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RESUMO

Durante o processamento e armazenamento de produtos a base de pescado, as alteracdes fisicas,
quimicas e microbioldgicas constituem uma grande preocupacao devido a redugdo da
estabilidade. O presente estudo teve o objetivo de avaliar a influéncia do extrato de alho (A//ium
sativum L.) e do revestimento de quitosana comercial em almondegas refrigeradas a base de
carne mecanicamente separada (CMS) de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). O extrato
aquoso de alho foi caracterizado por anélise de atividade antimicrobiana in vitro, caracterizado
por meio das andlises de microscopia eletronica de varredura (MEV), cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (EITF).
A qualidade microbiologica da CMS foi avaliada conforme legislagdo vigente. Foram
elaborados cinco tratamentos de almdndegas, tais como: trés com adi¢do de extrato de alho
(1%, 3% e 6%), além dos grupos controle negativo sem aditivos e controle positivo com aditivo
sintético butil-hidroxitolueno (BHT), sendo modeladas com 50g cada unidade. O revestimento
foi aplicado, exclusivamente, no grupo de concentracdo de 6% de extrato de alho. As
almondegas foram armazenadas em geladeira a 4 °C por 28 dias para avaliagdo da estabilidade.
No tempo zero, as amostras dos tratamentos foram analisadas quanto a capacidade de retencao
de agua (CRA) e perda por cocgdo (PPC), assim como por MEV e determinacdo do perfil de
acidos graxos, do grupo controle negativo. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA
seguido de Tukey, considerando nivel de significancia (p=<0,05). O extrato de alho apresentou
atividade antimicrobiana significativa contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A EITF
e a CLAE caracterizaram o extrato de alho confirmando a presenga de grupos funcionais
contendo compostos sulfurados e nitrogenados, bem como a alicina e inulina, relacionadas a
acdo antimicrobiana e antioxidante. A MEV mostrou microestruturas irregulares e dispersas no
extrato. A CMS atendeu aos padrdes microbioldgicos da legislacdo vigente, apresentando uma
estabilidade dos produtos elaborados com variagdao de pH em torno de5,9 a 6,5 ¢ TBARS
variando de 1,58 a 4,89 mg kg™!. Foi observado que o extrato de alho adicionado nas almondegas
ndo influenciou (p<0,05) a CRA e a PPC. As almondegas refrigeradas conjugadas ao
revestimento de quitosana, revelaram microestruturas porosas, enquanto o revestimento isolado
apresentou superficie mais continua, homogénea e com pouca dispersao e porosidade,
validando o filme natural quando analisadas pela MEV. Na andlise de acidos graxos das
almdndegas sem aditivos foi detectado componentes lipidicos saturados e insaturados, assim
como: acido palmitico, linoleico e eicosandico. Desta forma, concluimos que as almondegas

com extrato de alho revestidas com quitosana apresentaram maior seguranga microbiologica e



estabilidade sob refrigeracdo, mantendo as caracteristicas fisico-quimicas dentro dos padrdes

de qualidade.

Palavras-chave: controle de qualidade; seguranca dos alimentos; estabilidade oxidativa;

revestimentos comestivelis.



ABSTRACT

During the processing and storage of fish products, physical, chemical, and microbiological
changes are a major concern due to reduced stability. This study aimed to evaluate the influence
of garlic (Allium sativum L.) extract and a commercial chitosan coating on refrigerated
meatballs made from mechanically separated meat (MSM) of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus). The aqueous garlic extract was characterized by in vitro antimicrobial activity
analysis using scanning electron microscopy (SEM), high-performance liquid chromatography
(HPLC), and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). The microbiological quality of
the MSM was assessed in accordance with current legislation. Five meatball treatments were
prepared: three with the addition of garlic extract (1%, 3%, and 6%), in addition to the negative
control group without additives and the positive control group with the synthetic additive
butylhydroxytoluene (BHT). Each meatball was modeled with 50g of each. The coating was
applied exclusively to the 6% garlic extract group. The meatballs were stored in the refrigerator
at 4°C for 28 days to assess stability. At time zero, treatment samples were analyzed for water
holding capacity (WHC) and cooking loss (CLP), as well as by SEM and determination of the
fatty acid profile of the negative control group. Data were analyzed by ANOVA followed by
Tukey's test, considering a significance level of p<0.05. Garlic extract showed significant
antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. FTIR and HPLC
characterized the garlic extract, confirming the presence of functional groups containing sulfur
and nitrogen compounds, as well as allicin and inulin, associated with antimicrobial and
antioxidant activity. A MEV revealed irregular and dispersed microstructures in the extract.
The CMS met the microbiological standards of current legislation, demonstrating stability of
the prepared products with a pH range of approximately 5.9 to 6.5 and TBARS ranging from
1.58 to 4.89 mg kg'!. It was observed that the garlic extract added to the meatballs did not
influence (p<0.05) the WHC and PPC. The refrigerated meatballs combined with the chitosan
coating revealed porous microstructures, while the coating alone presented a more continuous,
homogeneous surface with little dispersion and porosity, validating the natural film when
analyzed by SEM. The fatty acid analysis of the meatballs without additives detected saturated
and unsaturated lipid components, as well as palmitic, linoleic, and eicosanoic acids. Therefore,
we concluded that the chitosan-coated meatballs with garlic extract presented greater
microbiological safety and stability under refrigeration, maintaining their physicochemical

characteristics within quality standards.



Keywords: quality control; food safety; oxidative stability; edible coatings.
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1 INTRODUCAO

O pescado ¢ uma fonte importante de proteinas de alto valor bioldgico, além de
fornecer acidos graxos 6mega-3 e -6, célcio, fosforo, ferro e vitaminas A, D e B, especialmente
vitamina B12 (MAULU et al., 2021). Entre as espécies de maior relevancia na aquicultura, a
tilapia (Oreochromis sp.) destaca-se pelo elevado potencial produtivo e econdmico,
contribuindo para o crescimento do comércio, geragao de beneficios financeiros e fornecimento
de proteinas e nutrientes essenciais. Em 2022, foi uma das espécies de peixes mais cultivadas
no Brasil com produg¢ao superior a 550 mil toneladas. No Brasil, a tilapia do Nilo ¢é responsavel
por 63,93% da produgdo de peixes (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PISCICULTURA,
2023).

O processamento da tildpia ¢ uma estratégia essencial de agregacdo de valor ao
pescado, compreende etapas como sangria, evisceracdo, decapitacdo, filetagem, esfola e
aparamento antes que os filés sejam comprados pelos consumidores (OLSEN; TOPPE;
KARUNASAGAR, 2014; TOPPE et al., 2018). No entanto, esse processo na industria de filé
de tilapia gera uma quantidade de subprodutos de processamento estimada em 60%—70% do
peso total, incluindo cabeca, carcaga, visceras, nadadeiras, pele e escamas (SANTOS, et al.,
2021; ALDA et al., 2021).

O aumento da producao de pescado tem resultado em um crescimento proporcional
na geragao de residuos, que tradicionalmente foram considerados de baixo valor e descartados
de forma inadequada, contribuindo para impactos ambientais negativos. O descarte incorreto
desses residuos pode causar poluicdo ambiental, representando riscos significativos a saude
publica (VIGNESH et al., 2015; SRICHAROEN et al.,2020).

O uso de residuos do processamento de pescado para obten¢do de novos produtos
pode ser efetivamente realizado para possibilitar um aumento de receita e contribuir para a
conservagao ambiental. Os subprodutos gerados pela industria de processamento de pescado
tém maior valor agregado quando destinados ao consumo humano (LEIRA et al., 2019).

Nesse contexto, a carne mecanicamente separada (CMS) da tildpia, a qual ¢ obtida
a partir do processamento da filetagem e residuos, como espinhas e residuos, representa uma
alternativa viavel para o aproveitamento integral do pescado. Seu uso ¢ aplicado na elaboragdo
de produtos reestruturados, como hamburgueres, nuggets, mortadelas e salsichas, tem sido
amplamente relatado, com bons resultados sensoriais e tecnologicos, além de agregar valor,

contribui para sustentabilidade (SIGNOR et al., 2019; LIMA et al., 2015; JAYASINGHE;
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SILVA; JAYASINGHE, 2013; ALDA et al., 2021; JERONIMO et al., 2021; BESSA et al.,
2016; OLIVEIRA FILHO et al., 2012; AKULLO; KIGOZI; MUYONGA, 2020).

