicum esculentum L.) é um dos produtos horticulas mais produzidos
mundialmente, com producgdo de 162 milhdes de toneladas em 2012 e o segundo mais
consumido no mundo, apés a batata (FAOSTAT, 2012). O tomate possui alto teor de
umidade, baixa concentracgdo lipidica, carboidratos, como frutose e glicose, além de tracos de
minerais como potéassio, fosforo e ferro (PINELA et al., 2012). A producdo de derivados de
tomate é uma importante alternativa tecnologica para seu consumo, visto que, o fruto contém
elevada atividade de agua apresentando curta vida util. Portanto, o processamento industrial
possibilita que um ndmero maior de pessoas consumam o fruto, agregando melhorias
sensoriais e nutricionais aos alimentos.

Na America do Sul, o Brasil destaca-se como o maior produtor de tomate utilizado
para producdo de derivados, sendo também o maior consumidor dos mesmos (DE MELO &
VILELA, 2005). Segundo Motilva et al., 2014 grande por¢do dos tomates produzidos, séo
consumidos na forma de produtos industrializados, como polpas e molhos de tomate.

O processamento industrial da polpa de tomate inclui etapas de processamento como
trituracdo, inativacdo enzimatica, concentracdo e esterilizacdo. Esses tratamentos reduzem o
conteldo de umidade e proporcionam ao produto nova aparéncia, textura e viscosidade
(CAPANOGLU et al., 2008). Polpas industriais possuem duas classificacdes conhecidas
como hot break e cold break. Estas se diferem pelo processamento sofrido e pelos parametros
de qualidade como teor de sélidos soltveis (°Brix), viscosidade e coloracdo. Polpas hot break,
diferentemente das cold break, sdo submetidas a uma etapa de pré- aquecimento a
temperaturas mais elevadas, entre 97°C a 102°C. Este pré-tratamento promove a inativagdo
das enzimas pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG), importantes no
amadurecimento e textura dos tomates (CHANFORAN et al., 2012; VALLVERDU-
QUERALT et al., 2012). Esta inativacdo proporciona a polpa hot break elevada viscosidade,
alto teor de sélidos soluveis e cor intensa e, devido a isso, polpas hot break sdo comumente
utilizadas para a fabricacdo de molhos de tomate, pois ao serem diluidas proporcionam a
formacdo de produto espesso com melhores atributos sensoriais.

Pesquisas sugerem que tomates e seus derivados sdo uma excelente fonte de
antioxidantes oriundos da presenca de vitamina C, carotenoides e compostos fenolicos
(MOTILVA et al., 2014). No entanto, o teor de antioxidantes em produtos derivados de
tomate podem variar de acordo com a matéria-prima e condi¢6es de plantio, como clima, solo
e a irrigacdo que foram submetidas (DE MELO & VILELA, 2005).

2.4.2 Acido ascorbico

Tomates sdo considerados uma boa fonte de acido ascOrbico e sua ingestdo esta
relacionada a prevencdo de doengas, devido sua capacidade de neutralizacdo de radicais livres
nos sistemas bioldgicos (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 concentragGes de vitamina C variavam
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de 15 a 21mg/100g em base umida. Os autores atribuiram que as oscilagcdes dos teores de
acido ascérbico encontrados no estudo foram advindos a diferencas nas maturidades dos
frutos e a diferentes estacdes do ano em que foram coletados (DAVEY et al., 2000).

Por se tratar de um composto termosensivel, o acido ascdrbico é facilmente degradado
em presenca de calor (DAVEY et al., 2000). Dewanto et al., (2002) observaram que ap06s
submeter tomates ao aquecimento a temperatura de 88°C por 2, 15 e 30 minutos o teor de
acido ascadrbico 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 pasteurizacdo da polpa resultou em perda significativa de 34% de vitamina C.

2.4.3 Carotenoides

Carotenoides sdo pigmentos biosintetizados por plantas, algas ndo oceanicas, fungos e
bactérias. Possuem papel fundamental tanto em vegetais na captacdo de energia e na protecdo
de processos oxidativos. Possuem como estrutura basica moléculas de isopropeno (Figura 8)
unidas por sistema de ligacbes duplas conjugadas definido como cromoforo (O'NEIL &
SCHWARTZ, 1992).

Z

Figura 8: Forma estrutural do isopropreno.

O comprimento do cromoforo determina o espectro de absorcgdo e a cor da substancia.
Para que haja producdo de cor, um carotenoide precisa ter ao menos sete duplas ligacoes
conjugadas e, a medida que o numero de ligagdes duplas aumentam, ocorre mudancgas na
coloracdo do carotenoide, devido ao deslocamento no espectro de absorcdo em virtude da
mudanca na estrutura da molécula. Na regido do cromoforo, os elétrons sdo deslocados ao
longo da cadeia isoprénica proprocionando aos compostos, além da capacidade de absorcao
de energia, elevada reatividade e suscetibilidade a oxidacdo (BRITTON, 1995).

Os carotenoides sdo classificados segundo sua estrutura quimica (Figura 9). Quando
constituidos apenas por hidrocarbonetos sdo classificados como carotenos e, quando possuem
um ou mais grupos funcionais oxigenados classificam-se como xantofilas (BRITTON, 1995)

CAROTENOS XANTOFILAS

\\\\\\\\\
A Y Vo Ve Ve VS Ve VS VAN

B-caroteno B-criptoxantina

N NN NN A A N DT T Y Y T T

Licopeno Luteina

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

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) séo inevitavelmente geradas
durante o metabolismo celular aer6bico e possuem grande importancia no funcionamento do
organismo, como na fagocitose, onde essas espécies sdo produzidas para eliminar agente
agressor (VASCONCELOS et al., 2007). Entretanto, quando sua producdo é exacerbada,
ocasionada devido a pré-disposi¢cdes genéticas, desequilibrio imunolégico e estresse, podem
ocasionar mutacdes génicas e distdrbios metabdlicos, por isso o organismo deve dispor de
um eficiente sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico para restabelecer o equilibrio.

Diversos tipos de ERO podem ser continuamente produzidas nas células. Podem ser
gerados durante o metabolismo aerébico nas mitocondrias, enzimaticamente pelas NAD
oxidases ou mesmo na formacao de hidroperdxidos, podem ser catalizadas devido a clivagem
dos fosfolipidios e a presenca do Fe*? livre, originado da degradacio das proteinas heme das
carnes (CARLSEN et al.,2005).

O estresse oxidativo gerado pela formacdo excessiva de espécies radicalares,
proporciona desequilibrio entre sistemas pré e antioxidantes do organismo, propiciando o
aparecimento de doencas. Assim, para que seja reduzido este processo, estudos sugerem que a
ingestdo de alimentos ricos em substancias antioxidantes, como carotenoides para auxiliar
este equilibrio bioldgico.

Segundo Rao e Agarwal, (1999) carotenos sdo grande auxiliadores na prevencéo de
doencas como céncer e doencas cardiacas, pois possuem elevado potencial antioxidante
devido sua capacidade de sequestrar ERO, oxigénio singleto e radicais livres (CONN et al.,
1991; EDGE et al., 1997 e KRINSKY & YEUM, 2003). Sua capacidade antioxidante esta
relacionada ao sistema de ligacdes duplas que permitem aos compostos, a habilidade de
interferirem na etapa de propagacdo da oxidacéo lipidica, devido a estabilizacdo da molécula
ocasionada por ressonancia dos radicais lipidico-peroxil formados durante o estresse
oxidativo bioldgico e durante o processamento téermico de alimentos (CONN et al., 1991).

Em relacdo a eficacia na desativacdo dos radicais livres e potencial antioxidante,
destacam-se 0 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 oxigénio singlet e na protecdo de células humanas. O autores
Liu et al., (2008) estudaram a capacidade antioxidante de solucdes mistas que continham [3-
caroteno e licopeno e solugdes isoladas de ambos. Os resultados sugeriram que as
propriedades antioxidantes da solucdo contendo a mistura dos dois carotenos foi
substancialmente superior a atividade antioxidante dos dois avaliados isoladamente. Assim,
sugeriram que o consumo de alimentos e formulacdo de produtos com esses dois carotenos
podem ser boas alternativas para consumo de antioxidantes.

No entanto, apesar dos beneficios proporcionados pela ingestdo 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 populacdo
brasileira, de acordo com sexo, regibes e condi¢Bes financeiras. Utilizaram como base de
dados informagdes da Pesquisa de Orcamentos Familiares (2008-2009), realizada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), envolvendo 34.003 individuos com
idade acima de 10 anos. Concluiram gque os maiores consumidores de alimentos fonte de
carotenoides foram do sexo feminino, moradores do meio urbano e habitantes da Regido 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 pg/dia, valor este, muito inferior ao sugerido pelo Instituto de Medicina e
pelos pesquisadores Rao e Shen, (2002) que consideram como niveis prudentes para consumo
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diério 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 a prevencdo de doencas como cancer e por ser um dos carotenos mais
encontrados no plasma e tecidos humanos (STEINMETZ & POTTER, 1996; IOM, 2000;
CONDRON et al., 2014; Y1 et al., 2015).

Entre os carotenoides, o p-caroteno é o segundo em concentragdo em tomates, e 0
Unico a apresentar atividade pré-vitaminica A. O B-caroteno € um micronutriente lipossolavel,
em teoria cada molécula deste composto pode ser convertida em duas moléculas de retinol
(vitamina A). Seu consumo é importante na alimentacdo humana, pois a caréncia de vitamina
A pode acarretar distdrbios visuais, deficiéncia no desenvolvimento de Orgdos e, na
manutengdo do sistema imunoldgico (WEBER & GRUNE, 2012). No entanto, para que o
carotenoide seja precursor de vitamina A é necessario possuir pelo menos um anel p-ionona
ndo substituido e cadeia lateral poliénica com um minimo 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 —caroteno sdo indicados, pois
este composto é capaz de interagir com radicais livres agindo como um protetor para células
humanas, melhorando o sistema imunolégico e prevenindo doencas imunodeficientes
(BENDICH, 1989; Yl et al., 2015).

Estudo realizado por Bonnie, (1999) indicam que a estabilidade do p—caroteno possa
ser influenciada pela temperatura de aquecimento, concentracdo de oxigénio e presenca de
luminosidade. Entretanto, segundo os autores, Mayer-Miebach et al., (2005) o fator que mais
impacta na degradacdo deste composto € a presenca de oxigénio. Esta conclusdo foi obtida,
ap0s observaram que cenouras aquecidas sob condicGes atmosféricas a temperaturas
superiores a 90°C obtiveram perdas significativas de mais de 20% deste caroteno, no entanto,
apos avaliarem o aquecimento a mesma temperatura sob condi¢fes de vacuo ndo observaram
degradacdo do mesmo.

2.4.3.3 Licopeno

A Figura 11 ilustra a estrutura quimica do licopeno. Este composto apresenta 11
ligacbes duplas conjugadas, 2 ndo conjugadas e auséncia de atividade pro-vitaminica A,
constituindo como o carotenoide mais abundante no tomate e em produtos derivados.
Segundo Di Mascio et al., (1989) a auséncia do anel B-ionona neste pigmento, promove a ele

20



maior capacidade de sequestro de radicais livres quando comparado a outros carotenoides
como, astaxantina, cantaxantina e p—caroteno.

Figura 11: Forma estrutural do licopeno (CaoHss).

O consumo de alimentos ricos em antioxidantes pode ser uma excelente alternativa a
prevencdo doencas. visto que, cerca de 50% dos casos de doencas originadas sejam advindos
da alimentacdo 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 ingestdo de tomate e seus derivados pode diminuir em 40% o risco de
desenvolvimento de céncer de esdfago, além de reduzir o risco de desenvolvimento de
diversas outras doengas, como, cancer de prostata, pulmdo, mama, boca, colo de Utero e
doencas cardiacas.

Entretanto, apesar do licopeno ser um dos carotenoides mais encontrados no plasma
sanguineo, este composto ndo é sintetizado pelo organismo humano, sendo sua concentracéo
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 individuos durante o periodo de duas semanas aumentou significantemente
0 nivel sérico de licopeno e reduziu a peroxidacéo lipidica. Os pesquisadores sugeriram que a
acdo antioxidante do licopeno no organismo esteja relacionada a capacidade de protecao das
lipoproteinas (HDL e LDL) da oxidacdo. Abete et al., (2013) estudaram os efeitos do
consumo do molho de tomate contendo diferentes concentracbes de licopeno (12 e
27mg/100g) na reducdo dos niveis de colesterol LDL e de estresse oxidativo. Para realizacéo
da pesquisa os pacientes foram divididos em dois grupos, porém ambos mantiveram
alimentacdo saudavel e praticaram atividades fisicas 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
ingestdo de licopeno por cada grupo ter sido diferente, 85% dos testes concluiram que o
consumo regular de molho de tomate rico em licopeno reduziu significativamente os niveis de
colesterol LDL sanguineo em ambos 0s grupos.

Apesar dos avangos nas pesquisas, as quantidades minimas de consumo de licopeno
para obtencdo de beneficios deste nutriente ainda sdo conflitantes. Estudos realizados por Rao
e Shen, (2002) sugeriram o consumo meédio para se obter atividade antioxidante in vivo é de 5
a 10mg de licopeno/dia. Ja, Porrini e Riso, (2005), apds realizarem uma extensa revisao
bibliogréafica sobre a ingestdo diaria de licopeno recomendada em paises da Europa, Estados
Unidos, Canada e Australia, verificaram que os teores recomendados variaram entre 3,8 mg a
8,54 mg de licopeno/dia. Observaram que em ordem decrescente, 0s paises que indicam o
maior consumo de licopeno sdo os Estados Unidos seguido do Canada, Holanda, Franca e
Irlanda. Em resumo, concluiram que o consumo de 6mg/dia de licopeno aumenta a
concentracdo deste composto no plasma sanguineo fornecendo protecdo antioxidante ao
organismo.

A quantificacdo da ingestdo de licopeno/dia é de dificil mensuracdo, pois a
biodisponibilidade do composto depende de véarios fatores como: habitos alimentares,
metabolismo celular, pré-disposicdes genéticas, método de preparagdo dos alimentos,
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concentragdo do componente, meio em que esta dissolvido o licopeno (PORRINI & RISO,
2005; MORITZ & TRAMONTE, 2006).

Nos paises mediterraneos e nos continentes Norte e Sul da Ameérica, produtos
derivados de tomate sdo os que mais contribuem significativamente para ingestéo do licopeno
na alimentagdo (RAO & SHEN, 2002; DE MELO & VILELA, 2005). Entretanto, a
concentracdo de licopeno em produtos derivados do fruto pode apresentar oscilagdes, pois
dependem das condigdes de plantio, clima, maturacdo dos tomates usados como matéria
prima, além de serem dependentes das condi¢des de processamento térmico (bindmio 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 o0s 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 Umida respectivamente. Os pesquisadores concluiram que a melhoria da tecnologia de
processamento no Brasil tem contribuido para obtencdo de produtos com grandes
concentracdes de carotenoides.

Stahl e Sies, (1992) estudaram a biodisponibilidade em suco de tomate ndo aquecido e
aquecido com 1% de 0Oleo de soja. Os autores tinham por objetivo verificar se a caracteristica
lipossolivel do licopeno auxiliaria na melhor biodisponibilidade do composto ingerido.
Observaram que, a concentracdo de licopeno no plasma sanguineo aumentou em individuos
que haviam ingerido o suco processado com 0leo de soja. Assim, concluiram que tanto o
processamento quanto a presenca lipidica no suco analisado favoreceu a melhor absorcao
deste nutriente pelo corpo. Estudo realizado por Unlu et al., (2005) mostrou resultado similar,
onde verificaram que a absorcao do licopeno e B-caroteno foram maiores quando adicionado
como fonte lipidica o abacate ao alimento.