Produtos a base de pescado, tais como hamburgueres, filés, entre outros desse
segmento oferecem praticidade, sendo uma estratégia para ampliar consumo, além de promover
habitos alimentares saudaveis. Tais produtos atendem a demanda pela comodidade. No entanto,
caracterizam-se por conter um alto nivel de gorduras, aumentando a oxidag¢do da fragdo
poliinsaturada de lipidios, consequentemente causando uma deplecdo do valor nutricional
(SECCI; PARISI, 2016; HUSEIN et al., 2020)

A peroxidagdo lipidica ¢ um fator critico que pode comprometer a qualidade
nutricional e sensorial de produtos a base de pescado, devido as particularidades da composi¢ao
muscular, além da fracdo de lipidios, o teor de acidos graxos (ALI et al., 2019). Como
alternativa vidvel para minimizar a rancidez de gorduras, estudos apontam a aplicagdo de
compostos naturais, 6leos essenciais (OEs) e extratos de plantas com potencial antioxidante e
agentes antimicrobianos, como bioativos presentes no alho (A/lium sativum L.). Os efeitos
positivos desses compostos estdo relacionados principalmente a presenca de metabolitos
secundarios, como os acidos fendlicos, que mostram interagdo com a composicao lipidica e
proteica de produtos de origem animal, com resultados significativos na extensdo da vida de
prateleira (BASAVEGOWDA; BAEK, 2021).

O uso de antioxidantes naturais, como compostos bioativos presentes no alho
(Allium sativum L.), tem ganhado destaque como alternativa ao uso dos antioxidantes sintéticos,
devido a preocupacdes com os riscos a satide decorrentes do uso excessivo dos conservantes
quimicos. O alho ¢ amplamente produzido e consumido em todo o mundo, sendo acessivel e de
boa aceitagio (KALLEL; CHAABOUNI, 2017; EKSI; OZKAN; KOYUNCU, 2020). O alho
apresenta ainda potenciais terapéuticos, anti-inflamatorio e o potencial antimicrobiano outros
(BADAL et al., 2019).

Além do uso estratégico de bioativos naturais em produtos alimenticios, relata-se o
potencial da quitosana em diversas aplicagdes industriais, como na producao de alimentos, na
agricultura, industria de cosméticos, industrias téxteis, biomedicina, aplicagcdes ambientais,
entre outros. Por ser um biopolimero versatil com propriedades antimicrobianas, propriedade
de formagdo de filme, a quitosana ¢ um biopolimeros utilizado na elaboragcdo de embalagens
tecnologicas para alimentos e aplicados por meio de pulverizagdo, imersao, revestimento ou
envolvimento por filmes (KUMAR; MUKHERJEE; DUTTA, 2020).

Estudos utilizaram a quitosana incorporada a nanomateriais e/ou antimicrobianos

naturais com o objetivo de prolongar a vida ttil e preservar a qualidade de diversos produtos


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224419306491#bib72
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alimenticios. A adi¢do de biopolimeros naturais também tem demonstrado potencial para
aprimorar as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. Além disso, tem sido observado que o
revestimento de quitosana reduz as perdas de peso, firmeza e aumenta a atividade antioxidante
nos alimentos (XING et al., 2019).

Diante do exposto, o presente estudo avaliou a influéncia na estabilidade e nas
propriedades fisico-quimicas apds a incorporacao do extrato de alho (A//ium sativum L) e do
revestimento de quitosana comercial em almdondegas elaboradas com carne mecanicamente

separada (CMYS) da tilapia (Oreochromis niloticus) armazenadas sob refrigeracao (4 °C).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224419306491#bib161

19

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da incorporacao do extrato aquoso de alho (A/lium sativum L.)
e do revestimento de quitosana comercial em almondegas refrigeradas a base de carne
mecanicamente separada (CMS) de tilapia (Oreochromis niloticus) na estabilidade dos

produtos.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato aquoso de alho (Allium sativum L.);

o Caracterizacdo o extrato aquoso de alho (A/lium sativum L.) por meio de espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (EITF), microscopia eletronica de
varredura (MEV) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Obter a carne mecanicamente separada (CMS) de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus);

e Determinar a composi¢ao centesimal, pH ¢ TBARS da CMS de tilapia, bem como
avaliar a sua qualidade microbiologica;

o FElaborar as diferentes formulacdes de almdondegas a base de CMS de tilapia, incluindo
controle negativo (sem aditivos), controle positivo (com antioxidante BHT), com
concentracdo de 1% 3% ou 6 % de extrato de alho, sendo esta ultima combinada ao
revestimento de quitosana;

e Auvaliar a estabilidade das almondegas adicionadas de extrato de alho durante 28 dias
de armazenamento 4 °C por meio das andlises de pH e TBARS;

o Investigar parametros quimicos-estruturais das diferentes formulagdes de almondegas
desenvolvidas por meio de MEV, bem como avaliar a capacidade de retencao de agua
(CRA) e perda de peso por cocgdao (PPC) no tempo inicial de elaboragao;

e Avaliar o perfil de 4cidos graxos da formula¢do base das almdndegas (controle

negativo) no tempo inicial de preparagao.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Pescado e sua importancia nutricional

O crescimento populacional humano, aliado a elevacao da renda, ao acesso a
informacdo e a busca por dietas saudaveis tem impulsionado a maior demanda global por
alimentos nutritivos (COSTELLO et al., 2020). Neste cenario, a intensificagdo dos efeitos da
expansao da produgao terrestre tem causado impactos negativos no meio ambiente € na saude
humana. Assim, os peixes e outros alimentos aquaticos despontam como uma interessante
alternativa de fonte proteica. O pescado, em especial, é considerado nutricionalmente diverso
sendo reconhecido por apresentar um contetido nutricional particularmente nutritivo, contendo
acidos graxos essenciais, micronutrientes, como ferro e zinco, calcio e vitamina A, bem como
proteinas (FAO, 2020).

A tilapia (Oreochromis niloticus) é atualmente o peixe mais cultivado no Brasil,
representando 63,93% da produgdo nacional de peixes de cultivo em 2022, com 550.060
toneladas. O pais ocupa a quarta posi¢cao no ranking mundial. As projecdes apontam para um
crescimento continuo, impulsionadas pelas demandas internas e a nivel internacional,
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DA PISCICULTURA, 2023).

Uma pesquisa realizada pelo instituto Axxus, publicada no Anuario Peixe Br de
2023, revelou que 93,2% do publico consultado confirma comer peixe e 83% acredita ser essa
a proteina animal mais saudavel. No caso da tilapia, 76,9% dos participantes disseram consumir
a espécie, e boa parte deles afirmaram que consumiriam mais, caso houvesse maior
possibilidade no mercado. Entre os principais fatores que motivam o consumo do pescado estao
o alto teor de proteinas, vitaminas e 6mega 3, a facil digestdo; além da baixa quantidade de
gordura, auxilia a manuten¢do do peso e ter poucas espinhas. Outro aspecto mencionado na
pesquisa, seria o interesse do publico na amplia¢do da oferta de produtos com mais facilidade
para o consumo e com mais opg¢des de cortes (ANUARIO PEIXE, 2023).

Dados do Seafood Brasil (2022) indicam que ap0s trés anos de declinio no consumo
de pescado per capita, o Brasil atingiu 10,5 kg em 2021, reflexo de um aumento de 3% (75 mil
toneladas a mais). Esse aumento foi impulsionado pela expansdo da aquicultura, aumento das
importagoes de diversas espécies, especialmente de panga (cerca de 28%), seguido de cagdo e
cavalinha. Destaque para bons resultados da piscicultura, sobretudo a tilapia, que contribuiu
com 48 mil toneladas a mais.

Conforme os trabalhos de Golden et al. (2021) e Rimm et al. (2018), consumir

pescado pode melhorar a saide humana uma vez que, através de uma dieta com tal proteina, ¢
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possivel reduzir deficiéncias de micronutrientes, obter uma fonte Unica de acidos graxos
poliinsaturados Omega-3 de cadeia longa, &cido docosahexaendico (DHA) e 4cido
eicosapentaendico (EPA), que podem reduzir o risco de doengas cardiacas e promover a saude
do cérebro e dos olhos. Outro ponto de destaque ¢ que consumindo pescado consequentemente
ocorre substituicdo do consumo de carnes vermelhas e processadas menos saudaveis que podem
causar resultados adversos a saude. Portanto, diante de todo o exposto, infere-se que diversificar

produtos a base de pescado resulta em maior consumo.

3.2 Processamento da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia apresenta alto teor de proteina bruta, além de fornecer minerais (como
calcio, fosforo, magnésio, sodio e ferro) e acidos graxos. E também uma execelente boa fonte
de vitaminas A, C, D, E, K, B6 ¢ B12. Ademais, as carcagas de tildpia contém 23 acidos graxos,
incluindo os muito importantes acidos graxos poliinsaturados n-3 (PUFAs), acido
eicosapentaenoico (EPA) e dcido docosahexaenoico (DHA) (JUSTEN et al., 2017).

A tilapia (O. niloticus) ¢ uma espécie de grande importancia comercial devido ao
seu rapido crescimento, maior resisténcia a doengas e alto valor nutricional (FAO, 2022). Além
de atender uma forte demanda interna, a tilapia responde por 88% das exportagdes brasileiras
de pescado, atendendo sobretudo os Estados Unidos como principal destino — respondendo por
exemplo a 83% das exportacdes, segundo dados do setor. O segundo mercado mais expressivo
¢ Taiwan, que compra principalmente os produtos ndo comestiveis: pele, escama, farinha e 6leo
(ANUARIO PEIXE, 2023).

A tilapia possui grande relevancia na aquicultura global, sendo especialmente
adequada para cultivo intensivo no sentido de ser uma das espécies de peixes mais
frequentemente usadas para industria de filetagem devido a auséncia de espinhas na forma de
um "Y" em seu filé. (VIDOTTI; BORINI, 2006). Nas industrias de filetagem, aproximadamente
35% do material de peixe € efetivamente aproveitado (VIDAL et al., 2011; LEIRA et al., 2019;
SANTOS et al., 2021).

A obtenc¢do da carne a partir do aproveitamento dos residuos da filetagem, ¢ uma
das técnicas mais empregadas para a utilizacdo dos subprodutos do pescado. Esse método
consiste na separagao mecanizada da parte comestivel do peixe, gerando particulas de musculo
esquelético livres de espinhas, pele e visceras. A CMS mantém o conteido nutricional do
pescado de origem e apresenta facil digestdo, configurando-se como uma alternativa promissora

para a producao de novos alimentos a base de pescado (GONCALVES, 2011).
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Conforme Souza et al. (2024), os residuos provenientes do processamento do peixe,
podem ser transformados em subprodutos de valor agregado, proporcionando beneficios
nutricionais, reduzindo desperdicios e incentivando o consumo de peixe. Dessa forma, tais
subprodutos podem ser incorporados como ingredientes para enriquecer alimentos
industrializados e melhorar seu perfil nutricional. Esta estratégia pode contribuir para a adogao
de habitos alimentares sauddveis e para a prevencdo da desnutricdo cronica, sobrepeso e
obesidade etc.

O desenvolvimento de produtos reestruturados com novos ingredientes alimentares
representa uma estratégia para substituir o consumo de carnes tradicionais por opgdes mais
saudaveis, melhorar a comercializagdo e valorizar espécies de baixo custo (OLIVEIRA FILHO
et al.,2010). A elaboracdo de novos produtos a base de pescado — como nuggets, hamburguer,
apresuntado, salsichas, almondegas — utilizando a CMS em conjunto com ingredientes como
sal, farinha, especiarias resulta em produtos com excelentes caracteristicas nutricionais e

sensoriais, tornando-os atraentes e saudaveis para o mercado consumidor (MINOZZO, 2010).

3.3 Produtos de valor agregados a base de pescado

Com a mudangas dos habitos e o desenvolvimento de cadeias de frio confiaveis, os
produtos de pescado frescos e os pré-processados — como os filés — tem ganhado maior
popularidade entre consumidores e produtores devido a sua conveniéncia para processamento
e cozimento. A agregacao de valor por meio da producao de filés de peixe tem se mostrado uma
estratégia eficaz tanto para aumentar a aceitabilidade do consumidor quanto o valor comercial
dos produtos, além de possibilitar um melhor aproveitamento da tildpia. Entretanto, a
elaboragao de filés gera uma quantidade consideravel de subprodutos (cabegas, estruturas como
abas da barriga, e partes das visceras como figado e ovas) que podem ser convertidos em novos
produtos (SARKER et al., 2021).

Inovacdes recentes tém sido direcionadas para o desenvolvimento de novos
produtos que possam explorar o peixe triturado, sem alterar o valor nutricional do peixe inteiro
(BORGOGNO et al., 2017). Estudos demonstram que a tildpia pode ser convertida em novos
produtos como farinha, a qual pode substituir de 30% a 70% de farinha em brownies para
adicionar nutrientes como proteina e calcio (LIMBE; MILE; YUSUF, 2019) além de ser
empregada na preparagdo de rolinhos primavera, que apresentaram alta aceitabilidade dos

consumidores (OKEREKE, 2011).
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A carne moida de tilapia, pode ser usada diretamente como matéria prima na
producdo de hamburgueres (SIGNOR et al., 2019), nuggets (LIMA et al., 2015;
JAYASINGHE; SILVA; JAYASINGHE, 2013), mortadela (ALDA et al., 2021; JERONIMO
et al., 2021) e salsichas (BESSA et al.,2016; OLIVEIRA FILHO et al., 2012; AKULLO;
KIGOZI; MUYONGA, 2020). Além disso, a CMS ou o peixe picado, obtido a partir das
espinhas de tilapia, ofereceram boa qualidade e caracteristicas organolépticas e, portanto, t€ém
grande potencial para desenvolver produtos de valor agregado. Da perspectiva microbioldgica,
a carne moida congelada foi determinada como segura e tinha uma qualidade fisico-quimica e
sensorial estavel por até 6 meses de armazenamento (LIZARRAGA-MATA et al., 2016).

Um aspecto fundamental dos produtos a base de pescado ¢ a sua alta perecibilidade
decorrente composi¢do quimica do peixe, incluindo pH neutro e tecidos conjuntivos. Por esse
motivo, ¢ fundamental que o armazenamento, transporte € o processamento sejam feitos de
maneira adequada visando manter a durabilidade e reter seu valor nutricional. Ademais, o
processamento de peixes € o desenvolvimento de novos produtos de pescado sdo estratégias
essenciais de atingir a manutencao da qualidade nutricional, além de aumentar a vida 1til bem
como agregar valor (SARKER et al., 2021; AHERN; THILSTED; OENEMA, 2021).

Conforme Lago et al. (2019), a seguranga alimentar é uma preocupagao central
tanto para os consumidores quanto para a industria alimenticia, dada a influéncia direta dos
alimentos na saide humana e na qualidade de vida. Para enfrentar a perecibilidade inerente ao
pescado, tem sido adotadas medidas como aplicag@o das boas praticas de manipulagao, adigao
de antioxidantes, a redu¢do da temperatura e o uso de atmosfera modificada ou embalagem a
vacuo sao procedimentos que tém sido adotados para conter a velocidade dessas mudangas e

prolongar a vida comercial dos produtos (PARRA et al., 2012; ROGERS et al., 2014)

3.4 Deterioracao do pescado

As caracteristicas intrinsecas no pescado podem acelerar os processos de autdlise
durante ou ap6s a despesca, como a oxidacao lipidica, o qual favorece o crescimento microbiano
e outros mecanismos de deterioracao (JAVADIAN; SHAHOSSEINI; ARIAIIL 2017; SHENG;
WANG, 2020; NIE et al., 2022).

Durante o processamento e armazenamento do pescado, a oxidagdo lipidica
constitui uma grande preocupacao, pois deteriora a qualidade da carne do peixe. Esse processo
¢ influenciado por diferentes fatores, como o perfil de 4cidos graxos, oxigénio, luz, temperatura

e atividade da agua (FREEMAN; HEARNSBERGER, 1993). Além das perdas de propriedades
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funcionais, valor nutritivo ¢ de colocar em risco a seguranga do alimento, outro aspecto
preocupante ¢ a formagdo de produtos toxicos no decorrer do fenomeno da oxidagao lipidica
(OLIVEIRA et al., 2020).