2.4.3.4 Efeitos do processamento térmico

O tratamento térmico pode promover reducdo dos teores de carotenoide via
isomerizacdo e/ou oxidagdo dos compostos (COLE E KAPUR, 1957; SHI et al., 2000).

Isdmeros sdo substancias que apresentam mesma formula molecular, no entanto,
possuem diferentes arranjos entre os atomos proporcionando a estes, diferentes formas
estruturais (O'NEIL & SCHWARTZ, 1992). O licopeno é capaz de formar isdmeros
geométricos designadOs como E e Z usualmente equivalentes a trans e cis. (SHI et al., 2000).

A conformacao trans é predominante encontrada na natureza em virtude de sua baixa
energia de conformacdo, devido as ligacdes duplas serem coplanares possuindo maior
estabilidade, além de possuir menor impedimento estérico (BRITTON, 1995). No entanto, no
plasma e tecidos vivos, o isdmero cis é encontrado em maior extensdo (SHI et al., 2000;
BOILEAU et al., 2002; UNLU et al., 2005). A possivel explicacdo para isto é que a forma
isomérica cis seja mais biodisponivel, devido sua estrutura ser mais curta e ndo linear,
facilitando sua melhor solubilidade e transporte nas micelas (BOILEAU et al., 2002 ; BOON
et al., 2010).

A isomerizacdo do licopeno pode ser ocasionada por diferentes fatores, como
processamento térmico, mudancas no pH e exposicdo do composto a iluminacédo
(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 121°C por 1 hora
e a 80°C por 2 horas, permitiu a formacdo de isémeros cis em 18,2% e 35,4%
respectivamente. Os autores concluiram também, que a presenca de luminosidade favoreceu a
formac&o de isbmeros cis.
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Pesquisas feitas por Shi & Le Maguer, (2000) verificaram que o tomate fresco néo
continha isbmeros cis, entretanto, ao processa-los a elevadas temperaturas, foi observado
isomerizacdo do composto. Resultado este, similar ao encontrado pelos autores Mayer-
Miebach et al., (2005) que observaram isomerizagdo mais acentuada em cenouras quando
aquecidas junto a 6leo vegetal.

Os principais isdmeros cis licopeno encontrados em alimentos processados séo 15-cis,
13-cis e 9-cis (BRITTON, 1995; MAYER-MIEBACH et al., 2005) (Figura 12). Isbmeros cis
sdo consideraveis mais instaveis termodinamicamente quando comparados a isbmeros trans
devido a proximidade dos grupos radicais que ocasionam uma maior repulsdo de elétrons,
tornando-os mais instaveis. No entanto, poucos trabalhos elucidam a estabilidade molecular
entre os isdmeros cis do licopeno. Chasse et al., (2001) e Lambelet et al., (2009)
estabeleceram a ordem de estabilidade: 5 cis mais estavel sequido de 9-cis, 13-cis, 15-cis, 7-
cise 11-cis.
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Figura 12: Estrutura dos cis-isbmeros do licopeno mais encontrados em produtos
processados termicamente. Fonte: Adaptado CHASSE et al., 2001.
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Quanto a capacidade antioxidante das formas isoméricas do licopeno, os resultados
encontrados na literatura sdo conflitantes. Bohm et al., (2002) sugerem que isémeros cis
possuem melhor capacidade de sequiestro de radicais livres que isbmeros trans, entretanto Zou
et al., (2014) afirma que ambas as formas geométricas trans-cis sdo potentes substancias
bioativas e possuem grande efeito inibitério no desenvolvimento de doengas e células
tumorais de cancer de prostata.

A oxidacdo do licopeno em produtos derivados de tomate pode ser influenciada pela
presenca de oxigénio, luz e temperatura de exposicdo (SHI et al., 2000). Segundo os autores
Sharma & Le Maguer, (1996), a degradacdo desta substancia pode ocorrer em menor
velocidade quando exposto a condigdes de vacuo e auséncia de luz. Entretanto, os resultados
encontrados na literatura ainda sdo contraditorios. Segundo Dewanto et al., (2002) e Shi et al.,
(2008) o aquecimento ndo promove a degradacdo do licopeno e sim, melhora sua extracao e
aumento em sua concentracao.

Cole e Kapur, (1957) avaliaram a estabilidade térmica do licopeno apds este ser
submetido a aquecimento de 100°C por 2 horas em condicOes de auséncia e presenca de
oxigénio. Observaram que a presenca do oxigénio impactou significativamente na perda do
componente, pois em condi¢cdes atmosféricas obtiveram perda de 25% de licopeno, enguanto
que em condicOes de auséncia de oxigénio somente 8% foi degradado.

Sharma & Le Maguer, (1996) avaliaram a estabilidade cinética do licopeno presente
em polpa de tomate aquecida a 100°C sob a exposicao de luz, oxigénio e vacuo. Perceberam
que independente da presenca ou auséncia de luminosidade e/ou oxigénio o fator que mais
impacta na degradacdo do composto foi a temperatura, resultando em 24% de perda.
Entretanto, verificaram que tanto a liofilizacdo quanto a exposi¢do das polpas a estufas com
temperaturas de 25° a 75°C ndo promoveram degradacéo significativa do composto.

Shi et al., (2000) avaliaram o efeito de diferentes métodos de secagem sobre a
retencdo de licopeno e formacgdo de isdmeros trans-cis. Os tomates foram submetidos aos
seguintes métodos: secagem em estufas com circulacdo de ar (EA 95° C por 6 al0 h);
secagem em estufas a vacuo (EV 55°C por 4 a 8 h); secagem a vacuo com pré-tratamento
osmético (EVO 25° C por 4 h, com pré-tratamento osmético em solucdo de sacarose a 65°
Brix); e tratamento osmotico (TO). Verificaram que em geral ocorreu decréscimo do teor de
licopeno ap0s os processos de desidratacdo. 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 reducdo no teor de licopeno quando
comparado ao tomate fresco. Com os resultados, alegaram que o aquecimento em EA
aumenta a exposicdo do tomate ao ataque do oxigénio e a luz ocasionando perdas no licopeno.
Ja em EVO a explicacdo provavel deva ser que a presenca do aclicar mantém o oxigénio
ligado, impedindo-o que este fique livre para iniciar a oxidagédo 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 exposicdo das amostras a
temperatura de 100°C por 2horas favoreceu a oxidacao de 30% do teor de licopeno.

Dewanto et al., (2002) estudaram o impacto do processamento de tomates nas
modificagdes nutricionais e nos teores de antioxidantes (acido ascorbico e carotenoides).
Durante a pesquisa, submeteram os tomates a trituracdo e ao cozimento até obtencdo de uma
massa homogénea. Subsequentemente, esta massa foi reaquecida em tacho a vacuo sob trés
diferentes tratamentos: T, (88°C por 2 minutos),T, (88°C por 15 minutos) e T3 (88°C 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) apds serem expostos
aos tratamento T;, T, e T3 apresentaram conteudo de 3,11, 5,45, 5,32 mg trans-licopeno/g de
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tomate respectivamente. Concluiram que o processamento térmico aumentou o teor de
licopeno, pois o tornou mais acessivel a extracdo devido a maior libera¢do dos fitoquimicos
da matriz.

Shi et al., (2008) investigaram efeitos da luminosidade e do aquecimento de polpas de
tomates expostas a temperaturas de 60°, 80°, 100° e 120°C durante 1 a 6 horas. Sugeriram que
0 aquecimento a 120°C melhorou a extragéo do licopeno da matriz, alegando que o tratamento
térmico em temperatura mais elevada proporcionou a quebra da parede celular acarretando na
melhor liberacdo do licopeno. Observaram, que 0 maior tempo de exposi¢cdo da polpa a uma
mesma temperatura ocasionou no maior aumento do teor de licopeno (60°C por 3 horas teor
de 18%; 60°C por 6 horas teor de 23%).

Jacob et al., (2010) avaliaram a estabilidade dos carotenoides de tomate durante o
processamento térmico. Concluiram 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 necessario novos estudos para melhorar elucidar o efeito do
aquecimento no teor de licopeno.

2.4.4 ldentificacdo de carotenoides por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica analitica de alta
eficiéncia e precisa para separacdo de compostos muito utilizada para identificacdo e
quantificacdo de carotenoides (MOTILVA et al., 2014). No entanto, a eficiéncia do método &
dependente da escolha do detector, da fase movel, coluna cromatografica e método de
quantificacgéo.

Dentre os detectores mais utilizados destaca-se o Detector de Arranjo de Diodos
(DAD ou PDA). Este detector possui como vantagem em relacdo 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 identificacdo 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 anico solvente com
composicao constante ¢ denominada eluigdo isocratica, entretanto a eficiéncia da separacdo é
muito melhorada ou por elui¢cdo com gradiente.

Os solventes comumente utilizados e promovem separacées eficientes séo o metanol e
éter metil-terc-butilico (MTBE) (BOHM et al., 2002; NUNES & MERCADANTE, 2006;
PACHECO et al., 2013). A adicdo de um solvente menos polar como (MTBE) ou acetona séo
utilizados como modificadores do solvente primario para facilitarem a elui¢cdo do licopeno
(SANDER et al., 2000).

Para andlise de carotenoides é comumente utilizado a cromatografia de fase reversa,
qual é definida como utilizacdo de fase estacionéria é apolar, geralmente, um hidrocarboneto
e a fase movel é relativamente polar (metanol) (SKOOG et al., 2002). Colunas de fase
reversa Cige C3o vém sendo amplamente utilizadas para separacéo de carotendides.

Em relagdo a eluicdo tanto a colunas Cig poliméricas e na Cso 0 licopeno é fortemente
retido e elui somente apds o B—caroteno. Entretanto colunas poliméricas Cso (marca YMC)
especificamente sdo mais eficientes para separacdo de isbmeros cis e trans de carotenoides
apolares como Licopeno e B—caroteno principalmente, visto que carotenoides sdo moléculas
de cadeia longa e portanto interacdes mais extensivas deveriam ocorrer com fases
estacionarias com cadeias mais longas (SANDER et al., 1994; NUNES & MERCADANTE,
2006).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material

3.1.1 Material de consumo e equipamentos
Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes vidrarias, material de
consumo e reagentes:

Graal e pistilo de porcelana com 10 cm de didmetro
Dosador de celite (3gramas)

Filtro de vidro sinterizado de porosidade 4 e capacidade de 150mL
Funis de separacdo com capacidade de 250mL e 500mL
Kitassatos com capacidade de 500mL

Funis raiados de vidro com 5 cm de didmetro

Espétulas de inox 40cm

Beckers com capacidade de 20, 50, 100, 1000 mL
Baldes volumétricos ambar com capacidade para 25 mL
Vials &mbar para injetor automatico com capacidade para 1,8 e 4mL
Redutor de volume para vial com volume de 200uL
Acetona grau HPLC — Tedia ®

Eter de petréleo grau HPLC - Tedia®

Eter etilico grau HPLC - Tedia®

Metanol grau HPLC - Tedia ®

Eter metil-terc-butilico grau HPLC - Tedia®

Celite 545 — Tedia®

Sulfato de sodio anidro - Quimex®

Cloreto de sédio PA - Quimex®

Bandejas plasticas brancas

Caixas plasticas brancas

Termbmetro digital

Sacos plasticos de polietileno

E os seguintes equipamentos

Geladeira modelo DF45 -Eletrolux

Pipetador automatico com capacidade para 10 a 100uL
Pipetador automéatico com capacidade para 100 a 1000uL
Pipetador automéatico com capacidade para 0,5 a 5mL

Balanca analitica (0,1mg)

Homogeinizador ultra Turrax

Agitador tipo vértex

Ultrassom

Balanca analitica

Cromatdgrafo liquido modular modelo W600 -Waters®
Injetor automéatico modelo 717 plus- Waters®

Detetor de arranjo de fotodiodos modelo W26996 -Waters®
Coluna cromatografica YMC C30 Carotenoid(250x4,6xmm; 3um) - Waters®
Cromatdgrafo liquido modelo Alliance 2695 — Waters®
Coluna cromatografica HPX 87H da BIORAD (7,8 x 300 mm)
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o Espectrofotdmetro Modelo UV-1800 — Shimadzu®
o Microcomputador modelo Optiplex GX 240 — Dell®
o Software de controle e aquisi¢cdo de dados Empower- Waters®

3.2 Execucdo da parte experimental

A parte experimental deste trabalho foi executada na inddstria de conservas Coqueiro
situada no municipio de Sdo Gongalo estado do Rio de Janeiro. As analises foram realizadas
no Laboratorio de Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos, acreditado
pelo INMETRO pela 1ISO 17.025 para analises de carotenoides, situado no municipio do Rio
de Janeiro e no Laboratério de Analises de P6s Graduacdo do Departamento de Tecnologia de
Alimentos na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro situado no municipio de
Seropédica, estado do Rio de Janeiro.

3.2.1 Procedéncia das sardinhas

As sardinhas (Sardinella brasilienses) foram capturadas em Angra dos Reis, costa
litordnea do Rio de Janeiro durante o0 més de maio de 2014, por fornecedor registrado pela
industria de conservas. O pescado foi transportado em gelo em caminh&o refrigerado para a
industria de conservas. O intervalo de tempo entre a captura e a entrega na unidade fabril foi
inferior a 24 horas.

3.2.2 Procedéncia da polpa de tomate

Para a preparacdo do molho de tomate utilizado nas conservas foi utilizado polpa de
tomate hot break 31°Brix processada industrialmente por fornecedor cadastrado na industria
de conservas. A polpa foi embalada a vacuo em bags de aluminio devidamente lacrados
(Figura 13).

A polpa hot break foi produzida na unidade fabril, localizada no Norte de Minas
Gerais. Esta, foi processada pela indastria fornecedora a partir de tomates (Lycopersicum
esculentum L.) maduros coletados durante setembro de 2013 na localidade do Jaiba, Norte de
Minas Gerais. O processo de fabricacdo da polpa se iniciou com a descarga do tomate, sendo
posteriormente lavados em agua clorada. Em seguida é feita trituracdo dos tomates onde,
sementes e cascas foram retiradas e enviadas separadamente para o tratamento de residuos.
ApOs a trituracdo, a pasta foi pré-aquecida a temperatura de 95°C por 10 minutos e peneirada.
Em seguida, a pasta pré-agquecida seguiu para o evaporador a vacuo onde foi acondicionada
sob temperatura de refrigeracdo até obter teor de solidos solUveis de 30-32°Brix, sendo
esterilizadas a 115°C por 2 minutos e envasadas assepticamente em embalagens de aluminio
previamente esterilizadas.
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Figura 13: Polpa de tomate acondicionada a vacuo em bags de alumnio.

3.3 Métodos
3.3.1 Processamento das sardinhas em conserva

Na Figura 14 esta apresentado o fluxograma de processamento da sardinha. O
transporte do pescado foi realizado através de caminhdes, onde os pescados foram mantidos
em caixas plasticas contendo gelo até o seu descarregamento, na unidade processadora. O
processamento se iniciou na recepcao, onde foi verificado se o pescado possui temperatura
inferior a 5°C e se apresentou caracteristicas comuns de peixe fresco, como olhos brilhantes,
carne firme ao toque e guelras vermelhas. ApGs a aprovacdo da matéria-prima, as sardinhas
foram enviadas para a camara fria 5°C, até a liberacdo para seu processamento. Apds a
liberacdo, as sardinhas foram enviados para a linha de processamento em caixas contendo
gelo com aproximadamente 50Kg de sardinhas, onde essas foram lavadas em agua corrente,
evisceradas (removido cabecas, escamas e visceras) e lavadas novamente. As sardinhas
evisceradas cruas foram acondicionadas em caixas plasticas brancas com gelo e enviadas ao
laboratdrio de qualidade da industria (Figura 15). A proporcdo de sardinha e gelo utilizada nas
caixas foi de 1:2 (p/p), indicada pela industria como quantidade suficiente para manter os
pescados em temperatura abaixo de 5°C.
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Figura 14: Fluxograma do processamento de sardinhas enlatadas com molho de tomate.