Mesmo com o controle adequado de temperatura no armazenamento, a oxidacao
lipidica permanece como o primeiro processo natural a diminuir a qualidade da carne do
pescado (AHMED et al., 2015). Comparado aos mamiferos, o pescado apresenta um conteudo
lipidico distinto, caracterizado principalmente pela presenca de acidos graxos de cadeia longa
insaturada. Além disso, o pescado possui outros acidos graxos poliinsaturados essenciais para
a dieta do ser humano, como o 4cido graxo eicosapentaenoico ¢ o dacido graxo
docosahexaenoico . Portanto, a presencga desses compostos contribui para a alta susceptibilidade
da carne do pescado (SECCI; PARISI, 2016).

Durante o armazenamento, as proteinas também podem ser oxidadas, devido a sua
natureza quimica, uma vez que os seus residuos de aminodcidos com os grupos de enxofre
apresentam alta suscetibilidade a reacdes (FAN et al., 2014). Um dos principaiss produto da
oxidagdo lipidica ¢ o malondialdeido (MDA), um aldeido eletrofilo reativo que promove a
oxidacdo de proteinas gerando espécies reativas de oxigénio (ERO) em um sistema alimentar
(WANG et al., 2019a). Consequentemente, a oxidacao acelerada de proteinas pode levar a
ruptura e agregagdo de estruturas secunddarias e terciarias, afetando, portanto, as propriedades
fisico-quimicas das proteinas e assim a qualidade da carne (FAN et al., 2014).

Diversos estudos demonstram estratégias eficientes para mitigar o rapido processo
intrinseco da oxidagdo lipidica e consequente deterioracdo de pescado. Por exemplo, a
utilizagdo da CMS de pescado, na elaboragdao de produtos processados, como hamburgueres,
“nuggets” e “fishburgers” com a incorporagdo de bioativos, o que tem se mostrado eficaz na
reducdo da deterioracao desses produtos. Tokur ef al. (2004) observaram que “fishburgers ” de
tilapia armazenados a -18°C por oito meses mantiveram estabilidade quimica e sensorial, apesar
de pequenas variagdes nos teores de oxidagdo lipidica. De forma similar, Tang et al. (2001)
verificaram a incorporagdo catequinas do cha verde e observaram que estes compostos
antioxidantes reduziram consideravelmente a oxidacao lipidica em patés de pescado durante o
armazenamento refrigerado. Esses achados evidenciam o potencial dos antioxidantes naturais
para aumentar a vida util e preservar a qualidade de produtos a base de CMS de pescado.

A literatura destaca que diversas fontes naturais de compostos antioxidantes como
compostos fendlicos, carotenoides, vitaminas e outros, sdo agentes promissores para limitar a
oxidagao lipidica em produtos alimenticios (BARREIRA et al., 2023; OLIVEIRA et al., 2020).

Portanto, esses achados ressaltam a importdncia do controle das reag¢des oxidativas,


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/amino-acids
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643822007575#bib32
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643822007575#bib6
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especialmente em produtos de pescado, ja que apresentam alta susceptibilidade a oxidagao
lipidica e possuem uma demanda consideravel por parte do consumidor. Dessa forma, a
aplicacdo de bioativos revela-se como uma estratégia essencial para desacelerar esse processo

(ALBUQUERQUE et al., 2021; BARREIRA et al., 2023).

3.5 Alho (Allium sativum L.): um antioxidante natural

Os antioxidantes sao compostos essenciais em alimentos, usados para retardar os
processos oxidativos, neutralizar radicais livres e melhorar estabilidade de produtos
alimenticios. Esses compostos podem atuar de diferentes maneiras, como doadores de elétrons,
sequestrando o oxigénio, alterando o potencial redox do sistema, e assim reduzindo as
oxidacdes indesejaveis dos produtos (APAK et al., 2016). Os antioxidantes podem ser de
origem natural (BOEIRA et al., 2020) ou sintética (SERRA; MACIA; ESTEVEZ, 2016).

Embora a industria pesqueira utilize conservantes quimicos ou artificiais para
controlar os mecanismos de deterioracdo pods-despesca, varios estudos levantaram questdes
relevantes sobre os riscos do uso excessivo de produtos quimicos sintéticos a saide humana.
Os antioxidantes sintéticos podem inibir a oxidag¢ao dos alimentos, melhorar a estabilidade dos
alimentos, ampliar a vida de prateleira entre outras fung¢des, no entanto sua adi¢ao excessiva ou
uso incorreto pode ser prejudicial a saide humana, € uma mistura de antioxidantes pode
aumentar seus efeitos toxicos (WANG et al., 2019b; LIU; MABURY, 2020; XU et al., 2021).

Sdo comumente usados como antioxidantes sintéticos em alimentos o butil-
hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), butil-hidroquinona terciaria (TBHQ) e propil
galato (PG), portanto, cada vez mais faz-se necessario dar atencao ao seu uso (XU et al., 2021).
Conforme o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o limite méximo
permitido de antioxidantes sintéticos (BHT, BHA e PG) em produtos carneos ¢ de 0,01%
(BRASIL, 20006).

Em contrapartida, o uso de antioxidantes naturais tem sido cada vez mais
considerado como uma alternativa ao uso dos sintéticos. A literatura mostra que a aplicagdo de
antioxidantes em produtos carneos tem sido amplamente estudada tanto na forma sintética como
natural.

De acordo com Lee et al. (2020), que realizaram uma revisao sobre o uso de
antioxidantes naturais em produtos carneos, a quantidade de materiais antioxidantes pode variar
de 7,8 ppm a 19,8% a depender da forma e concentracdo aplicada. Os extratos liquidos e

compostos fenodlicos sdo usados em pequenas quantidades (ppm a gramas) enquanto
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ingredientes em pd ou crus podem ser adicionados em grandes quantidades (quantidades em
gramas, maiores que 1% nas formulagdes). Os principais ingredientes usados em produtos
carneos processados sdo os aditivos sintéticos tradicionais, como eritorbato de sodio,
hidrossulfito de sédio e antioxidantes sintéticos, em vez de antioxidantes naturais.

Dentro desse contexto, o alho (4. sativum L.) tem se destacado como uma opg¢ao
promissora. Essa planta herbacea pertencente a familia Liliaceae, originaria da Asia. Seu bulbo
central, € conhecido popularmente como “cabega de alho”, sendo formado por varios bulbilhos,
chamados de “dentes”. Embora nao seja nativo do Brasil, o alho ¢ amplamente produzido e
consumido em todo o mundo (KALLEL; CHAABOUNI, 2017; EKSI; OZKAN; KOYUNCU,
2020).

Segundo estudos de Lawson, Wang e Hughes (1991) a alicina ¢ o composto mais
amplamente estudado e conhecido quando se trata de pesquisas sobre o alho. A alicina ¢
produzida quando os bulbilhos de alho sdo esmagados, picados, processados, adicionados de
agua ou até mesmo quando o alho € seco tornando-se p6. Além disso, alicina pode se decompor
em diversos compostos, incluindo S-alilmercaptocisteina, alilmercaptano, dissulfeto de dialila,

dissulfeto de alilmetila, vinilditiinas, ajoeno e possivelmente &cido alilsulfinico e alilsulfénico.

Figura 1 — Os bulbos do alho (4. sativum) e a representacdo da estrutura quimica de seus compostos sulfurados
como a aliina e a alicina
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Fonte: Adaptado de www.shutterstock.com, 2025.
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O alho ¢ amplamente usado na culinaria sob forma de condimento, realcando sabor dos
alimentos durante o cozimento. Além da vantagem de adicionar tempero aos alimentos, o alho
apresenta ainda potenciais terapéuticos, os quais podemos citar: uso em tratamento de distirbios
pulmonares, tosse, disturbios estomacais, resfriado, dor de ouvido e auxilia na prevencao de
doengas cardiovasculares, entre outros (BADAL et al., 2019). Pesquisas relatam o potencial

antimicrobiano presente no 6leo de alho, no qual foi observada atividade antibacteriana contra:
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Listeria monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Staphylococcus aureus
(FRATIANNI et al., 2016).

No que se diz respeito aos métodos de extragdo de compostos bioativos, os extratos
vegetais sdo preparagdes concentradas, obtidas de matéria prima fresca ou seca, utilizando
solventes para separar compostos soluveis. Tal processo constitui-se basicamente das etapas de
preparagdo da amostra: lavagem, secagem e moagem. Em seguida, na etapa de extragdo ocorre
a separacao dos compostos soluveis utilizando os solventes (SASIDHARAN et al., 2011;
AZWANIDA, 2015).

Com relagdo a escolha do solvente para extragdo dos compostos bioativos, este ¢é
selecionado de acordo com a polaridade da amostra. Neste caso, os solventes mais utilizados
sdo agua, alcool, metanol, glicerina, propilenoglicol ou misturas desses (ALTEMIMI et al.,

2017).

3.6 Aplicacio de quitosana em revestimentos alimenticios

O filme comestivel ¢ uma camada fina, composta de ingredientes comestivesis,
capaz de proteger contra mudancas fisicas em produtos alimenticios. Além disso, apresenta
muitas vantagens como reducdo do desperdicio, melhoria das propriedades organolépticas e
mecanicas em alimentos, incremento do valor nutricional e a atuagdo como um veiculo para
compostos antimicrobianos e antioxidantes. Ademais, pode ser usado como uma embalagem
priméria de alimentos (MANAB et al.; 2017). Outro tipo de camada fina que pode ser aplicada
sd0 0s revestimentos.

O Revestimento comestivel ¢ uma pelicula fina aplicada na superficie do alimento
por meio de técnicas de imersao e /ou pulverizagdao capaz de proteger ou agregar valor. Além
disso, desempenha fun¢des como regular a transferéncia de umidade, gases e gorduras,
contribuindo para preservacao do produto (CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES, 2011).

Revestimentos comestiveis incorporados a agente antimicrobianos desempenham
papel crucial na protecdo dos alimentos contra deterioragdo microbioldgica, prolongando sua
vida util. Conforme Reynaldi et al. (2019), essa tecnologia ¢ especialmente benéfica para
almdndegas, pois esses produtos podem rapidamente deteriorar-se em temperatura de
refrigeragdo, condi¢do comum em supermercados € comércios. Os autores ainda mencionam
que revestimentos comestiveis com extrato de alho, um conservante natural, podem substituir

conservantes artificiais prejudiciais, como benzoato, bérax e formaldeido. O alho tem
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propriedades antimicrobianas, tornando-o uma opg¢do segura e natural para conservar
almdndegas de peixe.

A adi¢do de hidrocoloides polissacarideos como carragenana (SETYAIJI et al.,
2018; PUTRI; MAY; HUSEIN, 2020), quitosana (ATMAKA; YUDHISTIRA; PUTRO, 2018),
alginato bem como a reticulacdo quimica pode melhorar a espessura, resisténcia a tracao,
alongamento, solubilidade e taxa de transferéncia de vapor de dgua de filmes comestiveis
(SANTOS et al., 2018; DEANTI et al., 2018). A quitosana ¢ um copolimero de 2-acetamido-
2-desoxi- d- glucopiranose ligada a B-(1 — 4) e 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose, derivada
da desacetilacdo da quitina, que ¢ o segundo biopolimero mais abundante na Terra, sendo
encontrado em conchas de crustaceos, como camardes e caranguejos (MUZZARELLI, 1973;
WU et al., 2012).

A quitosana destaca-se como um material promissor para o desenvolvimento de
revestimentos e filmes comestiveis em nivel industrial devido as suas caracteristicas
biodegradaveis, biofuncionais, biocompativeis, nao tdxicas, formadoras de filme e
antimicrobianas (LIU ef al., 2016). Os revestimentos a base de quitosana auxiliam na regulagao
das trocas gasosas e na reducdo na taxa respiratoria dos alimentos. Além disso, sua aplicacao
contribui para retardar o acumulo de espécies reativas de oxigénio, minimizando o processo
oxidativo devido a reducdo da taxa de respiragdo. Outra vantagem ¢ a capacidade desses
revestimentos de quitosana retardarem o aumento de compostos toxicos, como o

malondialdeido (MDA) (XING et al., 2010).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao do extrato de alho

A obtencdo do extrato de alho (4. sativum), foi conforme recomendagdes de
Oliveira (1991) e Moura (2002) com modificagdes. Utilizou-se 500g de bulbilhos (dentes) de
alho, previamente descascados e lavados com agua destilada, aos quais foram adicionados 250
mL de dgua destilada (razdo de 1:2 v/m) e a mistura foi triturada, uma inica vez, em processador
doméstico por 5 minutos, até obter uma massa homogénea.

Apo6s obtencao da mistura homogénea, esta foi submetida por dupla filtragdo em
papel de filtro n ° 1 (125 mm). O extrato liquido do alho obtido foi armazenado sob condi¢des

de congelamento (-14 °C a -25 °C) até o momento da elaboracdo das almondegas.

Figura 2 — Etapas para obtengdo do extrato de alho

Obtencao do Extrato de Alho (Allium
sativum)
(Adaptado de Oliveira, 1991; Moura, 2002)

Dentes de alho (500 g)

Descascamento e lavagem
com agua destilada

¥

Adigao de 250 mL de agua
destilada (proporgao 1:2 v /m)

v

Trituragdo em processador domés-
tico (tempo: 5 minutos,
até massa homogénea)

¥

Dupla filtragao em papel de
filtro n21 (125 mm)

v

Obtengao do extrato liquido de
alho

v

Utilizag&o posterior na elaboragao
das alméndegas

Fonte: Autora (2025).

4.2 Caracterizacio do extrato de alho

4.2.1 Andlise cromatogrdfica Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises cromatograficas foram realizadas através de um sistema de
cromatografia liquida equipado com um detector arranjo de diodos (HPLC-DAD, Shimadzu
20A) e uma coluna Rigol com fase estaciondria C18 (250 mm x 4,6 mm di, particula 5,0 um).

O forno foi mantido a 40 °C. A fase movel utilizada foi agua (A) e acetonitrila (B) com elui¢ao
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no modo gradiente, fluxo de 1 mL min™': 0.00-10.00 min (40% B); 10.01-12.00 min (40-90%
B); 12.01-25.00 min (90-40% B); 25.01-30.00 min (40% B). O volume de inje¢ao foi de 20 pL.

4.2.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Seguindo a metodologia de BrCAST/EUCAST (2021), foram utilizadas as cepas
comerciais de bactérias patogé€nicas Gram-negativas, Salmonella Enteritidis 1AL 1132 e
Escherichia coli ATCC 11775, e Gram-positivas: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Listeria monocytogenes ATCC 19115.

4.2.3 Preparacdo do inoculo

Colonias isoladas de aproximadamente 1 mm de didmetro foram selecionadas e
transferidas para tubos contendo 5 mL de Caldo Triptona de Soja - TSB. As culturas foram
incubadas a 37 + 2°C durante 24 horas. Apos o periodo de incubagao necessario para a obtengao

de uma concentracdo bacteriana final de aproximadamente 108 UFC/mL.

4.2.4 Teste de difusio em Agar

A susceptibilidade bacteriana foi avaliada pelo método de difusdo em agar
utilizando semeadura em superficie das suspensdes bacterianas conforme BrCAST/EUCAST
(2021), em que placas de Petri com 4gar Mueller Hinton foram inoculadas com 10® UFC/mL
de microrganismos. Em seguida, foram feitos pocos de aproximadamente 6 mm de didmetro e
4 mm de profundidade, aos quais foram adicionados o volume de 50 puL/pogo de extrato de alho
nas concentragdes de 100 %, 50 % e 25 %. Os antibidticos amicacina e gentamicina foram
utilizados como controle positivo. As placas foram incubadas a 37 = 2°C / 48h. O ensaio foi
realizado em duplicata e a atividade antibacteriana quantificada a partir da média obtida pela

medicao dos halos de inibigdo em milimetros.
4.2.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier —EITF
A analise de EITF foi realizada em amostras do extrato de alho concentrado. A

amostra liquida foi concentrada, utilizando uma lamina de vidro como suporte para evaporagao

do liquido em sala com temperatura controlada (22,0 °C), ap6s evaporacao do solvente (agua)
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a amostra. A amostra concentrada foi macerada e homogeneizada com cristais de KBr, apos
esse processo foi confeccionada pastilha e feita a leitura no equipamento, na faixa de 4000-400

1

cm’!. concentrada foi analisada utilizando o acessorio de ATR, na faixa de 4000-560 cm™'.