Figura 15: Sardinhas evisceradas armazenadas em caixa térmica com gelo.

No laboratdrio da industria, 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 ndo havia variacdo 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 industrias, apds o enlatamento das sardinhas, as latas sdo submetidas a
um pré-aquecimento com proposito de retirar parte da agua constituinte do pescado e
melhorar atributos sensoriais ao produto. No entanto, quando este pré-aquecimento nao
ocorre, as sardinhas passam a ser classificadas pela legislacdo brasileira como sardinhas ao
proprio suco, como é o caso das latas de sardinhas produzidas neste trabalho (ANEXO A).

Figura 16: Medicdo do peso das latas contendo apenas sardinhas evisceradas.
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ApoOs a pesagem das amostras, as latas foram acondicionadas em bandejas com gelo
para posterior adicdo do molho de tomate (Figura 17). Amostras de sardinhas evisceradas
cruas foram selecionadas aleatoriamente e adicionadas a sacos de polietileno, sendo ent&o
congeladas para realizacdo das analises posteriormente.

Figura 17: Armazenamento das latas com sardinhas em bandejas com gelo.

E comum, nas indUstrias de conservas de sardinhas, preparar o molho de tomate, usado
como liquido de cobertura, com 6leo de soja e polpa de tomate. A utilizacdo do 6leo de soja
na formulacdo serve para acelerar a troca térmica durante a esterilizacdo, no entanto, a
presenca deste lipidio pode favorecer o aumento da degradacao dos acidos graxos da sardinha.
Desta forma, para reduzir o nimero de interferentes, foi utilizado apenas polpa de tomate e
agua potavel na formulacdo do molho de tomate.

Primeiramente, para preparacdo do molho de tomate, foi realizado as pesagens dos
ingredientes que sdo 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 proporcdo de 3% em relacédo ao peso de polpa (82,59 de sal). A
formulacdo do molho foi definida utilizando a proporg¢do de 1 parte de polpa para 2 partes de
agua potavel, propor¢do comumente utilizada na industria.
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Figura 18: Pesagem dos ingredientes para producdo molho de tomate.

Apos a adicdo de agua potavel a mistura foi aquecida e homogeneizada vigorosamente
até atingir a temperatura de 80°C. O alcance desta temperatura foi-se necessario para
favorecer recravacdo das latas. Para comparar o efeito da esterilizacdo sobre o teor de
licopeno presente em conservas de sardinhas com molho de tomate (Figura 20), foram
preparadas, sob as mesmas condi¢cdes de tratamento, amostras contendo apenas molho de
tomate enlatado (Figura 19). Ap6s o aquecimento, o molho foi adicionado, com auxilio de
utensilio, 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.

Apos a adicdo do molho, tanto as latas contendo apenas molho de tomate quanto as
latas contendo sardinhas adicionadas com molho de tomate, foram levadas em bandejas para
serem recravadas na linha de producdo. A recravacdo consiste na etapa onde ocorre o
fechamento hermético das latas, obtido pela realizacdo de dobras nas abas da tampa e no
corpo da lata. Apos a recravacdo e lavagens externas das latas, as mesmas foram levadas
novamente para o laboratdrio para afericdo dos pesos. Em seguida, foram levadas novamente
para linha de producéo para serem esterilizadas em autoclave industrial.

3.3.1.1 Esterilizacdo das latas

As amostras foram acondicionadas na parte superior do cesto da autoclave, separadas
das embalagens comerciais por espacador (Figuras 21 e 22 ). Todas as latas foram
organizadas lado a lado, sem “ensanduichamento”(encaixe perfeito tampa de uma com fundo
de outra) de maneira a apresentar mesma area de superficie de contato para troca térmica,
tornando o processo mais homogéneo possivel.

O bindmio tempo-temperatura do processo foi 126 °C por 40 minutos (Figura 23).
Esse binbmio é o usualmente aplicado pela empresa para processamento de sardinhas
enlatadas em molho de tomate. A determinacdo desse bindmio foi realizado pela empresa a
partir de dados de penetracdo que demonstram que esses parametros sdo suficientes para
garantir intensidade de tratamento (Fo) minimo capaz de garantir a seguranca microbioldgica
(reducdo até niveis 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.

a - = -
Termoémetro Legenda: Latas contendo molho de tomate e sardinha

& =>| atas contendo apenas molho de tomate

Figura 22: Diagrama de posicionamento das latas (vista lateral) no autoclave industrial.

Apos a esterilizagdo as latas foram resfriadas sob aspersdo de &gua a 30°C até
obtencdo temperatura ambiente (Figura 23). Em seguida, foram levadas para laboratorio, onde
0 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).
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Figura 23: Esquema das etapas do processamento térmico aplicado as latas.

Tabela 7: Verificacdo das massas das latas contendo apenas molho de tomate.

. Antes da esterilizacdo Depois da esterilizacao
r}agis apos a peso drenado peso da lata peso final do %perda
recravacédo (g) do molho (g) recravada () molho(g)
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
™ 164 133 164 133 0,000
8* 163 132 163 132 0,000
o9* 163 132 163 132 0,000
10* 164 133 164 133 0,000
Média 162 131 161 130 0,000

*|atas selecionadas para serem analisadas
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Tabela 8: Verificagdo das massas das latas com sardinha e molho de tomate.

Antes da esterilizacdo Apbs a esterilizagdo
n° das peso da

atas Iata+s§fcsi?nha(g) drr;is:do recraigg;o (o) ”qgie;g do reclrzt\?ada liq Ei?g do

sardinha (g) molho (g) @) 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

*|atas selecionadas para serem analisadas

Apos o resfriamento, as latas foram secas sob fluxo de ar e em seguida acondicionadas
em caixas de papeldo e levadas para o laboratorio de Analises Instrumentais/DTA/IT/UFRRJ.
As caixas de papeldo foram estocadas durante 10 dias. Este tempo € utilizado comumente pela
indastria como periodo de quarentena para andlises e para melhorar a absorgdo de
ingredientes, como sal e 0 proprio 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 laboratério de andlises da UFRRJ. O tempo entre o
transporte do pescado até a universidade foi inferior a 18 horas. Apds esse periodo essas
amostras foram acondicionadas em freezer & -18°C até o inicio das analises.

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).

Apbs o periodo de 10 dias, a caixa de papeldo contendo as amostras foi aberta e
selecionada aleatoriamente 4 latas contendo sardinha com molho de tomate (n° 7, 8, 11, 14) e
4 latas contendo apenas molho de tomate (n° 7, 8, 9, 10) (Tabela 7 e 8) para dar inicio as
analises. Todas as analises 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 auxilio de pistilo.
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Sardinha eviscerada refrigerada (S)
- Enlatamento
- Adicdo de Molho de Tomate
- Esterilizacdo das latas
- Selecdo das latas
v
Lata 1 Lata 2 Lata 3 Lata 4
Drenagem Drenagem Drenagem Drenagem
do molho do molho do molho do molho B}
(SEy) (MECS;) (SE,) (MECS;) (SE3) (MECS;) (SE.) (MECS,)
Sardinha Molho de Sardinha Molho de Sardinha Molho de Molho de Sardinha
drenada tomate drenada tomate drenada tomate tomate drenada

Figura 24: Fluxograma da amostragem de latas de sardinhas com molho de tomate e notacdo adotada.

38



Polpa de Tomate

(P)

Diluicdo em agua e adicdo de sal

Aquecimento do molho de tomate

Molho de tomate aquecido

\4

- Enlatamento do molho
- Esterilizacdo

- Selecdo das latas

l

Lata 1l

Lata 2

Drenagem do
molho

(MEy)

Molho de

tomate

Drenagem do
molho

(MEy)

tomate

Molho de

l

Lata 3

Drenagem do

molho
(MEs)

Molho de

tomate

Lata 4

Drenagem do
molho

(ME,)

Molho de

tomate

Figura 25:Fluxograma da amostragem das latas de molho de tomate e notacdo adotada.
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3.3.2 Andlise de umidade

A determinacdo da umidade foi realizada de acordo com método descrito na A.O.A.C
(2002). Foram pesados 2,59 de cada amostra do respectivo tratamento em cépsulas de
porcelana, sendo posteriormente, colocadas em estufa a 105°C, até a obtencdo de peso
constante. Os resultados foram expressos por média + desvio padrdo (DP).

Para a determinagdo da umidade das amostras de sardinhas evisceradas cruas e das
sardinhas drenadas, foi necessario, macera-las individualmente em graal de porcelana até
obtencdo de uma massa homogénea (Figura 26). Nas latas contendo sardinhas com molho de
tomate, ap0s a abertura, foi feita a drenagem do molho de tomate com auxilio de uma peneira
de nylon durante 5 minutos. As anélises de umidade foram realizadas nas mesmas amostras
apos as analises de &cido ascérbico e carotenoides.

Figura 26: Anéalise de umidade da sardinha eviscerada e da polpa de tomate
3.3.3 Analise de acido ascérbico por CLAE

Para realizacdo da etapa de extracdo foi adicionado 2,5 mL de amostra em baldo
volumétrico de 25mL avolumado com acido sulfarico 0,2M. e subsequente colocado no
ultrassom por 10 minutos (Figura 27).

Em seguida, as amostras foram filtradas com filtro descartavel e o filtrado transferido
diretamente para frasco de vidro ambar (1,8 mL) com tampa. Em seguida, as amostras foram
identificadas e a vitamina C quantificada em cromatdgrafo liquido Waters® Alliance 2695
com detector de arranjo de diodos (DAD) Waters 2996. O método consistiu em separacdo em
coluna HPX 87H da BIORAD (7,8 x 300 mm). A fase movel utilizada foi acido sulfurico
0,2M sob vazéao de 0,7mL/min.
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3.3.4 Anélise de carotenoides
3.3.4.1 Extracéo de carotenoides

A anédlise de carotenoides foi realizada por CLAE, baseada na metodologia de
Rodriguez-Amaya, (2001) e Pacheco, (2009). Para extracdo dos carotenos foram pesados 0,5¢g
a 2g de amostra em balanca analitica e em seguida maceradas em graal de porcelana com 3 g
de celite e 30mL de acetona 4°C. A mistura obtida, foi filtrada sob vacuo em funil de vidro
com placa porosa sinterizada conectado a Kitassato de 500mL (Figura 28A).

O solido retido no funil de vidro era retornado ao graal e procedido nova extracao até
que o sélido apresentasse auséncia de coloracdo. O extrato cetdnico obtido no Kitassato foi
transferido com auxilio de funil raiado para funil de separacdo contendo 40 mL de éter de
petr6leo. Em seguida, a mistura foi lavada sucessivamente com agua ultrapura até eliminacédo
fase cetdnica (Figura 28B). Foram necessérias aproximadamente 4 a 5 lavagens seguidas de
descarte da fase aquosa, no caso de formacdo de emulséo, foi adicionado aproximadamente
20mL de solucdo concentrada de cloreto de sodio para desfazé-la.

Apos a separacdo, 0 extrato etéreo foi filtrado através de camada de sulfato de sodio
anidro, posteriormente recolhido em baldo volumétrico de 25 mL e avolumado com éter de
petr6leo para posterior leitura espectrofotométrica (Figura 28C).

Figura 28: Extracdo de carotenoides. A- Material utilizado na extracdo. B- Separacéao
do extrato etéreo da fase aquosa, C- Filtracdo do extrato etéreo para baldo
volumeétrico.

3.3.4.2 Quantificacdo de carotenoides totais por espectrofotometria

Para a determinagdo dos carotenoides totais foi utilizado o extrato etéreo recolhido no
baldo volumétrico no item 3.3.4.1 e mensurado no espectrofotdmetro marca Shimadzu®
modelo UV-1800 utilizando éter de petroleo como “branco”. O comprimento de onda
utilizado foi 470nm. O valor da leitura de absorvancia deve sempre estar dentro da faixa de
linearidade do espectrofotémetro que é de 0,2 a 0,8. Caso este valor se encontrasse superior a
esse intervalo, era realizada a diluicdo do extrato com éter de petrdleo até que o valor
estivesse dentro dessa faixa, sendo pesado na proxima extracdo uma massa menor de amostra.
No entanto, caso a absorvancia da amostra obtivesse valor inferior a este intervalo, o extrato
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era descartado e nova extragdo era realizada utilizando massa superior de amostra, ou um
baldo volumétrico de menor capacidade.

A concentragdo de carotenoides totais (mg/100 g de amostra) foi determinada
conforme a equacéo da Figura 29.

( mg ) B (Absorvéncia x Dilui¢ &0 x Volume (mL) x 10.000

100g 3450 x massa amostra () ) /100
Onde : Absorvancia= valor de leitura do espectofotdmetro em 470 nm
Dilui¢do= diluicdo do extrato quando necesséria para faixa linearidade
VVolume= volume (mL) do baldo volumétrico utilizado para coleta extrato
Massa amostra = massa pesada de amostra para extracao (g)
3450= valor absortividade do licopeno

Figura 29: Equacéo para céalculo dos carotenoides totais.

3.3.4.3 Identificacdo dos carotenoides por CLAE

Para a determinacdo cromatografica dos carotenoides foi utilizada uma aliquota de
2mL do extrato etéreo do item 3.3.4.2. Esta foi transferida para frasco ambar para realizar a
remocdo do solvente sob fluxo de ar comprimido. Em seguida, foi adicionado ao residuo seco
200puL de acetona, a solucdo foi homogeneizada em vértex durante 5 segundos. Com auxilio
de pipetador automatico, a solugdo obtida foi transferida para vial com redutor de volume e
alocada no injetor automatico do cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Waters®, equipado
com bomba W600, injetor automatico 717 Plus e detector de arranjo de fotodiodos W996.

A coluna utilizada para a separagéo foi a YCM® Carotenoid (250 x 4,6mm; 3pm) com
gradiente de eluicdo com das fases moveis A: metanol e B: éter metil-terc-butilico. Com
inicio 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 anélise total de
28 minutos. A temperatura do forno da coluna foi de 33°C, fluxo da fase movel a 0,8
mL/minuto e volume de injecdo de 15 uL (Pacheco et al., 2014).

Para as amostras S, SE e MECS foram realizados inje¢des cromatograficas prévias
para avaliar o perfil dos carotenoides presentes, a fim de verificar a necessidade de etapa de
saponificacdo das amostras. A etapa de saponificacdo faz-se necessario quando a amostra
contém os carotenoides esterificados a lipideos, e deve ser realizada apds a extracdo e
recolhimento do extrato em baldo volumétrico (PACHECO, 2009). O contetudo dos
carotenoides foi expresso em mg/100g de polpa em base seca. Calculado esta a partir das
equac0es descritas na figura 30.

100 -(umidade da polpa)) A

1°) (Peso da polpa(g) utilizada para preparo do molho) x ( 100

2°) A + Peso do sal (g) utilizado para preparo do molho = B

3°)_Peso do sal (g) utilizado para preparo do molho = C
B

4 °) | Teor do composto(licopeno ou B-caroteno) (ﬂ) x 100 / (100-C)

100g

Teor de umidade do comDOSto(ls—Og)

Figura 30: Equacdes para célculo de mg/100g de polpa em base seca.
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3.3.4.4 Quantificacédo de licopeno nas amostras ME

Para quantificar o teor de licopeno por lata foi necesséario realizar os célculos de

acordo com as equagdes ilustradas na Figura 31.

o= (Umidade da amostra

100 )x ( Peso do molho por lata (g) )

mg

(Peso da amostra-a) x (Teor de licopeno da amostra (lOOg

de polpa em base seca))

100

Figura 31: Equacdo de célculo do teor de licopeno por lata de ME.