4.2.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A analise de MEV do extrato de alho e das formulagdes das almondegas produzidas
foi conduzida, com modificagdes, de acordo com o método de Zhu, Lanier e Farkas (2015).
Pequenos cortes das almondegas foram seccionados nas seguintes medidas 0,2 x 0,2 x 0,5 cm.
Em seguida, foram adicionados em solugdo contendo glutaraldeido a 2,5% (v/v), formaldeido
a 4,0% e tampao fosfato a 0,2 M (pH 7,2) durante 24 horas a 4 °C. Apds esse periodo as
amostras passaram por trés lavagens com a mesma solugdo de tampao por 40 minutos.
Posteriormente foram desidratadas em concentragdes crescentes de acetona (de 40 a 100%) com
duracdo de 40 minutos em cada etapa. Ao final do processo, as amostras foram levadas a um
secador de ponto critico (SEM 850) com CO; liquido, montadas em suportes metalicos (stubs)
e revestidas com ouro por pulverizacao (Quorum QT150ES). Posteriormente, foram analisadas
por microscopia eletronica de varredura (MEV QUANTA FEG), com ampliacdo de 1000X e

3000X, para observar suas microestruturas.

4.3 Obtenc¢ao da Carne Mecanicamente Separada (CMS)

As amostras de peixes foram coletadas numa feira livre em Fortaleza-CE. Os peixes
foram registrados no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (codigo SISGEN ADA3181). Em seguida, foi realizada a biometria,
pesagem e medi¢cdo de comprimento de cada amostra. Um total de 40 unidades de peixes foram
coletadas, com meédia de peso de 849g e comprimento de 33 cm. As amostras foram
acondicionadas em caixas de poliestireno com gelo, devidamente higienizados, numa
proporcao 2:1 (gelo/pescado) e transportadas para o Departamento Nacional de Obras Contra
as Secas (DNOCS) em Pentecoste-CE.

Antes da obten¢ao da CMS, as amostras foram lavadas para remogao de sujeiras e
muco, e submetidas a procedimentos de retirada de escamas e evisceragdao. Em seguida, foram
lavadas novamente para retirada de residuos e sangue. Por fim, as amostras passaram pelo
processo de filetagem, que consiste em um corte feito atrds da cabeca, ou na base das nadadeiras

peitorais, separando a carne da espinha central. Utilizou-se a maquina despolpadora (Marca:
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High Tech, modelo HT 250) para a recuperacdo da carne. A CMS obtida foi embalada em
porcdes de aproximadamente 1kg, em sacos de polietileno, vedadas e congeladas a -22°C. O
transporte da CMS ocorreu em caixas isotérmicas até o Laboratorio de processamento de carnes

e pescados, localizado no Departamento de Engenharia de Alimentos (DEAL) — UFC.

4.4 Avaliacao fisico-quimica da CMS e das almondegas elaboradas

Para a avaliagao fisico-quimica da CMS e das almondegas a base de CMS de tilapia
foi determinada a composi¢do centesimal, valor calodrico, a capacidade de retengdo de agua, a

perda do peso por coccdo e a redugdo de tamanho no tempo inicial do armazenamento.

4.4.1 Composicao centesimal e valor caldrico

As determinagdes de umidade (%), proteina (%), lipidios (%) e cinzas (%) da da
matéria prima e das demais formulagdes foram feitas conforme AOAC (2011) e a % de
carboidratos foi estimada pela diferenca entre 100% e a soma das porcentagens dos demais
componentes. As analises foram realizadas em triplicata. O valor calorico foi obtido a partir dos
teores de carboidratos, proteinas e lipidios presentes na CMS, que foram encontrados na analise
de composi¢do centesimal, sabendo quanto o consumo de cada um destes fornecerd para o
corpo.

De acordo com os fatores de Atwater (1910), carboidratos fornecem 4 kcal/g,
proteinas fornecem 4 kcal/g e gorduras fornecem 9 kcal/g. Assim, o valor caldrico podera ser

calculado por meio da equagao 1.

Equacdo 1 — Valor caldrico
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4.5 Analises microbioldgicas da CMS “in natura”

Foram realizadas andlises microbioldgicas apds obtencdo da CMS, antes de sua
utilizagdo para elaborar as formula¢des de almondegas. As analises microbioldgicas foram
escolhidas conforme legislagdo atual prevista pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) para produtos derivados do pescado (surimi e similares) e produtos a base de

pescado refrigerados ou congelados, Resolugdo RDC n° 724/2022 e IN n° 161/2022 da
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ANVISA (BRASIL, 2022a), contagem de Staphylococcus aureus coagulase positiva, presenga
de Salmonella spp e coliformes a 45°C (BRASIL, 2022a). Além destas analises foi realizada a

contagem total de bactérias aerdbias mesofilas.

4.5.1 Deteccao de Salmonella

Para detec¢ao da Salmonella, as amostras (25g) foram transferidas para frascos
contendo 225mL de caldo lactosado, homogeneizadas e incubadas a 35°C por 24 horas. Em
seguida, aliquotas 0,ImL e ImL, foram transferidas, respectivamente, para caldos de
enriquecimento Rappaport-Vassiliadis e Tetrationato, sendo incubadas a 41 °C durante 24
horas. Posteriormente, as colonias foram semeadas em placas de Petri com 4gar Xylose Lysine
Deoxycholate Agar (XLD) e 4gar Hektoen Enteric Agar (HE) com posterior incubagdo a
35°C/24 horas. As placas foram avaliadas quanto a presenca ou auséncia de coldnias tipicas

(FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2022).

4.5.2 Bactérias aerobias mesdfilas

Com relagdo a contagem de bactérias aerobias mesofilas, o cultivo foi realizado
pelo método de plaqueamento em superficie (spread plate), utilizando agar padrdo para
contagem de placas (PCA). Apos incubagdo a 35°C por 48 horas, as colonias foram
quantificadas e os resultados expressos em Unidades Formadoras de Colonias por grama

(UFC/g), conforme APHA (2015).

4.5.3 Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Termotolerantes (CT)

A contagem de CT foi realizada a técnica dos tubos multiplos (FENG et al., 2002).
Para a prova confirmatoria, foram retirados os indculos dos tubos de LST com resultado
positivo no teste presuntivo, em seguida foram semeados em caldo E. coli com incubacdo de
44 a 45°C durante 48 horas. Para determinar a positividade do teste foi observada a produgao
de gas no interior dos tubos de Durham. O resultado do NMP foi obtido de acordo com a tabela

de Garthright (2001), sendo considerados os tubos positivos na prova confirmatoria.
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4.5.4 Contagem de Staphylococcus aureus coagulase positiva

Para a andlise de S. aureus, utilizou-se a metodologia da ISSO 6888-1 (1999). A
amostra foi inicialmente homogeneizada em solugdo de peptona, seguida da preparacao de
diluigdes seriadas decimais. Em seguida, as dilui¢des foram inoculadas em placas de Agar
Baird-Parker e incubadas a 35°C por 24 a 48 horas. Apds a incubagdo, as coldnias
caracteristicas de Staphylococcus aureus foram observadas. Elas apresentam coloragdo negra
ou cinza-escura com um halo claro ao redor, devido a acao da lipase na gema de ovo. Colonias
tipicas foram selecionadas para confirmacao, realizada através do teste de coagulase, onde a
coldnia suspeita foi inoculada em plasma de coelho e incubada a 37°C por até 24 horas, sendo
a formag¢do de um codgulo indicativa de resultado positivo. Os resultados foram expressos em

Unidades Formadoras de Colonia por grama (UFC/g).

4.6 Elaboracio das alméndegas

Para a elaboragdo das almondegas de CMS de tilapia foi seguida a metodologia de
Castro (2019) com modificagdes. Inicialmente os ingredientes foram incorporados a pasta base
e homogeneizadas em bandejas sanitizadas. Para as diferentes formula¢des contendo extrato de
alho, a massa foi dividida em partes iguais, seguidas da adi¢ao das diferentes concentragdes de
extrato de alho (1%, 3% ou 6%). Em seguida, realizou-se a modelagem das almondegas com
peso médio de 50g por unidade.

Foram produzidas cinco formulacdes de almdndegas: controle negativo (sem
aditivos), controle positivo (com antioxidante sintético BHT), formulagcdes com adicdo de
extrato de alho em concentragdes 1%, 3% e 6%. Na formulagdo com 6% foi incorporado o
revestimento de quitosana. A quantidade do antioxidante BHT adicionado ao produto em
questdo foi determinada conforme a legislacdo brasileira para antioxidantes sintéticos
(BRASIL, 2006). O produto final elaborado foi acondicionado em bandejas de isopor, cobertas
com PVC transparente, em cinco lotes (controle positivo, negativo, formulagdes de 1%, 3% e

6%) identificados e armazenado a 4°C.
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Tabela 1 — Formulac@o das almdndegas com e sem antioxidante

INGREDIENTES  F1(C-) F2(C +) F3 (1%) F4(3%) F5 (6%)
CMS 80% 400g 80,1%400,5g  79,1% 395,5¢  77,1% 74,1%

385.,5¢g 370,5¢g
Soja 6,6% 33g 6,6% 33g 6,6% 33g 6,6% 33g 6,6% 33g
Agua 5% 25mL 5% 25mL 5% 25mL 5% 25mL 5% 25mL
Sal 2% 10g 2% 10g 2% 10g 2% 10g 2% 10g
Cebola 5% 25g 5% 25g 5% 25g 5% 25g 5% 25g
Pimenta 1% 10g 1% 10g 1% 10g 1% 10g 1% 10g
Glutamato 0,3% 3g 0,3% 3g 0,3% 3g 0,3% 3g 0,3% 3g
Antioxidante 0,01% 1g 0% 0% 0% 0%
Extrato de alho % - % - 1% SmL 3%15mL 6% 30mL
Peso unidade 50¢g 50¢g 50¢g 50g 50¢g

Formulagdo das almondegas com e sem revestimento. F1(C-) = Controle negativo (sem BHT antioxidante
sintético); F2 (C+) = controle positivo (com BHT antioxidante sintético); F3= Adicdo de extrato de alho na
concentragdo de 1%; F4 =Adi¢do extrato de alho na concentragcdo de 3%; F5 =Adigdo extrato de alho na
concentragdo de 6% e com revestimento.

4.7 Preparacio do revestimento de quitosana

Para a elaboracdo dos revestimentos, foram seguidas as orientagdes, com
modificacdes, proposta por Silva (2019). A quitosana utilizada foi a comercial. Foi preparada
uma solucao contendo 3% de quitosana e 0,6% de glicerol, dissolvidos em acido acético a 2%
(p/v) e o extrato de alho (6%). A solugdo foi homogeneizada a temperatura ambiente usando
agitadores magnéticos por 24 horas. Decorrido o tempo de agitagdo, as almondegas foram
imersas nos tratamentos citados por 30 segundos, drenadas por 30 segundos, logo em seguida
acondicionadas em bandejas de poliestireno, recobertas com filme de PVC e armazenadas a 4
°C. Todo o procedimento foi realizado de forma higiénica para que a qualidade da carne nao
fosse comprometida, seguindo as normas de Boas Praticas de Fabricacao (BPF) observadas na

resolucao RDC n° 724/ 2022 da ANVISA (Brasil, 2022b).
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Figura 3 — Alméndegas de CMS de tilapia com revestimento de quitosana (A); e solucdo do revestimento de
quitosana (B

Fonte: Autora (2025).

4.8 Avaliacao fisico-quimica da CMS “in natura” de tilipia e das almondegas

4.8.1 Capacidade de retencio de dgua (CRA)

A CRA das almdndegas (em todos os tratamentos, no tempo zero) foi medida
orientada pelo método de Pardi et al. (1993) com adaptagdes. Foram pesados 5g de amostra,
trituradas e mantidas sob refrigeracdo em tubos de vidro em triplicata. Em seguida, adiciona-se
8 mL de solugdao de cloreto de so6dio (Na Cl) a 0,6M em cada tubo. As amostras foram
homogeneizadas manualmente com bastdo de vidro por 1 minuto, mantidas em repousi por 30
minutos em banho de gelo e agitadas novamente por mais 1 minuto. Apds essa etapa as amostras
foram centrifugadas em centrifuga com cabecote JA-17, a 13.800 % g (equivalente a 10.000
rpm), por 15 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para provetas graduadas de 10mL
e o volume foi registrado. A CRA foi calculada pela diferenca entre o volume e a solugdo salina
inicialmente adicionada e o volume recuperado no sobrenadante, sendo os resultados expressos

em mL de solugdo absorvida em 100g de amostra.

4.8.2 Determinacdo da perda de peso por cocgiao (PPC)

A determinagao da PPC e da redugdo do tamanho das almondegas (todos os
tratamentos) foram realizadas de acordo com Liu et al. (2004). Inicialmente, as amostras das
almdndegas, foram cortadas em segmentos retangulares, pesadas em uma balancga analitica que
foram adicionadas a sacos plasticos devidamente etiquetados e levadas a coccdo em banho-

maria a 85 °C+ 5°C por 25 minutos. Apos essa etapa de cocgdo, as amostras foram resfriadas
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em agua corrente, o excesso de agua foi removido utilizando-se papel-toalha e em seguida, sua
massa e didmetro foram novamente determinados. A perda de peso por cocg¢do e a redugdo do
tamanho (area) foram expressas em reducao percentual, calculadas por meio das Equagdes 2 e

3, respectivamente.

Equagao 2 — Perda de peso por coccdo (PPC)
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Equagao 3 — Redugdo do tamanho
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4.9 Avaliacio da estabilidade oxidativa da CMS e almondegas

Para a avaliacdo da estabilidade oxidativa, foram analisadas as amostras de CMS ¢
os tratamentos (controle positivo, formulagdo com 3% e 6%) de almondegas, que foram
avaliados semanalmente até 28 dias, através dos parametros fisico-quimicos, como descrito

abaixo:

4.9.1 pH

A mensuragdo do pH foi realizada através do potenciometro digital (PG3000),
sendo utilizada 10 g de amostra em 100 mL de agua destilada, conforme Pregnolato e

Pregnolato (1985).

4.9.2 Substincias reativas ao dcido tiobarbiturico (TBARS)

A metodologia utilizada foi descrita por Raharjo; Sofos; Schmidt (1992),
modificada por Facco (2002). Em um tubo, foram pesadas em balanca analitica (Ohaus
Analytical Standard model AS200) 10,0 = 0,1 gramas de amostra triturada em multiprocessador
(Hamilton Beach, modelo 70595). Em seguida, foi adicionado 1 mL da solu¢ao de BHT 0,15%

e 40 mL da solug¢ao de TCA 5% que foram homogeneizados em um triturador do tipo Marconi
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(Modelo TE102, Piracicaba — SP). O homogeneizado resultante foi centrifugado por 10 minutos
a 10.000 x g a 4°C, utilizando a centrifuga Beckman J2-21. O sobrenadante foi filtrado,
transferido para um balao volumétrico de 50 mL e o volume completado com solugdo de TCA
5%. Em seguida, retiram-se 2 mL de cada baldo (em triplicata) que foram transferidos para
tubos de ensaio com tampa. Apos a adi¢do de 2 mL da solugdo de TBA 0,08 M os tubos foram
vedados, agitados e aquecidos em banho-maria fervente por 50 minutos. A absorbancia foi lida
em espectrofotdmetro a 531 nm.

Para esta determinagao foi construida uma curva padrao de calibragdo para o calculo
dos niveis de TBARS nas amostras. Os resultados foram expressos em mg de malonaldeido

(MDA)/Kg™.