3.3.4.5 Quantificacédo de licopeno nas amostras MECS

Para quantificar o teor de licopeno por lata nas amostra MECS foi necessario realizar

média ponderada, de acordo com a equacéo ilustrada na Figura 32.

(Teor de licopeno da amostra MECS x P;) + (Teor de licopeno da amostra da SE x P, )

peso do conteudo da lata (molho+sardinha)

mg
100g
P1= peso do molho esterilizado com sardinha

P2= peso da sardinha esterilizada

Onde: Teor de licopeno da amostra = ( de polpa em base seca)

Figura 32: Equacéo para calculo do teor licopeno por lata de MECS.

3.3.5 Isolamento e obtencéo de padrdo cromatografico de licopeno

A extracdo e isolamento do padrdo cromatografico foi realizado de acordo com
Pacheco, (2009) e Pacheco et al., (2012). O extrato para isolamento do padréo foi preparado a

partir de matriz conhecida como Meldo de Sdo Caetano (Mormodica charantia L.). Esta

matriz é uma planta trepadeira que contém fruto que, quando maduro (Figura 33) expBe suas
sementes de arilo vermelho. Esses arilos sdo ricos em carotenoides sendo o trans -licopeno

responsavel por 96% do total da concentracdo (RODRIGUEZ et al., 1975).
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Figura 33: Estadios de matura¢éo do Meldo de Sdo Caetano. 1- Inicio da maturacdo. 2- Fruto
em processo de maturacgdo, 3- Fruto maduro.

Foram coletados 4 frutos de Meldo de S&o Caetano no campus da UFRRJ, retirado
manualmente 26 sementes (Figura 34) e pesadas 0,5g dos arilos das sementes em balanga
analitica. A massa pesada foi transferidas para graal de porcelana e a partir desta etapa o
procedimento utilizado foi idéntico ao descrito no item 3.3.4.1.

Figura 34: Arilos vermelhos do Meldo de Sdo Caetano maduro.

O padrdo cromatografico de licopeno foi isolado manualmente através da coleta da
substancia apds a separacdo e identificacdo cromatografica (Figura 35). O trans -licopeno nas
condicBes cromatograficas descritas no item 3.3.4.3 eluem na coluna e sdo detectados pelo
sistema cromatografico apds 23 minutos de corrida. Apo6s ser identificado o efluente é
coletado na saida do detector utilizando frasco de vidro sob protecdo de luz. A coleta foi
realizada com o acompanhamento visual do cromatograma, de modo que o efluente seja
coletado ao iniciar a saida do pico de interesse e seja interrompido ao término do mesmo.
Como o isolado possui coloracéo alaranjada, a coleta também foi orientada pela coloragdo do
efluente do detector, interrompendo-se a coleta ao ndo ser mais perceptivel a sua coloragdo
(PACHECO, 2009).
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Figura 35: Coleta manual do padrdo cromatografico na saida do detector CLAE. Fonte:
PACHECO, 2014.

3.3.5.1 Verificacdo da pureza cromatografica do padrao isolado

Para ser considerado satisfatério, o padrdo isolado deve apresentar pureza minima de
90%. No caso de obtencdo de padrdo com pureza inferior, o carotenoide isolado foi
descartado e procedido novamente seu isolamento. Para a obtencdo do padrdo cromatografico
de licopeno foram utilizadas as mesmas condicfes cromatograficas descritas no item 3.3.4.3.

Para o célculo da pureza cromatografica, foi feita integracdo do cromatograma no
comprimento de onda de 470nm. Entretanto, foi verificado através de avaliagdo visual a
presenca de interferentes com absorcdo em comprimentos de onda diferentes, para que nao se
superestimasse a pureza do padrdo. Todos os picos foram integrados e a porcentagem de
pureza cromatografica foi calculada a partir da equacgéo da figura 36 .

Area do pico do licopeno isolado
%Pureza= — - X 100
Soma das Areas de todos 0s picos presentes

Figura 36: Equacdo para calculo de pureza cromatografica do licopeno isolado.

3.3.5.2 Quantificacdo espectrofotométrica do padrdo isolado e construgcdo da curva
analitica

A solucdo contendo padrdo obtido com pureza satisfatoria foi quantificada por
espectrofotometria conforme descrito no item 3.3.4.1. No entanto, para determinagcdo da
concentracdo final do padrdo cromatografico e corre¢do desta concentracdo pela sua pureza
cromatogréafica foi usada a equacdo da Figura 37. Dados como valor de absortividade do
licopeno em éter de petroleo sendo 3450 e comprimento de onda de leitura do
espectrofotémetro do licopeno de 470nm (Rodriguez-Amaya, 2001).
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C (u_g) __ | Absorbancia x Diluicéo x 10.000 % (Pureza)

mL/) 1% 100

1cm

Onde : Absorbéncia= valor de leitura dado no espectofotémetro
DiIui(%éo: diluicdo do extrato quando necessaria
A 1em' = absortividade molar do licopeno (3450)
Pureza = valor % da pureza cromatogréafica do padrdo

Figura 37: Equacdo para calculo da concentracédo corrigida do padréo de licopeno isolado.

Apos a determinacdo da pureza e concentracdo do padrdo cromatogréfico de licopeno,
foi retirado aliquotas desta solucdo para obtencdo dos pontos da curva analitica (Tabela 9).
As aliquotas foram transferidas para vials de 1,8mL expostas ao fluxo de ar comprimido para
evaporacdo do solvente. Apo6s, o retido foi solubilizado com 200uL de acetona e
homogeneizado em vortex por 5 segundos. Posteriormente foram transferidos para redutor de
volume e levados para analise cromatografica.

Padrbes de cis licopeno e B-caroteno ndo foram isolados. No entanto, estes foram
identificados pelos tempos de retencdo e espectros de absorcdo descritos na literatura
Rodriguez-amaya, (2001) e Pacheco, (2013).

Tabela 9: Volumes das aliquotas retiradas da solucdo de padrdo cromatografico de licopeno
e concentracdes finais dos pontos da curva analitica.

Ponto da curvade Volume da aliquota Concentracao final

calibragao (uL) (ng/ 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 Comparacdo da quantificacdo do trans-licopeno por método de normalizacdo e
padronizacéo externa

A cromatografia liquida € um eficiente método de separacdo de compostos de
identificacdo dos compostos. Para quantificacdo dos compostos de interesse, podem ser
utilizados diferentes métodos, como de normalizagdo interna e padronizacao externa.

Para quantificacdo pelo método de normalizacdo, é necessario certificar que todos os
componentes da amostra eluam na coluna e sejam detectaveis pela metodologia validada no
laboratdrio. O método consiste em quantificar o teor do composto em porcentagem. O célculo
é obtido através da medicéo da area do componente de interesse dividido pela soma das areas
de todos os picos identificados multiplicado por 100 (Figura 38). Este método possui
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vantagens como, simplicidade e praticidade analitica, ndo necessita da utilizacdo de padrbes
cromatogréficos e sua quantificacdo ser independente do volume injetado.

Area do composto de interesse
x 100

% do composto de interesse= - - —
° P (Z areas d e todos os compostos identificados

Figura 38: Equacdo para célculo da porcentagem do composto por sistema de
normalizagéo.

Apo6s o calculo da % do composto (Figura 38) utiliza-se a equacdo (Figura 39) para
calcular do teor de trans licopeno na amostra. Entretanto, primeiramente é necessario calcular
0 teor de carotenoides totais de acordo com o item 3.3.4.1 em seguida proceder os célculos
pela equacdo da Figura 29.

(% do composto de interesse

100 )x (Teor total de carotenoides totais)

Figura 39: Equagdo para célculo do teor de trans-licopeno obtido por metodo de
normalizacdo.

Ja no método de padronizacdo externa, para proceder a quantificacdo do composto,
necessita-se que padrdo analitico seja cromatografado separadamente, em quantidades
conhecidas, para possibilitar a constru¢do de uma curva padrdo. A curva-padrdo corresponde a
relacdo grafica entre os valores de areas encontradas nos cromatogramas e as concentracoes
injetadas do padrdo cromatografico. Com base nesta analise grafica, € possivel verificar a
linearidade através do coeficiente de linearidade (r?) da reacdo e calcular através da equacéo
da reta, um fator de conversédo de valores de area em concentracdo (SOARES, 2001).

Para se obter uma melhor precisdo utilizando este método, deve-se manter as mesmas
condi¢des cromatograficas durante a analise, como: 0 mesmo volume de injecdo para o padréo e
para a amostra (para evitar distor¢des dos picos), manter a concentragdo ou massa do padrdo
proxima a do componente de interesse e utilizar padrdes analiticos com alto teor de pureza
(COLLINS, 1990). Entretanto, apesar de ser considerada uma técnica confiavel, apresenta uma
grande limitacdo, pois sua quantificacdo é exclusivamente dependente do volume injetado e da
estabilidade do detector. Caso o volume injetado das amostras ndo seja precisamente 0 mesmo
durante as replicatas, ou se houver alteracdo de algum parametro que afete a resposta do
detector, como por exemplo, variacdo da intensidade de luz do UV-VIS, as areas dos picos
poderdo ser maiores ou menores daquelas obtidas na calibracdo e consequentemente o0s
resultados serédo incorretos.

Desta forma, para quantificacdo do teor de trans-licopeno neste estudo, foi elaborado
um teste comparativo utilizando os métodos de normalizacdo (% éareas) e padronizacdo
externa (curva analitica).

3.5 Analise estatistica

O experimento foi feito com modelo inteiramente ao acaso onde as analises foram
realizadas em triplicatas. Os resultados foram tratados com anélise de variancia (ANOVA) e
teste de Fisher a nivel de 95% de significancia (p<0,05), para comparagdo das médias. Os
resultados foram expressos por meio de média seguida do desvio padrdo (DP).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento do padrdo cromatografico de trans-licopeno

Na figura 41, observa-se que o cromatograma obtido do extrato de meldo de S&o
Caetano apresentou grande porcentagem de impurezas, advindas principalmente de isdmeros
cis-licopeno, possivelmente provocado pelo estadgio de maturacdo do fruto e o fato dos arilos
terem ficados expostos ao oxigénio durante dois dias antes da extracéo.

A partir deste extrato, foi iniciado 0 método de isolamento do padrdo (Figura 40).
Ap0s duas tentativas, obteve-se um padrdo cromatografico com teor de pureza satisfatéria. A
primeira coleta do padrdo obteve pureza de apenas 88,6% (Figura 42). Esse baixo teor de
pureza deve ter sido ocasionado, devido a falta de experiéncia do analista durante a coleta. E
possivel que a coleta ndo tenha sido iniciada imediatamente ap6s a saida do pico de trans-
licopeno e/ou interrompida imediatamente ao término do mesmo. A coleta manual mostrou-se
eficiente para o isolamento do padréo de trans-licopeno, visto que foi obtido padrdo com 96%
de pureza (Figura 43). De acordo com Kimura & Rodriguez-Amaya, (2002) a obtencdo de
padrdo cromatografico deve obter no minimo, pureza de 90%. Concluiu-se que a realizacédo
deste procedimento é uma alternativa viavel para reducdo de custos analiticos visto que, a
aquisicdo comercial de padrdes cromatograficos possuiu elevado custo (PACHECO et al.,
2012).

Figura 40: Isolamento padrdo analitico de trans-licopeno.
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Figura 41: Cromatograma e espectros de absorcdo UV/VIS dos carotenoides presentes no

extrato de arilos de Meldo de Sao Caetano.
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Figura 42: Primeira tentativa de isolamento de padréo de trans-licopeno.
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Figura 43: Padrdo isolado de trans-licopeno.

A concentragdo (ug/mL) obtida do padrdo de licopeno foi calculado segundo a
equacdo da Figura 37 e procedido em seguida a construcdo da curva analitica apresentada na
Tabela 9. A curva de calibracdo, o coeficiente de correlacio (r? =0,997) e a equacdo da reta
estdo apresentadas na Figura 44.
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Figura 44: Curva de calibracdo do padréo trans-licopeno.

4.2 Analise de umidade

Nas Tabelas 10 e 11 sdo apresentados os resultados dos teores de umidade das
sardinhas evisceradas cruas (S) e sardinhas esterilizadas com molho de tomate (SE). Foi
observado que as médias das amostras de S e SE obtiveram valores médios de 72,08+2,23 a
68,09+1,02 g/100g respectivamente. Observa-se que a esterilizacdo da sardinha promoveu
perda significativa de 5,5% de umidade (p<0,05) quando comparada a sardinha ndo aquecida.
Tal conclusdo também foi obtida pelos autores Hale e Brown, (1983); Tarley et al., (2004);
Pereira e Tenuta-Filho, (2005) e Saldanha et al., (2008) que em seus estudos, obtiveram
valores de umidade para sardinhas cruas coletadas na costa brasileira entre 68,22 g/100 a
74,299/100g e 64,539/100g a 66,19 g/100g para sardinhas esterilizadas com 6leo e molho de
tomate.

Tabela 10: Teor de umidade (g/100g) das réplicas das amostras de S e SE * desvio padréo.

Umidade (g/100g9)

Amostras
S1 73,64+ 0,0050
S1 73,09+0,0020
S3 69,53+0,0070
SE; 67,35+0,0085
SE; 69,44+0,0005
SE3 67,25+0,0009
SE4 68,33+0,0020
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Tabela 11: Teor médio de umidade (g/100g) das amostras de S e SE + desvio padréo.

Media umidade (g/100g)

Amostras
S 72,08+2,23 2
SE 68,09+1,02 °

Letras diferentes significam que as amostras obtiveram diferenca significativa com confiabilidade de
95% de confianca (p<0,05).

Nas Tabelas 12 e 13 estdo apresentados os valores de umidade das amostras de P, ME
e MECS. A polpa de tomate obteve teor médio de umidade de 71,47+0,14 g/100g. Resultados
similares de umidade de polpa de tomate foram encontrados em estudos realizados por
Periago et al., (2007); Capanoglu et al., (2008); Toma et al., (2008) os quais encontraram
valores que oscilaram entre 71,7 a 76,21 g/100g. Devido a polpa de tomate ser um produto
obtido por concentracdo, teores menores de umidade devem ser encontrados quando
comparados a molhos processados (82,97%) e tomates in natura (94,5%) (Periago et al.,
2007).

O molho de tomate esterilizado (ME) apresentou percentual médio de umidade de
87,46+0,1564 g/100g. Este resultado esta de acordo com os valores encontrados por Toma et
al., (2008) que ao analisarem molhos enlatados obtiveram teor médio de umidade de
88,4+0,20 g/100g.

Ao analisar o teor de umidade obtido nas amostras MECS, observou-se que a presenca
do pescado no molho de tomate reduziu significativamente o teor de umidade, quando
comparado ao molho esterilizado sem sardinha. Esta variacdo de 3,47% foi atribuida a
presenca do Oleo da sardinha no molho de tomate, pois a transferéncia de calor no éleo é
maior do que na agua, podendo ter promovido a reducéo do teor de umidade do MECS.

Tabela 12: Teores de umidade (g/100g) das réplicas das amostras de ME e MECS.

Amostras Umidade (g/100g)
ME1 87,28+0,0021
ME 2 87,57+0,0005
ME 3 87,61+0,0023
ME 4 87,38 £0,0020

MECS 1 82,64+0,0077
MECS 2 86,61+0,0029
MECS 3 83,78+0,0090
MECS 4 83,75+0,0236
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Tabela 13: Teor médio de umidade (g/100g) das amostras de P, ME e MECS % desvio
padréo.

Amostras Umidade (g/100g)
Polpa hot break (P) 71,47+0,14°
Molho Esterilizado (ME) 87,46+0,16"
Molho Est. Sardinha (MECS) 84,19+1,69"

Letras diferentes significam que as amostras obtiveram diferenca significativa com confiabilidade de
95% de confianca (p<0,05).

A Figura 45 apresenta os resultados dos teores de umidade com erro padréo da andlise.
O erro padrdo consiste em uma medida estatistica onde é mensurado a variabilidade da média
(como a média varia de uma amostra para outra). Nao se trata de uma medida de variabilidade
individual (como o desvio padrdo), mas sim de uma estimativa da variabilidade da média, em
fungdo do tamanho da amostra

O erro padrdo desta analise foi inferior a 0,2%, exceto no molho de tomate com
sardinha que obteve 0,67% Este valor demonstra que a repetibilidade dos dados foi
satisfatoria.
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Figura 45: Teores de umidadex erro padrao das amostras de P, ME e MECS.
4.3 Analise de acido ascorbico por CLAE

Ap0s analise cromatogréafica das amostras de P, ME e MECS, ndo foi detectado teor
de 4cido ascorbico em nenhuma das amostras analisadas. E possivel que a ndo deteccdo da
vitamina C possa ser sido advindo a possivel baixa concentragdo deste componente na polpa
hot break (promovida devido seu processamento) que apds ser diluida e exposta sob
aquecimento de 126°C por 40 minutos tenha promovido o final da degradacdo. Segundo
Marfil et al., (2008) o acido ascorbico, por possuir baixo potencial redox, pode ser
rapidamente oxidado quando submetido a exposi¢do de luz, oxigénio e principalmente a
elevadas temperaturas de aguecimento.

O 4cido ascorbico, por ser um componente termosensivel, é facilmente degradado
durante o processamento térmico de produtos derivados de tomate. Apesar da sua
sensibilidade ao calor, segundo Dewanto et al., (2002); Marfil et al., (2008); Pérez-Conesa et
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al., (2009); Jacob et al., (2010) e Chanforan et al., (2012), a auséncia deste componente em
produtos derivados de tomate ainda foi pouco retratada.

Dewanto et al., (2002) verificaram que o aquecimento de tomates, proporcionou perda
significativa de 97% de acido ascorbico, tendo seu contetdo decrescido de 0,76ug/g para 0,02
ug/g. Chanforan et al, (2012) pesquisaram o teor de &cido ascorbico em polpa de tomate hot
break e em molho de tomate esterilizado a 96°C por 35 minutos e obtiveram como resultado,
teores de acido ascérbico de 90mg/100g para polpa de tomate hot break e 17mg/100g no
molho de tomate esterilizado.

Pérez-Conesa et al., (2009) avaliaram o efeito do processamento de polpa hot break na
reducdo do teor de &cido ascérbico. Ao compararem o teor de vitamina C nos tomates in
natura, utilizados para processamento com o teor encontrado na polpa hot break, verificaram
que o processamento da polpa de tomate promoveu reducdo de 46% do teor de acido
ascorbico quando comparado ao teor inicial presente nos tomates in natura.

E possivel que a diferenca entre os resultados do teor de acido ascorbico em produtos
derivados de tomate, esteja relacionada diretamente a fatores como: condigdes de plantio,
grau de maturacdo da matéria-prima, intensidade do tratamento térmico aplicado, do tempo e
das condicdes de estocagem do produto (DAVEY et al., 2000).

4.4 Quantificacdo dos carotenoides totais por espectrofotometria

As tabelas 14 e 15 apresentam os teores de carotenoides totais encontrados nas
amostras de P, ME e MECS. O valor encontrado na polpa de tomate hot break foi de
216,55+3,52 mg/100g de polpa em base seca. Este resultado foi superior aos relatados pelos
autores Toma et al., (2008) e Capanoglu et al., (2008) que reportaram valores entre 95,66
mg/100g e 101,9 mg/100g (base seca) respectivamente, para polpas hot break. Na literatura,
observa-se que o teor de carotenoides em polpas pode oscilar, pois a estabilidade desses
compostos sdo dependentes das condi¢cdes de plantio dado aos tomates (clima, irrigacédo),
estadio de maturacdo das matérias-primas e da intensidade do processamento térmico durante
sua fabricacdo (PEREZ-CONESA et al., 2009).

Tabela 14: Teor médio de carotenoides totais (mg/100g de polpa em base seca) das amostras
P, ME e MECS = desvio padrao.

Teor de carotenoides totais

Tratamentos (mg/100g de polpa em base seca)
Polpa hot break (P) 216,55i3,521
Molho Esterilizado (ME) 170,54+6,58
C
Molho Est. Sardinha (MECS) 73,32+4,81

Letras diferentes significam que as amostras obtiveram diferenga significativa com confiabilidade de 95% de
confianga (p<0,05).
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Figura 46: Variacdo do teor de carotenoides dos tratamentos.

Amostras de ME apresentaram percentual médio de 170,54+6,58 mg/100g de polpa
em base seca. Resultado este, significativamente menor (p<0,05) quando comparado as
amostras de P. A esterilizacdo das amostras de ME, promoveram degradacao de 22% do total
de carotenos quando comparado ao teor médio encontrado na polpa. No entanto, nas amostras
de MECS o valor médio obtido foi de 73,32+4,81 mg/100g polpa base seca, resultado este
trés vezes inferior ao encontrado na polpa de tomate (Figura 46). A esterilizacdo do MECS
resultou degradacéo de 66% do teor total de carotenos.

Estudos demonstraram que o processamento térmico promove reducdo dos teores de
carotenoides de produtos derivados de tomate (COLE E KAPUR, 1957; SHI et al., 2000;
MAYER-MIEBACH et al., 2005; CAPANOGLU et al., 2008; SHI et al., 2008; BOON et al.,
2010; JACOB et al., 2010; KOBORI et al., 2010; CHANFORAN et al., 2012; ABETE et al.,
2013).

Jacob et al.,(2010) verificaram que polpas de tomates esterilizadas a 110°C por 30
minutos, proporcionaram degradacdo de 35% do total de carotenoides. No entanto, Sharma &
Le Maguer, (1996) verificaram perda de 20% do teor de carotenoides ap0s o aquecimento da
polpa de tomate.

Tabela 15: Teor de carotenoides totais (mg/100g de polpa em base seca) das réplicas das
amostras de S, ME , MECS, SE.

Teor de carotenoides totais

Amostras (mg/100g de polpa em base seca)
S Nd
ME 1 168,03+4,91
ME 2 163,23+3,42
ME 3 172,10+2,29
ME 4 178,78+4,48
MECS 1 66,21+5,93
SE1 8,16+0,58
MECS 2 67,93+5,98
SE 2 6,62+0,72
MECS 3 61,56%3,90
SE3 4,61+0,80
MECS 4 71,59+4,27
SE 4 6,63+0,93

nd= ndo detectavel na amostra
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Na amostra S ndo foram detectados teores de carotenoides totais, no entanto, ao
analisar separadamente as sardinhas esterilizadas (SE), observou-se que a esterilizacdo nas
latas de sardinhas com molho de tomate (SE) proporcionou migragdo dos carotenoides
presentes no molho, para o pescado. Os teores encontrados no pescado variaram de 4,61 a
8,16 mg/100g polpa em base seca (Tabela 15). Estudos realizados em conservas de sardinhas
evidenciaram que durante a esterilizacdo do pescado ocorre transferéncia dos componentes
quimicos do molho de cobertura para o pescado e, simultaneamente, uma migracéo dos acidos
graxos do tecido intramuscular do pescado para o molho de cobertura (GARCIA ARIAS et
al., 1991; LAGO & ANTONIASSI, 2000; TARLEY et al., 2004). No entanto, os percentuais
de migracdo podem oscilar, pois dependem da homogeneizacdo do molho em cada lata, do
tempo de separacdo molho/pescado (peneiramento), do processo de esterilizagdo dado as
conservas e do tempo de armazenamento latas (GARCIA ARIAS et al., 1991).

4.5 Identificacdo dos carotenoides por CLAE

45.1 Comparacdo da quantificacdo por método de normalizacdo e padronizacao
externa

Os resultados obtidos foram apresentados na Tabela 17. Foi observado que 0s
resultados apresentaram elevadas variagdes entre os métodos de quantificagcdo. As variacoes
oscilaram de 21 % a 204%.

O método de quantificacdo por curva analitica obteve o maior desvio padrdo,
coeficiente de variacdo, erro padrdo e coeficiente de variagdo entre as réplicas, quando
comparado aos resultados obtidos pelo método de normalizacdo (Tabela 16).

Tabela 16: Comparacdo dos valores de desvio padréo, erro padrdo e coeficiente de variacao
encontrados nas réplicas das amostras por diferentes métodos de quantificacao.

Método de padronizacdo Método de normalizacéo

Resultados externa (Curva) (YArea)
Amostras ME MECS ME MECS
Desvio Padréo (DP) 36,67 38,68 5,18 4,76
Erro padrédo (EP) 18,37 19,34 2,59 2,38
Coef. Variacdo (CV) 13,85 55,12 3,43 7,35

As variacdes analiticas encontradas no método de quantificacdo por padronizacéo
externa foram mais elevadas. As causas para essas oscilacdes sdo a dependéncia do volume
injetado, o uso de solvente de elevada volatilidade (acetona) e uso de reduzida quantidade de
solvente na etapa de diluicdo da amostra. A pouca experiéncia na analise ocasionou elevado
tempo de elaboracdo das amostras a serem injetadas propiciando que acetona (solvente
utilizado na ressuspensao das amostras) evaporasse. A acetona é um solvente organico polar
de elevada volatilidade quando comparado ao etanol e a4gua (FERREIRA et al., 2007).
Oscilagbes podem ainda estarem associadas ao erro de pipetagem do volume a ser injetado no
cromatégrafo, visto que o volume injetado de amostra é reduzido (200 uL). Desta forma, o
método de normalizacdo foi definido como o mais apropriado, para quantificacdo de
carotenoides nas amostras P, ME, MECS.
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Tabela 17: Comparagdo dos teores de trans-licopeno quantificados por método de normalizagdo e padronizagao externa.

Teor trans-licopeno (mg/100g de g/ Diferenca de quantificagéo

Carotenoides Totais
polpa em base seca)

Amostras (mg/100g de polpa em base pela_
seca) curva % Area Curva X Area

p 216,55+3,52 156,49+3,88 201,064,20 -

s nd Nd Nd }
ME 1 108,03+4,91 273074206 150,39%9,27 82,00%
VE 2 163,23+3,42 218.06+3,28 144.70+3,70 50,70%
ME 3 172,10+2,29 306,80¢1,37  150,56+1,80 204,00%
ME 4 178,76x4.48 260,52+4,07  157,38+2,34 65,00%

MECS 1 00,21+5,93 55,35+5,69 58,94+7,14 -
SE1 8,16+0,58 2 8940 40 6.5240.53 ]
MECS2 07,9325,98 32,52+4,45 59,25+4,93
St 1 6,62+0,72 6.99:+5.70 5,7740,57 21,00%
MECS 3 01,56:3,90 79,61+3,81 54,26+3,03 46,00%
SE 3 4,61+0,80 5 61+1 51 4.1140.71 36,00%
MECS4 159421 109,743,15 63,95:+4,52 71,00%
St 1 6,63+0,93 428+4.16 5.9740.04 ]

nd= auséncia de teor de carotenoides na amostra

57



4.6 Efeito da esterilizacéo sobre os teores de B-caroteno

Na Figura 47 estdo apresentados os perfis cromatogréficos e espectros de absor¢édo
UV/VIS do B-caroteno obtidos das amostras de P, ME, MECS e SE. A eluigdo do B-caroteno
se deu com 16 minutos de corrida e sua identificagdo foi feita por comparacao do espectro de
absorcéo citado por Pacheco, (2009). O tempo de eluicdo do composto e de seu espectro de
absorcdo dependem exclusivamente dos solventes e 0 modo de elui¢do utilizado na corrida
cromatogréafica. Assim, ao comparar os resultados cromatograficos reportado por Pacheco et
al., (2014), observou-se que o tempo de separacdo e do espectro de identificagdo foram os
mesmos obtido pelos autores.

Nas Tabelas 18 e 19 estdo apresentados os teores de [-caroteno encontrados nas
amostras de P, ME e MECS.

Tabela 18: Teor de B-caroteno (mg/100g de polpa em base seca) nas réplicas das amostras de
S, ME, MECS, SE.

Teor B—caroteno

Tratamentos (mg/100g de polpa em base seca)
S nd
ME 1 0,49+0,05
ME 2 2,98+0,37
ME 3 3,14+0,53
ME 4 2,89+0,56
MECS 1 0,04+0,06
SE1 0,09+0,02
MECS 2 0,90+0,03
SE 2 0,14+0,10
MECS 3 0,87+0,38
SE 3 0,05+0,02
MECS 4 0,81+0,51
SE 4 0,08+0,02

nd= ndo identificado na amostra

O teor de pB-caroteno da amostra P (3,36:£0,54 mg/100g) apresentou contetdo
ligeiramente superior quando comparado ao do ME (2,37£1,26 mg/100g), no entanto, esta
diferenca ndo foi significativa (p<0,05). Este resultado comprova que o pigmento permaneceu
estavel ao processamento térmico aplicado (126°C por 40 minutos). Quando comparado 0s
teores de B-caroteno das amostras de MECS e do ME, observou-se que a esterilizagdo na
presenca da sardinha resultou na reducdo de 31% do composto, apresentando diferenca
significativa entre os resultados. Esses resultados mostram que a estabilidade deste caroteno,
ndo foi influenciada pelo bindmio tempo-temperatura do processo térmico aplicado, mas sim,
pela presenca da sardinha no molho de tomate.

Marx et al., (2003) também observaram, que os teores de [B-caroteno presentes em
sucos de cenouras néo esterilizados e em sucos esterilizados, ndo diferiram significativamente
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entre si (p<0,05). Entretanto, Demiray et al., (2013) concluiram que a temperatura influencia
na estabilidade de B-caroteno no tomate, foi observado que em temperaturas inferiores a 70°C
houve maior retencdo do composto, quando comparado a tomates aquecidos a temperatura de
100°C, onde o teor de B—caroteno degradou em 96%.

Quando comparado os teores de [-caroteno das amostras de MECS e da P, observou-
se que a esterilizacdo na presenca da sardinha promoveu a degradacdo significativa de 78% do
composto.

Tabela 19: Teores médios de B-caroteno (mg/100g de polpa em base seca) das amostras de P,
ME e MECS.

B-caroteno (mg/100g de polpa em

Tratamentos
base seca)
a
Polpa hot break (P) 3,36+0,54
2,37+1,26°

Molho Esterilizado (ME)

b
Molho Est. Sardinha (MECS) 0,74:0,41
Letras diferentes significam que as amostras obtiveram diferenca significativa com confiabilidade de 95%
de confiancga (p<0,05).

E possivel que a degradacdo nas amostras de MECS tenha ocorrido pela atuacio do j3-
caroteno como um agente antioxidante do molho de tomate, retardando assim a oxidacao
lipidica da sardinha. Sardinhas por serem pescados ricos em lipideos séo facilmente oxidadas
quando expostas ao aguecimento (SALDANHA et al., 2008). A oxidacdo lipidica gera
radicais livres e promove a degradacdo dos &cidos graxos poliinsaturados proporcionando
desta forma, modificacbes no aroma e textura dos pescados (FRANKEL, 1987). Além disso,
pesquisadores sugerem que a oxidacéo lipidica promove a formacao de substancias nocivas ao
organismo humano associadas principalmente a processos inflamatérios e carcinogénese
(KUBOW, 1992; VICENTE et al., 2012).

Estudo realizado por Biacs e Daood, (2000) verificaram que o [-caroteno é
rapidamente oxidado na presenca de radicais peroxil, formados durante aquecimento de
alimentos ricos em acidos graxos poliinsaturados. O aquecimento de pescados promove
aceleracdo da degradacdo lipidica e, portanto, a forma de amenizar esta degradacdo € a
utilizacdo de antioxidantes como carotenoides e acido ascorbico, como uma possivel
alternativa para protecdo dos acidos graxos poliinsaturados presentes (HUR et al., 2007).

Foi verificado que a esterilizagdo promoveu migragdo de 5 a 15% do B-caroteno
presente no molho de tomate para a sardinha esterilizada ( ANEXO C). Resultado elucidado
também pelos autores Garcia arias et al., (1991); Lago e Antoniassi, (2000); Tarley et al.,
(2004). A variacdo encontrada nas amostras pode ter sido promovida devido a
homogeneizacao irregular nas latas.
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Figura 47: Perfil cromatografico e espectro de absor¢do UV/VIS do B-caroteno presente nas
amostras P, ME, MECS e SE.



4.7 Efeito da esterilizacdo sobre a formacao de isbmeros cis-licopeno

O licopeno é encontrado nos alimentos in natura em torno de 90% na forma
geométrica trans (SHI et al., 2000). Entretanto, estudos demonstram que 0 processamento
térmico destes alimentos pode promover a isomerizacdo do licopeno e assim, aumentar a
proporc¢do da forma isomérica cis (SHI et al., 2000; SHI et al.,2008).

Na tabela 21 estdo apresentadas as porcentagens encontradas de isOmeros cis nas
amostras de P, ME, MECS. A polpa de tomate hot break analisada possui teor de 94,5% de
trans licopeno e 5,5% de cis licopeno. Apesar de a polpa ser um produto processado
termicamente, o teor de isdmeros cis encontrado foi inferior ao relatado por Tavares &
Rodriguez, (1994) e Shi et al., (2008), que verificaram teores de 15% a 29% de isbmeros cis
em polpas de tomate. E possivel que essa oscilacio seja devida a diferencas no tempo-
temperatura do processamento aplicado no produto.

Ao comparar o teor de isdmeros encontrado nas amostras de ME com P, observa-se
que a esterilizacdo do molho de tomate proporcionou aumento de 89% do teor de isdmeros.
Esta porcentagem foi o dobro da obtido pelos autores Unlu et al., (2007), ao compararem o
teor de isdmeros cis do molho de tomate ndo aquecido com molhos de tomates enlatados
esterilizados a 127°C por 40 minutos. No entanto, os teores de cis encontrados nas MECS
foram 4,8% superiores ao teor do ME. Este aumento no teor de isomeros pode ter sido
propiciado pela presenca lipidica da carne de sardinha. Segundo Stahl e Sies, (1992);
Xianquan et al.,(2005); Unlu et al.,(2007) a presenca de 6leo em produtos derivados de
tomate, pode favorecer formacao de isdmeros cis.

Tabela 20: Porcentagem média de isdmeros das amostras de P, ME e MECS.
licopeno total

0) 0 H
Tratamento (mg/100g polpa b.s) Yo trans Y0 CiS
Polpa hot break (P) 212,71£3,64° 94,5 5,47
b
Molho Esterilizado (ME) 168,1546,39 89,68 10,32
Molho Est. Sardinha(MECS) 72,57+5,24° 89,01 10,84

Letras diferentes significam que as amostras obtiveram diferenca significativa com confiabilidade de 95%
de confianca (p<0,05).

Agarwal et al.,(2001) observaram que ao aquecer durante 1 hora, suco de tomate
contendo 10% de Oleo de milho, obteve-se aumento de 30% de isdmeros cis, quando
comparado ao suco sem adi¢do de 6leo de milho. Resultado este, também concluido pelos
autores Van Het Hof et al., (1998) que, ap0s aquecerem polpa de tomate com 10% de 6leo de
milho a 100°C por 30 minutos, verificaram que os teores de isbmeros cis aumentaram em
55% quando comparado a polpas ndo adicionadas de 6leo. Os pesquisadores sugerem que a
presenca lipidica, favorece a melhor solubilizacdo do licopeno, tornando-o mais exposto a
isomerizacao.

Nas Figuras 49 a 52 estdo apresentados os perfis cromatograficos e espectros de
absorcdo UV/VIS dos isdmeros cis-licopeno das amostras P, ME, MECS e SE. Nos
cromatogramas € possivel observar a prevaléncia de espectro de absorbancia de cis licopeno
apresentado na Figura 48. Aproximadamente 4 picos de isdmeros cis foram encontrados em
quase todas as amostras (exceto ME, ).N&o foi observado diferenca de isdmeros nas amostras
de ME, MECS e S (ANEXO D). N&o foi possivel a identificacdo dos isdmeros
individualmente.
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Observou-se neste estudo, que o aumento do teor de isdmeros cis ocorreu
simultaneamente com decréscimo do teor de trans licopeno. O resultado deste estudo
confirma o sugerido pelos autores Stahl & Sies, (1996); Shi & Le Maguer, (2000); Unlu et al.,
(2007) e Shi et al., (2008) que o aquecimento térmico favorece a formacdo de isbmeros cis,
porém, contradiz os resultados obtidos nas pesquisas realizadas por Nguyen & Schwartz,
(1998); Nguyen et al., (2001); Re et al., (2002) que mostraram que 0 aquecimento ndo
promoveu modificacOes de relevantes de formas isoméricas cis.

300 350 400 450 500 550 nm

Figura 48: Espectro de absorbancia de sobreposicdo do trans licopeno e principal cis-
isbmero encontrado nas amostras (-----).
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Figura 49: Perfil cromatografico e espectros de absorcdo UV/VIS dos isdmeros cis-licopeno

encontrados na amostra de P.
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Nas Tabelas 21 e 22 estdo apresentados os teores em mg/100g de polpa em base seca
de cis-licopeno, trans-licopeno e licopeno total.

Tabela 21: Teores médios de cis-licopeno, trans-licopeno e licopeno total em mg/100g de
polpa em base seca nas amostras de P, ME, MECS.

Tratamentos

Concentracdo em mg/100g de polpa em base seca

cis-licopeno trans-licopeno licopeno total

b
Polpa hot break (P) 11,65+0,56 201,06%4,20 a 2:|.2,7:|.i3,64-al

b b
Molho Esterilizado (ME) 17,39+1,37°  150,8+518"  168,15£6,39

Molho Est.Sardinha (MECS) 7,87+0,91°¢ 64,6+4,76°¢ 72,5745,24°
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Figura 53: Teor de carotenoides, trans -licopeno e licopeno total das médias das amostras de

P, ME e MECS
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Tabela 22: Teores cis-licopeno, trans-licopeno e licopeno total em mg/100g de polpa em
base seca encontrados nas réplicas das amostras de ME, MECS, SE.

Concentracdo mg/100g de polpa em base seca

Amostras
cis-licopeno  trans-licopeno licopeno total
ME 1 17,14+0,95 150,39+9,27 167,54+9,9
ME 2 15,55+1,62 144,70+3,70 160,25+0,08
ME 3 18,40+1,37 150,56+1,80 168,96+3,04
ME 4 18,48+1,68 157,38+2,34 175,86+15,05
MECS 1 7,24+0,88 58,94+7,14 66,18+7,99
SE1 1,48+0,21 6,52+0,53 7,99+0,54
MECS 2 7,78+1,06 59,25+4,93 67,04+6,00
SE 2 0,71+0,14 5,77+0,57 6,48+0,01
MECS 3 6,44+0,77 54,26+3,03 60,69+3,76
SE 3 0,45+0,19 4,11+0,71 4,57+0,79
MECS 4 6,83+0,26 63,95+4,52 70,78+4,78
SE 4 0,57+0,07 5,97+0,04 6,54+0,11

Pesquisas realizadas pelos autores Chanforan et al., (2012) e Sharma & Le Maguer,
(1996) ndo constataram diferenca significativa no teor de licopeno apds polpas e molhos
tomates serem ao aquecidos a temperaturas superiores a 100°C.

No presente trabalho, ao avaliar a estabilidade do licopeno das amostras de ME, foi
observado que a esterilizacdo promoveu degradacdo significativa de 21% do composto
comparado com o teor da polpa hot break (Figura 53). Entretanto, este resultado foi
satisfatorio, visto que mesmo com esta degradacdo, obteve-se retencdo de 79% do licopeno.
Este resultado foi bastante similar ao encontrado na pesquisa realizada por Luterroti et al.,
(2015) que verificaram apds processarem polpas de tomates enlatadas a temperaturas de
120°C por 60 minutos e a 135°C pelo mesmo tempo obtiveram degradacdo de 23% e 21%
respectivamente.

Resultados de degradacbes superiores, foram encontrados pelos autores Shi & Le
Maguer, (2003) e Jacob et al., (2010). Apo6s aquecerem polpas de tomate a 150°C por 2 horas
e a 110°C por 30 minutos obtiveram teores de degradacdo do licopeno de 30% e 38%
respectivamente. Mayeaux et al.,(2006) pesquisaram o efeito do aquecimento de polpas de
tomates quando expostas ao forno convencional, microondas e sob fritura. Concluiram, que
em polpas aquecidas em forno a 100°C por 60 minutos ou a 125 °C por 20 minutos ou a 150
°C por 10 minutos, a degradacdo de licopeno foi igual a 50% em todos os bindmios tempo-
temperatura. No entanto, verificaram que o aquecimento da polpa em microondas sob alta
poténcia ou pelo método de fritura, durante apenas 1 minuto de exposi¢do, promoveu
degradacdo do licopeno em 36% e 64% respectivamente.

No entanto, segundo Dewanto et al., (2002) e Ordonez et al., (2009) o aquecimento do
licopeno pode melhorar a extragédo deste caroteno e elevar sua atividade antioxidante.

Dewanto et al.,(2002) verificaram que a atividade antioxidante e o teor de licopeno de
tomates aquecidos a temperaturas entre 60-120°C, era superior a de tomates ndo processados.
Ordoéfiez et al., (2009) avaliaram a estabilidade do licopeno presente em tomates cerejas
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enlatados. Os autores observaram que tomates ndo-esterilizados, continham teores
significamente menores (p<0,01) de licopeno (90,2 mg/Kg), quando comparados com tomates
esterilizados, que continham teores de (98,36 mg/Kg). Propuseram que este aumento fol,
devido a maior exposicdo do tempo do tomate a determinada temperatura, o que favoreceu a
ruptura das paredes celulares do fruto, proporcionando maior liberacéo celular do licopeno.
Estudo realizado por Abete et al.,(2013) ao comparar o teor de licopeno em tomates enlatados
e tomates in natura, observaram que os frutos enlatados possuiam 154,66 mg/100g licopeno
em base seca enquanto que os tomates in natura, possuiam basicamente, teor de 90% inferior
de licopeno (81,26mg/100g licopeno base seca). Assim, concluiram que a esterilizag8o,
favorece a melhor liberagéo e extragdo do pigmento.

Entretanto, neste estudo, a esterilizagdo das amostras de ME e MECS ndo promoveram
0 aumento do teor de licopeno. As amostras de ME apresentaram teor médio de 168 mg/100g
de licopeno total, enquanto as amostras de MECS obtiveram teor de 77mg/100g. Foi
observado que a esterilizagdo do molho esterilizado com sardinha (MECS) resultou na
reducdo de 66% do total de licopeno quando comparado a polpa. Este resultado demonstra
que, apesar de ambas amostras terem sido submetidos a0 mesmo processamento térmico ou
seja, mesmas condicdes de tempo-temperatura de exposicao, a estabilidade do licopeno foi
muito diferente, levando a conclusdo que os carotenos sdo mais suscetiveis a degradacéo
quando expostos a presenca da sardinha do que ao processamento térmico propriamente dito.

A provavel explicacdo para maior degradacdo nas amostras de MECS pode ser
relacionada a diversos fatores ocorridos simultaneamente. Um dos fatores, é que a
esterilizacdo promoveu a migracdo do licopeno para carne da sardinha e simultaneamente, a
migracao do Oleo da sardinha para o molho, assim, é possivel que, devido ao licopeno ser um
composto lipossoluvel, esta migracdo tenha favorecido a melhor solubilizagdo do composto,
proporcionando assim, sua maior exposicao e suscetibilidade a degradacdo pela temperatura
(KNOCKAERT et al., 2012; SHALIN et al., 2013). O teor de licopeno que migrou para
sardinha foi, em média, 7 a 12% do teor total de licopeno do molho, no entanto o teor lipidico
migrado para o molho de tomate nao foi possivel quantificar.

Estudo realizado por Knockaert et al., (2012) compararam a estabilidade do licopeno
presente em polpas de tomates hot break misturadas a azeite de oliva, apos serem submetidas
a métodos de processamentos tradicionais, como a pasteurizacdo, a esterilizacdo e o
processamento de alta pressao hidrostatica (HPH). As polpas de tomates foram pasteurizadas
a 90°C por 10 minutos, esterilizadas (Fo=3min) e submetidas HPH por 20 minutos a 600MPa
a 45°C. Os binbmios de tempo-temperatura e de pressdo estabelecidos, foram definidos com
base na eliminacdo de micro-organismos patogénicos, como Salmonella e Clostridium
botulinum. Os autores observaram que o tratamento de HPH, ndo promoveu degradacdo do
licopeno, no entanto, os tratamentos de pasteurizacdo e esterilizacdo promoveram
degradacdes significativas de 14% e 47% do composto, respectivamente. Sugeririram que a
escolha do tipo de tratamento térmico estd diretamente relacionado, com a estabilidade do
composto, e que, produtos derivados de tomates, quando misturados a componentes lipidicos,
sdo degradados mais rapidamente. Shalin et al., (2013) avaliaram a estabilidade de tomates
triturados e misturados em 6leo de oliva e vinagre durante 20 minutos. Os autores verificaram
gue tomates misturados, em 6leo de oliva, obtiveram perda de 37% do teor de licopeno, ja
amostras misturadas com d&leo e vinagre, a perda foi de 32%. Porém, amostras
homogeneizadas apenas com vinagre, obtiveram degradacdo do licopeno em apenas 7%.
Assim, concluiram que a presenca de lipideos impacta diretamente na degradacdo do
composto.
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Outra possivel explicacdo para maior degradacéo do licopeno nas amostras de MECS
é que, o licopeno tenha atuado como antioxidante nas amostras, afim de combater a formacéo
de radicais livres gerados pela degradacdo dos acidos graxos das sardinha.

Segundo Hur et al.,(2007), o processamento térmico de pescados promove a oxidagdo
lipidica e a degradacdo dos acidos graxos presentes. No entanto, a intensidade desta
degradacdo € variavel, pois € dependente da qualidade da matéria prima, da presenca de
antioxidante, das condigcdes de processamento (bindmio tempo-temperatura) e das condicoes
de estocagem que os produtos foram submetidos (JACOBSEN et al., 2007).

Estudos sugerem que o licopeno possa retardar a peroxidacdo lipidica (AGARWAL et
al., 2001; BOON et al.,2008) e portanto, deva ser utilizado com antioxidante natural em
alimentos processados, para reduzir a formacao de radicais livres gerados pelo processamento
térmico (XU et al., 2009; BOSELLI et al., 2012). No entanto, a efetividade do antioxidante
no alimento é dependente de sua concentracao, da composicdo lipidica do alimento e do tipo
de processamento aplicado (HUR et al., 2007; XU et al., 2009).

A degradacdo do licopeno na presenca de lipideos, pode ser acelerada devido a
presenca de compostos pro-oxidantes e/ou presenca de ions metélicos (MAYEAUX et al.,
2006; COSMAII et al., 2013). Pesquisa realizada por Boon et al., (2008) avaliou a estabilidade
de emulsdes formuladas com licopeno e a relagdo da formacdo de produtos de oxidacdo
lipidica em relacdo a degradacdo do licopeno. Os autores verificaram que a degradacdo de
acidos graxos das emulsbes impactaram significativamente na perda do licopeno. Concluiram
também, que a presenca do licopeno nas emulsdes, promoveu a retardacdo da degradagédo
lipidica apesar de ndo ter evitad-la completamente. Em outro estudo, Boon et al.,(2009)
avaliaram o efeito da presenca de hidroperoxidos e ion férrico na degradacdo de emulsGes
contendo licopeno. Os pesquisadores observaram que a presenca de ambos, proporcionaram
rapida degradacdo do carotenoide. No entanto, sugeriram que em produtos com baixo pH, a
presenca de ions metalicos impactam, mais significativamente, na degradacdo do que a
presenca de hidroperdxidos.

Em tecidos de animais, é possivel encontrar ions metalicos ligados as proteinas, como
por exemplo, a mioglobina. Esta proteina conjugada é constituida por uma fracdo protéica,
denominada globina e uma parte ndo proteica denominada grupo heme. Este grupo possui
uma estrutura relativamente fragil aos processos oxidativos, devido a presenca de ion ferroso
central (Fe*?). Durante a esterilizacdo da sardinha, o aquecimento promove a desnaturacéo
proteica e por consequiéncia, propicia a oxidacdo do grupo heme e liberacdo do ion ferroso
(CARLSEN et al., 2005; HUR et al., 2007; DEVINE et al.,2014). O ion ferroso (Fe*?) é
oxidado a fon férrico (Fe*®) durante o aquecimento, tornando-se assim, um radical pro-
oxidante capaz de promover o aumento da formacdo de hidroperdxidos e da degradacdo do
licopeno (HUR et al.,2007; BOON et al.,2008; DEVINE, et al.,2014). Assim, pode-se sugerir,
que a presenca da sardinha propiciou a formacao de radicais livres, resultando na degradacao
significativa do licopeno nas amostras de MECS.

E importante notar que apesar da degradacdo do licopeno nas amostras de ME e
MECS ter sido significativa, a concentracdo média deste composto por lata, foi considerada
elevada. Na Tabela 23 estdo apresentados os teores encontrados de mg/licopeno por lata. Os
teores médios foram calculados, conforme item 3.3.4.4 e 3.3.4.5. O peso médio encontrado
nas latas das amostras foi de 133g de produto, teor 7% superior ao encontrado nas latas
tradicionais de conservas de pescado. De acordo com a Tabela 23, as amostras de MECS
apresentaram teores de licopeno entre 4,66 mg a 6,40 mg. Também, pode-se observar que
grande parte do licopeno presente na lata, foi encontrada na sardinha, devido & migracdo do
licopeno presente no molho para a carne do pescado. Do total de licopeno presente na lata,
cerca de 32 a 60% deste composto foi encontrado na sardinha.
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Tabela 23: Teor de mg/licopeno por lata analisada de ME, MECS, SE.

Licopeno total peso da umidade mg/licopeno por
Amostras mg/100g base  amostra na
seca polpa lata (Q) (9/100q) lata
ME 1 167,54 133 87,28 28,344
ME 2 160,25 132 87,57 26,293
ME 3 168,96 133 87,61 27,842
ME 4 175,86 133 87,38 29,517
MECS 1 66,18 33 82,64 3,791
SE1 7,99 100 67,35 2,609
MECS 2 67,04 29 86,61 2,603
SE 2 6,48 104 69,44 2,059
MECS 3 60,69 33 83,78 3,248
SE 3 4,57 101 67,25 1,512
MECS 4 70,78 29 83,75 3,336
SE 4 6,54 103 68,33 2,133

O teor médio de licopeno presente por lata de amostras de ME e MECS foi de 28 mg e
5 mg de licopeno, respectivamente. A partir destes resultados, pode-se considerar que a
ingestdo de conservas de sardinha com molho de tomate € uma excelente fonte de licopeno.
Segundo Abete et al.,(2013) o consumo diario de 12 a 27 mg de licopeno/dia pode promover
a reducdo das taxas de colesterol LDL. Ja, segundo Rao et al.,(2002); Porrini et al.,(2005) a
ingestdo diaria de 5 a 10mg de licopeno é o suficiente para prevencdo de doencas. Assim,
conclui-se que o consumo dia de 1 lata de sardinha em conserva com molho de tomate pode
ser uma Otima alternativa para o aumento do consumo deste carotenoide e consequentemente,
promover melhoria na satde da populacéo brasileira.
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5 CONCLUSOES

Foi possivel preparar e processar sardinhas enlatadas como molho de tomate junto a industria
de conservas de pescados situada no estado Rio de Janeiro. O processamento de sardinhas em
conservas utilizado, cumpriu os padrfes pré-estabelecidos de identidade e qualidade exigidos
pela legislacao.

O método de extracdo e isolamento do padréo analitico de licopeno obtido a partir da matriz
de Meldo de Sdo Caetano, foi considerado satisfatério, simples e econémico, permitindo a
obtencédo de padrdo analitico com 96% de pureza.

O método de quantificacdo por normalizacdo comparado com padronizacdo externa mostrou-
se ser mais eficaz na quantificagdo dos carotenoides pois apresentou menor desvio padréo,
erro padrdo e coeficiente de variagéo.

Né&o foram identificados teores de acido ascdorbico em nenhuma das amostras analisadas no
experimento.

N&do foram detectados carotenoides nas sardinhas evisceradas cruas. Entretanto, ap6s sua
esterilizacdo junto ao molho de tomate, foi possivel encontrar, em cada lata de amostra
migracdo de aproximadamente de 47% do licopeno para a carne da sardinha.

Foi observado que a esterilizacdo ndo promoveu a degradacédo significativa do 3-caroteno das
amostras de molho esterilizado (ME). No entanto, a presenca da sardinha no molho promoveu
degradacéo significativa de 78% do composto.

A esterilizacdo promoveu migragdo de 5 a 15% do [3-caroteno presente no molho de tomate
para a sardinha esterilizada.

As amostras de molho esterilizado com sardinha (MECS) apresentaram maior porcentagem de
isdmeros cis-licopeno.

Os teores de licopeno obtidos nas amostras de ME e MECS expostas ao aquecimento a 126°C
por 40 minutos foram satisfatorios, visto que, as amostras obtiveram retencdo de 79% e 34%
do composto respectivamente. Verificou-se que a presenca da sardinha impactou
significativamente na isomerizacao e degradacdo do licopeno e que, as possiveis explicactes
para que isso sejam a melhor solubilizacdo do licopeno em 6leo e atuacdo do licopeno como
antioxidante ao combate de radicais pro-oxidantes gerados da degradacdo dos acidos graxos
da sardinha e ainda liberacéo do ion ferroso da mioglobina presente na carne do pescado.

Conclui-se que o licopeno € um carotenoide resistente a esterilizacdo industrial e que
sua estabilidade é mais dependente da matriz em que & homogeneizado do que ao
tempo/temperatura gque é exposto.

Amostras de MECS apresentaram teor aproximadamente de 5 mg de licopeno, valor
este, considerado por muitos pesquisadores como quantidade minima para consumo diario
usada a prevencdo de doencas. Assim, conclui-se que e o consumo dia de 1 lata de sardinha
em conserva com molho de tomate processada, nestas condicdes, pode ser uma Otima
alternativa para o aumentar a ingestdo deste carotenoide, auxiliando a melhoria da satde da
populacdo brasileira.

72



6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste experimento, torna-se necessario novos estudos
que correlacionem a cinética de degradagdo do licopeno em conservas de sardinha com 0s
binbmios tempo-temperatura aplicados durante a esterilizacdo destes produtos. Assim, 0s
resultados obtidos poderiam contribuir para o desenvolvimento de processos térmicos mais
eficientes, visando minimizar a degradacéo do licopeno presente no molho de cobertura.

Além disso, sugere-se estudo cinético do efeito do tratamento térmico no perfil
lipidico das sardinhas em conservas de molho de tomate e a avaliacdo do efeito protetor do
molho de tomate a frente & oxidacéo lipidica.
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ANEXO A

Instrucéo Normativa SDA N° 45, de 13 de dezembro de 2011

O SECRETARIO SUBSTITUTO DE DEFESA AGROPECUARIA, DO MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso das atribuicdes que lhe
conferem os arts. 10 e 42 do Anexo | do Decreto n® 7.127, de 4 de marco de 2010, tendo em
vista o disposto no Decreto n° 30.691, de 29 de marco de 1952, na Lei n°® 7.889, de 23 de
novembro de 1989, e o que consta do Processo n° 21000.008330/2010-01, resolve:

Art. 1° Aprovar o Regulamento Técnico de identidade e qualidade de conservas de
peixes.

§ 1° Este Regulamento Técnico fixa a identidade e as caracteristicas de qualidade e requisitos
que devem apresentar as conservas de peixes para sua comercializacdo nacional e
internacional.

§ 2° O disposto neste Regulamento Técnico ndo se aplica a sardinhas, atuns e bonitos ou
outros produtos contemplados em regulamentos especificos.

Art. 2° A conserva de peixe deve conter, no minimo, 50% (cinquenta por cento) de carne em
relacdo ao peso liquido declarado.

Paragrafo Unico. Podera ser utilizada numa conserva, matéria-prima de espécies diferentes,
desde que de mesmo género e com propriedades sensoriais semelhantes, devendo ser
identificadas corretamente na rotulagem.

Art. 3° Para fins deste regulamento consideram-se as seguintes definigdes:

| - conserva: entende-se por conserva o produto elaborado com pescado integro, envasado em
recipientes herméticos e esterilizados;

Il - recipientes herméticos: aquele que tenha sido projetado para impedir a entrada de
microrganismos durante e depois do tratamento térmico, com o objetivo de manter a
esterilidade comercial,

Il - esterilidade comercial: estado que se consegue aplicando calor suficiente, s6 ou em
combinagdo com outros processos de conservacao de alimentos, que assegure a destruicdo das
formas viaveis de microrganismos patogénicos e de outros organismos capazes de alterar o
produto e que possa multiplicar-se em condi¢Ges normais de armazenamento e distribuicéo;
IV - pré-cozimento: processo de cocgdo a que se submete o0 peixe para extrair parte de seus
liquidos, visando sua elaboracgéo posterior.V - salmoura fraca: solu¢do de agua potavel com o
méaximo de 3% (trés por cento) de sal de qualidade alimentar.

Art. 4° As conservas de peixes, de acordo com a forma de apresentacdo da matéria-prima, se
classificam em:

| - descabecada e eviscerada: sem cabeca, sem visceras, com ou sem rins, gbnadas, e nadadeiras;
Il - filé: musculo obtido a partir do corte do peixe em sentido paralelo a coluna vertebral,
desprovido de ossos da espinha dorsal, com ou sem pele;

I11 - posta: partes obtidas a partir do corte do peixe eviscerado em sentido perpendicular a sua
coluna vertebral, com ou sem pele;

IV - pedaco: corte do peixe que mantenha a estrutura original do masculo em gue, no minimo,
50% (cinquenta por cento) da carne fique retida em uma peneira com malha de 12 mm (doze
milimetros);

V - ralado: particulas de carne de peixe ndo-aglutinadas.

Art. 5° S&o permitidas outras formas de apresentacdo, desde que previamente aprovadas pelo
6rgao competente.
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Art. 6° A denominacdo do produto deve ser composto do nome comum da espécie do peixe,
da sua forma de apresentacéo e do meio de cobertura, quando utilizado, de maneira que nao
induza o consumidor a erros ou enganos.

§ 1° O nome comum da espécie do peixe é autorizado pelo 6rgao governamental competente,
com base em recomendagdes de organismos internacionais de referéncia, de acordo com leis e
costumes brasileiros, de maneira a ndo confundir o consumidor.

§ 2° Para essa autorizacdo, o referido Orgdo podera, a seu critério, consultar érgdos
governamentais correlatos, instituicdes de pesquisa e da sociedade civil.

8 3° O descabecamento e a evisceracdo sdo etapas comuns a todas as conservas de peixes,
sendo dispensada a citacdo desta forma de apresentacdo no nome do produto.

8§ 4° O meio de cobertura pode ser:

| - ao natural: o produto que tenha por liquido de cobertura uma salmoura fraca, adicionada ou
nao de substancias aromaticas;

Il - a0 proprio suco: o produto elaborado a base de peixe com o seu préprio liquido de
constituicéo;

I11 - ao préprio suco com 6Oleo(s) comestivel(eis): o produto elaborado a base de peixe com o
seu préprio liquido de constituicdo, adicionado de dleo(s) comestivel(eis);

IV - ao préprio suco com molho: o produto elaborado a base de peixe com 0 Sseu proprio
liquido de constitui¢éo, adicionado de molho;

V - em azeite ou 0leo(s) comestivel(eis): o produto que tenha por liquido de cobertura azeite
de oliva ou 0leo(s) comestivel(eis) adicionado ou ndo de substancias aromaticas;

VI - em molho: o produto que tenha por liquido de cobertura molho com base em meio
aquoso ou gorduroso;

VII - em vinho branco: o produto que tenha por liquido de cobertura principal o vinho branco,
adicionado ou nédo de substancias aromaticas.

8§ 5° O produto que tenha por liquido de cobertura o(s) 6leo(s) comestivel(is) podera conter,
no maximo, 12% (doze por cento) de agua em relacao ao peso liquido declarado.

8 6° Na composicdo dos diferentes molhos, o ingrediente principal que o caracteriza, deve
fazer parte do nome do produto;

8 7° Deve constar do nome do produto se a matéria-prima foi defumada ou em aposto
explicativo se o produto foi aromatizado com sabor defumado.

§ 8° Outras conservas de peixe poderdo ser elaboradas desde que atendido o disposto neste
artigo e nos arts. 4° e 5° deste Regulamento Técnico, submetidas a outras

preparacdes e embalagens diferentes das anteriores devidamente aprovadas pelo érgéao
competente.

Art. 7° A composicdo do produto compreende os seguintes ingredientes:

| - ingredientes obrigatdrios: carne de peixe;

Il - ingredientes opcionais:

a) sal;

b) agua potavel,

c) azeite de oliva;

d) outros 6leos vegetais comestiveis;

e) condimentos, aromas e especiarias;

f) aditivos intencionais;

g) vinagre;

h) vinho;

i) hortaligas;

j) frutas;

k) legumes; e
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I) outros previamente aprovados pelo 6rgdo competente.

Art. 8% No processamento de conservas de peixes devem ser atendidos 0s seguintes requisitos:
| - caracteristicas da matéria-prima: o peixe utilizado na elaboracdo de conservas deve atender
ao que dispOe a Portaria n® 185, de 13 de maio de 1997, podendo ser semi elaborada, fresca ou
congelada;

Il - caracteristicas sensoriais: 0 produto deve apresentar aspecto, cor, odor, sabor e textura
préprios da espécie de peixe e do tipo de conserva, e caso o produto contenha coluna vertebral
ou espinha, devem ser de consisténcia friavel;

I11 - caracteristicas fisico-quimicas: as analises de histamina deverdo ser realizadas em carater
eventual, as amostras colhidas de forma aleatéria de acordo com o plano de amostragem
estabelecido em legislacdo especifica e os resultados destas analises deverdo obedecer aos
seguintes critérios:

a) o nivel de histamina no produto ndo deve ser superior a 100 mg/kg (cem miligramas por
quilograma), tomando como base a média das amostras analisadas; e b) nenhuma unidade da
amostra poderd apresentar resultado de histamina superior a 200 mg/kg (duzentos miligramas
por quilograma);

Paragrafo unico. O disposto no inciso 111 se aplica as espécies histaminogénicas tais como as
espécies das familias Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryphaenidae, Scomberesocidae
e Pomatomidae.

IV - acondicionamento: o produto deverad ser acondicionado em recipientes adequados as
condicdes de processamento e armazenagem e que lhe assegure protecdo, com as seguintes
caracteristicas:

a) permitir o fechamento hermético que garanta a integridade do produto, até o prazo de
validade estabelecido;

b) ser de material indcuo;

c) na inspecdo visual ndo devem ser evidenciados defeitos que comprometam a integridade e
a validade do produto;

d) vacuo: nas conservas de peixes, se necessario 0 vacuo, deve ser detectavel por ensaio
qualitativo.

Art. 9° A utilizacdo dos aditivos e coadjuvantes de tecnologia no processamento de conservas
de peixes deve estar de acordo com a legislacdo especifica estabelecida pelo Orgao
competente.

Art. 10. Os contaminantes organicos e inorganicos ndo devem estar presentes em quantidades
superiores aos limites estabelecidos pelo érgédo competente.

Art. 11. As préticas de higiene para o processamento do produto devem estar de acordo com o
estabelecido na legislacdo especifica.

Art. 12. Os peixes utilizados na elaboracéo de conservas devem ser submetidos aos métodos
de inspecdo prescritos no Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal - RIISPOA.

Art. 13. Quanto aos critérios macroscopicos o produto ndo deve conter materiais estranhos a
sua composicao.

Art. 14. Quanto aos critérios microbioldgicos aplica-se a legislacdo especifica.

Paragrafo Unico. O produto ndo deve conter nenhuma substancia, incluindo-se as derivadas de
microrganismos, em quantidades que possam se constituir em perigo para a saude do
consumidor.

Art. 15. Quanto a pesos e medidas aplica-se a legislacdo especifica.

Art. 16. Quanto a rotulagem aplica-se a legislacéo especifica.

Art. 17. Quanto aos métodos de analises microbioldgicas, fisico-quimicas e de contaminantes
organicos e inorganicos, aplica-se a regulamentacdo especifica.
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Art. 18. A amostragem deve realizar-se de acordo com o Plano de Tomada de Amostra para
Alimentos Pré-embalados (AQL-6.5), conforme o Anexo |.

Art. 19. No que se refere aos Planos de Tomada de Amostras para os Alimentos Pré-
embalados, considera-se:

| - defeituosa: quando uma unidade de amostra apresentar qualquer destas

caracteristicas:

a) material estranho: qualquer material presente na unidade de amostra que ndo provenha do
peixe ou do meio de cobertura, mesmo que ndo se constitua em perigo para a salde humana,
que possa ser detectado por observacdo direta (olho nu), sem auxilio de instrumentos 6ticos,
ou se identifique por qualquer método, inclusive pelo uso de uma lente de aumento, onde se
caracterize a ndo-conformidade com as boas praticas de fabricacdo e higiene;

b) odor e sabor: presenca de odores ou sabores indesejaveis, persistentes e inconfundiveis, que
indiquem sinais de decomposicao ou rancificacéo;

C) textura: carne excessivamente mole ou excessivamente dura, ndo caracteristica das espécies
que compdem o produto;

d) cor: alteracdes de cor que indiqguem facilmente sinais de decomposic¢ao ou rancificacéo;

e) embalagem: vazamento, estufamento.

Il - aceita quando:

a) 0 numero total de unidades defeituosas classificadas de acordo com o art. 19, inciso I, ndo
for superior ao numero de aceitacdo (c) do Plano de Tomada de Amostra especificado no art.
18, deste Regulamento Técnico;

b) o nimero total de unidades de amostra que ndo se ajustar ao especificado no art. 6°, nao for
superior ao numero de aceitacdo (c) do Plano de Tomada de Amostra especificado no art. 18,
deste Regulamento Técnico; e

) cumprir com os requisitos especificados nos arts. 9°, 10 e 16, deste Regulamento Técnico.
Paragrafo unico. O lote sera rejeitado quando ndo cumprir os requisitos exigidos no art. 8°,
inciso 111, ou no art. 19, inciso |1, deste Regulamento Técnico.

Art. 20. Esta Instrucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicacéo.

ENIO ANTONIO MARQUES PEREIRA
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ANEXO B

Instrucéo Normativa SDA N° 22 DE 11/07/2011 (Federal)
Data D.O.: 12/07/2011

Estabelece o Regulamento Técnico que fixa a identidade e as caracteristicas minimas de
gualidade que deve apresentar o produto conservas de sardinhas para a sua
comercializagéo.

O Secretario de Defesa Agropecuaria, Substituto, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, no uso da atribuicdo que Ihe conferem os arts. 10 e 42 do Anexo | do Decreto
n® 7.127, de 04 de marco de 2010, tendo em vista o disposto no Decreto n® 30.691, de 29 de
marc¢o de 1952, e suas alteracOes, na Lei n® 7.889, de 23 de novembro de 1989, e 0 que consta
do Processo n° 21000.003000/2010-11,

Resolve:

Art. 1°. Estabelecer o Regulamento Técnico que fixaa identidade e as caracteristicas minimas
de qualidade que deve apresentar o produto conservas de sardinhas para a sua
comercializacdo, na forma da presente Instrugdo Normativa e seus Anexos | e 1l.

Art. 2°. As espécies de sardinhas abrangidas por este regulamento s@o determinadas pelo
Departamento de Inspe¢do de Produtos de Origem Animal, da Secretaria de Defesa
Agropecuéria, do Ministério da  Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -
DIPOA/SDA/MAPA, com base em recomendacdes de organismos internacionais de
referéncia, de acordo com leis e costumes brasileiros, de maneira a ndo confundir o
consumidor.

Paragrafo Unico. Para essa determinacdo, o DIPOA/SDA/MAPA podera, a seu critéerio,
consultar 6rgdos governamentais correlatos, instituicdes publicas de pesquisa e da sociedade
civil.

Art. 3°. O presente regulamento aplica-se as conservas de sardinhas destinadas ao comércio
nacional e internacional.

Paragrafo unico. No produto final, ou seja, conservas de sardinha, a carne deve constituir, no
minimo, 50% (cinglienta por cento) em relacdo ao peso liquido declarado.

Art. 4°. Para fins deste regulamento, consideram-se as seguintes definicdes:

| - conserva: entende-se por conservas de sardinhas os produtos elaborados a partir de
matéria-prima de espécies abrangidas por este regulamento, fresca ou congelada,
descabecada, eviscerada, com excecdo de gbnadas 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,

Il - recipiente hermeticamente fechado: aquele que tenha sido projetado para impedir a
entrada de microrganismos durante e depois do tratamento térmico, com o objetivo de manter
a esterilidade comercial;

Il - esterilidade comercial: estado que se consegue aplicando calor suficiente, s6 ou em
combinagdo com outros processos de conservacdo de alimentos que assegure a destruicdo das
formas viaveis de microrganismos patogénicos e de outros organismos capazes de alterar o
produto e que possam multiplicar-se em condi¢des normais de armazenamento e distribuicéo;
e

IV - pré-cozimento: processo de cocgdo a que se submete o peixe para extrair parte de seus
liquidos, visando sua elaboracdo posterior.

Art. 5% As conservas de sardinhas, de acordo com a sua forma de apresentacéo, se classificam

em:
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| - descabecada e eviscerada: com excecéo de rins e gonadas;

Il - filé: masculo obtido a partir do corte do peixe em sentido paralelo a coluna

vertebral, desprovido de 0ssos da espinha dorsal, com ou sem pele;

Il - pedaco: pedacos de sardinhas que tenham, no minimo, 3 (trés) cm de comprimento
mantendo a estrutura original do musculo; e

IV - ralada: pequenos pedagos de musculo de tamanho uniforme que ndo estdo aglutinados.
Pardgrafo Unico. Outras formas de apresentacdo serdo permitidas desde que previamente
aprovadas pelo 6rgdo competente com base em legislagdo especifica.

Art. 6° A designacdo de venda do produto quanto a espécie de pescado processada sera
atribuida pelo DIPOA/SDA/MAPA.

Pardgrafo U(nico. Para os produtos que ja estejam registrados e autorizados pelo
DIPOA/SDA/MAPA, a designacdo de venda do produto é considerada devidamente atribuida,
nos termos deste regulamento.

Art. 7°. O nome do produto deve ser composto da espécie, da sua forma de apresentacdo e do
meio de cobertura, quando utilizado.

8 1° O descabecamento e a evisceracdo séo etapas comuns a todas as conservas de sardinha,
sendo dispensada a citacdo desta forma de apresentagdo no nome do produto.

8 2° O meio de cobertura, quando utilizado, fara parte da denominacgdo do produto, listando-se
0s seguintes exemplos:

| - a0 natural: o produto que tenha por meio de cobertura uma salmoura fraca de, no maximo
3% (trés por cento) de sal;

Il - a0 préprio suco: o produto elaborado com o préprio liquido de constituicdo da matéria-
prima utilizada;

[11 - a0 proprio suco com Oleo comestivel: quando, além do liquido de constituicdo da
matéria-prima, for adicionado no minimo 6% (seis por cento) de dleo comestivel,

IV - ao proprio suco com molho: o produto elaborado a base de sardinha com o seu proprio
liquido de constituicdo, adicionado de molho;

V - em Oleo comestivel: o produto que tenha por meio de cobertura 6leo comestivel, com, no
méaximo, 12% (doze por cento) de 4gua em relagdo ao peso liquido declarado;

VI - em molho: o produto que tenha por meio de cobertura molho com base em meio aquoso,
gorduroso ou aquoso e gorduroso, sendo que, na composicdo dos diferentes molhos, o
ingrediente principal que o caracteriza deve fazer parte do nome do produto;

VIl - em escabeche: o produto que tenha por meio de cobertura vinagre, adicionado ou nao de
agua, sal e outros acidos alimenticios e substancias aromaticas, com pH apropriado ao
produto; e

VIII - em vinho branco: o produto que tenha por meio de cobertura principal o vinho branco,
adicionado ou néo de ingredientes e aditivos.

8§ 3° Deve constar do nome do produto se a matéria-prima tiver sido defumada ou em aposto
explicativo se a matéria-prima tiver sido aromatizada com sabor de defumado.

8§ 4° QOutras conservas de sardinhas poderdo ser elaboradas desde que atendido o disposto nos
arts. 6° e 7° deste regulamento, submetidas a outras preparacdes diferentes das anteriores,
devidamente aprovadas pelo 6rgdo competente com base em legislacéo especifica.

Art. 8°. A composicdo do produto compreende os seguintes ingredientes: | - ingrediente
obrigatério: sardinhas; e

Il - ingredientes opcionais:

a) sal;

b) dgua potavel,

c) azeite de oliva;

d) outros éleos vegetais comestiveis;
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e) condimentos, aromas e especiarias;

f) aditivos intencionais;

g) vinagre;

h) vinho;

i) hortaligas;

j) frutas;

k) legumes; ou

I) outros previamente aprovados pelo 6rgdo competente.

Paragrafo Gnico. Néo é permitida a utilizagdo de proteinas hidrolisadas.

Art. 9°. No processamento de sardinhas em conserva,devem ser atendidos 0s seguintes
requisitos:

| - caracteristicas da matéria-prima: a sardinha utilizada na elaboracdo de conservas deve
atender ao que dispOe a Portaria n° 185, de 13 de maio de 1997, sendo limpa, lavada, sem
cabeca, sem visceras, com excecdo de rins e gbnadas;

Il - caracteristicas sensoriais do produto: aparéncia, cor, odor, sabor e textura devem
apresentar caracteristicas proprias;

11 - aplicando-se a Tabela de Defeitos constante no Anexo Il da presente Instrucdo
Normativa, o namero total de unidades defeituosas ndo pode ser superior ao numero de
amostras defeituosas toleraveis em um lote (c) do Plano de Tomada de Amostras para 0s
Alimentos Pré-Embalados (AQL-6.5) (CAC/RM 42-1969), contido no Anexo | da presente
Instrucdo Normativa;

IV - caracteristicas fisico-quimicas: as analises de histamina deverao ser realizadas em carater
eventual, e as amostras colhidas de forma aleatoria, de acordo com o plano de amostragem
estabelecido em legislacdo especifica, observando-se, ainda, que:

a) o nivel de histamina no produto final ndo deve ser superior a 100 mg/kg, tomando como
base a media das amostras analisadas; e b) nenhuma unidade da amostra pode apresentar
resultado superior a 200 mg/kg;

V - acondicionamento: o produto deve ser acondicionado em recipientes adequados as
condices de processamento e armazenagem e que lhe assegure protecdo; estes recipientes
devem reunir as seguintes caracteristicas: a) permitir o fechamento hermético e inviolavel que
garanta a integridade do produto, até o prazo de validade estabelecido; b) ser de material
indcuo; e ¢) na inspecdo visual, ndo devem ser evidenciados defeitos que comprometam a
integridade e a validade do produto final, conforme especificados na tabela de defeitos
constante do Anexo Il da presente Instrucdo Normativa.

Art. 10°. Os aditivos e coadjuvantes de tecnologia utilizados no processamento de conservas
de sardinhas devem estar de acordo com a legislacdo nacional, bem como as regulamentacdes
estabelecidas pelos 6rgaos competentes.

Art. 11°. Os contaminantes organicos e inorganicos ndo devem estar presentes

em quantidades superiores aos limites estabelecidospelos érgaos competentes.

Art. 12°. As praticas de higiene para elaboracdo do produto devem estar de acordo com o
estabelecido na legislacdo especifica.

Art. 13° As sardinhas utilizadas na elaboracdo de conservas devem ser submetidas aos
métodos de inspecdo prescritos no Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal- RIISPOA.

Art. 14°, Quanto aos critérios macroscopicos, o produto ndo deve conter materiais estranhos a
sua composicao.

Art. 15°. Quanto aos critérios microbioldgicos, aplica-se a legislacdo especifica.

Paragrafo Unico. O produto final deve estar isento de microrganismos capazes de se
desenvolverem nas condi¢Ges normais de armazenagem, distribui¢cdo e comercializagéo e ndo

95



deve conter nenhuma outra substancia, incluindo-se as derivadas de microrganismos, em
quantidades que possam se constituir em perigo para a saude do consumidor.

Art. 16°. Quanto a pesos e medidas, aplica-se a legislacdo especifica.

Art. 17°. Quanto a rotulagem, aplica-se a legislacéo especifica.

Art. 18°. Quanto aos métodos de analises microbioldgicas, fisico-quimicas e de contaminantes
organicos e inorganicos, aplica-se a legislacao especifica.

Art. 19°. A amostragem deve realizar-se de acordo com a Norma do Codex Alimentarius
CAC/RM 42-1969, conforme Anexo | da presente Instrugdo Normativa.

Art. 20°. No que se refere aos planos de tomada de amostras para os alimentos pre-
embalados, considera-se:

| - defeituosa qualquer unidade que n&o esteja de acordo com os limites fixados pela Tabela
de Defeitos para Conservas de Sardinhas constante do Anexo Il da presente Instrucdo
Normativa;

Il - aceito o lote quando o numero total de unidades defeituosas classificadas de acordo com
os limites fixados pela Tabela de Defeitos para Conservas de Sardinhas constante do Anexo 11
da presente Instrucdo Normativa ndo é superior ao numero de aceitacdo (c) do plano de
amostragem especificado no art. 19 do presente regulamento;

I11 - que o nimero total de unidades de amostra que ndo se ajusta ao especificado nos arts. 6°
e 7° deste regulamento ndo é superior ao numero de aceitacdo (c) do plano de amostragem
especificado no art. 19;

IV - 0 cumprimento dos requisitos especificados nos arts. 6°, 7°, 8° e 10; e

V - rejeitado o lote que ndo cumpra os requisitos indicados neste regulamento no art. 9°,
inciso 1V, no art. 19, e no inciso | deste artigo.

ENIO ANTONIO MARQUES PEREIRA
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ANEXO C
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ANEXO D
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