4.10 Caracterizaciio das almondegas

4.10.1 Analise de ésteres metilicos de dacidos graxos usando GC-MS

Para esta andlise foram utilizadas amostras do tratamento controle negativo, sem
aditivos. Os acidos graxos foram convertidos em ésteres metilicos de acidos graxos de acordo
com o método AFNOR (1984) conforme adaptado por Valasi, Kokotou e Pappas (2021) da
seguinte forma: em um baldo volumétrico de 10 mL, 1,12 g de KOH foram adicionados e
diluidos para o volume com MeOH e agitados até a homogeneizagao completa da solucao de
KOH/MeOH (2,00 M). 100 pL da amostra a ser analisada, 200 pL da solugdo de KOH/MeOH
e 1 mL de hexano foram adicionados em um frasco com tampa selada, agitados em vortice e
mantidos até a separagdo das fases polares e apolares.

Em um frasco com tampa selada, 200 pLL da camada superior foram cuidadosamente
coletados com uma pipeta e 775 pL de hexano foram adicionados. Uma quantidade de MgSO4
foi adicionada ao frasco para absorver qualquer trago de umidade e a mistura foi filtrada através
de um filtro ndo polar de 0,20 um (Xtra PTFE 20/13 Chromafil). Decanoato de metila foi usado
como um padrdo interno para fins de quantificacao.

Em relagdo a andlise GC-MS, realizou-se por meio de um sistema Thermo
Scientific (Trace GC ULTRA) equipado com um detector de massa (DSQ II) e uma coluna
capilar de baixa polaridade trace GOLD TG-5MS (30 m, 0,25 mm ID, espessura de filme de
0,25 um) com uma fase estacionaria feita de 5% difenil/95% dimetil polissiloxano foi usado
com hélio como gés de arraste com uma vazao de 1 mL/min sob pressdo constante. A analise

foi conduzida no modo dividido (1:50) com um volume de inje¢cdo de 1 pL.
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A andlise qualitativa foi obtida por meio da comparagdo (tempo de retencdo e
fragmentos de ions) dos dados do espectro de massa de cada 4acido graxo na amostra com os
espectros de massa obtidos das Bibliotecas GC—MS: Software de busca da biblioteca XCalibur
e Biblioteca de Espectro de Massa do NIST. A quantificacdo dos acidos graxos foi realizada
usando decanoato de metila como padrdo interno em triplicado e a média e o desvio padrao

foram medidos (VALASI; KOKOTOU; PAPPAS, 2021).

4.10.2 Anélise de microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise de MEV de todos os grupos de tratamentos das formulagdes produzidas
foi conduzida, com modificagdes, de acordo com o método de Zhu, Lanier e Farkas (2015).
Pequenos cortes das almdndegas foram seccionados nas seguintes medidas (0,2 x 0,2 x 0,5 cm).
Em seguida, foram adicionados em solugdo contendo glutaraldeido a 2,5% (v/v), formaldeido
a 4,0% e tampao fosfato a 0,2 M (pH 7,2) durante 24 horas a 4 °C. Apds esse periodo as
amostras passaram por trés lavagens com a mesma solugdo de tampao por 40 minutos.
Posteriormente foram desidratadas em concentracdes crescentes de acetona (de 40 a 100%) com
duracdo de 40 minutos em cada etapa. Ao final do processo, as amostras foram levadas a um
secador de ponto critico (SEM 850) com CO2 liquido, montadas em suportes metalicos (stubs)
e revestidas com ouro por pulverizacao (Quorum QT150ES). Posteriormente, foram analisadas
por microscopia eletronica de varredura (MEV QUANTA FEG), com ampliacdo de 1000X e

3000X, para observar suas microestruturas.

4.11 Analise estatistica

Para analise estatistica dos resultados referentes aos dados da atividade
antimicrobiana in vitro do extrato de alho, a capacidade de retencdo de agua (CRA) e a perda
de peso por coc¢do (PPC) utilizamos o programa estatistico PRISMA 5.0. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) seguida do teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5% (p<0,05), considerando n=3. Quanto a avaliagdo de estabilidade dos
fishburgers foi utilizado o programa Excel com andlise de perfil (MANOVA) durante o tempo

de estocagem, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacio quimica-estrutural, morfologica e microbioldgica do extrato de alho

5.1.1 Analise cromatogrdfica Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As Figuras 4 e 5 ilustram os cromatogramas representativos das analises. O
cromatograma obtido da andlise do extrato de alho revelou picos distintos ao longo do tempo
de retencdo. O tempo de retengao ¢ indicativo do tamanho de uma determinada molécula
(RAHMAN; FAZLIC; SAAD, 2012). Observou-se um grupo de picos iniciais, entre 1 ¢ 2
minutos seguidos de picos de baixa intensidade entre 4 ¢ 5 minutos. De acordo com Yu e Wu
(1989), esses picos podem ser atribuidos aos tiossufinatos, uma vez que os autores relataram a
deteccao de picos semelhantes entre 3 e 4 minutos.

O pico de maior intensidade foi registrado entre 6,5 e 7,5 minutos, sugerindo a
presenga da alicina, um dos principais componentes bioativos do alho. Essa identificacdo de
picos da alicina foi conduzida pelos estudos de Jansen, Muller ¢ Knobloch (1987), que
constataram o tempo de reten¢@o da alicina em picos de 6,57 minutos para condigdoes de CLAE,
corroborando com os achados do presente estudo.

Os resultados do presente estudo foi registrado um pico de alta intensidade entre
6,5 e 7,5 minutos, o que pode indicar presenga de alicina. Este resultado apresenta semelhanca
com os resultados publicados por Rahman, Fazlic e Saad (2012) e Rabinkov et al. (1997), que
observaram picos proximos aos tempos de 6 e 8 minutos associados a presenca do composto
sulfurados, como alicina e seus derivados. De acordo com Rahman (2007), a alicina (dialil-
tiossulfinato) ¢ um dos principais compostos organossulfurados no alho, considerado
biologicamente ativo.

Lawson, Wang e Hughes (1991) relatam em sua pesquisa que a alicina ¢ o composto
mais amplamente estudado e conhecido. A alicina ¢ produzida quando os bulbilhos de alho sdo
esmagados, picados, processados, adicionados de agua ou até¢ mesmo quando o alho € seco
tornando-se po. Além disso, alicina pode se decompor em diversos compostos, incluindo S-
alilmercaptocisteina, alilmercaptano, dissulfeto de dialila, dissulfeto de alilmetila, vinilditiinas,
ajoeno e possivelmente acido alilsulfinico e alilsulfonico.

Conforme a pesquisa de Colin-Gonzalez ef al. (2012), S-alil-cisteina € o composto
organossulfurado mais abundante em extratos de alho envelhecido, que basicamente seria o
alho resultante da extracdo prolongada de alho fresco a temperatura ambiente. Este composto

possui uma estrutura quimica altamente indicativa de atividade antioxidante.
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Figura 4 — Cromatograma obtido do extrato de alho (A) e utilizando acetonitrila (B)
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Fonte: Autora (2025).
Figura 5 — Cromatograma complementar do extrato de alho (A) e utilizando acetonitrila (B)
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A identificagc@o dos componentes presentes no extrato aquoso de alho obtidos neste
trabalho, pode ser comparada parcialmente aos resultados apresentados por Jebeli et al. (2024),
que utilizaram Cromatografia Gasosa-Espectrometria de Massa (GC-MS). Embora as técnicas
apresentem alcance e sensibilidade distintas, ambas evidenciam a presenca de bioativos
sulfurados. Estes compostos identificados sdo reconhecidos por suas propriedades
antibacterianas (compostos nos picos 2 a 5). Dessa forma, os resultados da andlise de
Cromatografica Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) do extrato de alho indicaram predominancia
de compostos sulfurados, especialmente a alicina, dissulfetos e oligossacarideos como a inulina.
Tais achados corroboram a literatura quanto ao potencial fitoquimico do alho e evidenciando a

sua aplicacdo como ingrediente funcional de propriedades conservantes e antimicrobianas.
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5.1.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro

Os resultados obtidos quanto a atividade antimicrobiana do extrato aquoso de alho
indica que o S. aureus foi o microrganismo mais susceptivel ao extrato de alho em
concentragdes diferentes, apresentando halos de inibigao entre 43,9 mm a 35 mm. Em seguida,
E. coli e Salmonella typhimurium mostraram menor susceptibilidade, enquanto a L.
monocytogenes apresentou zona de inibicdo de maior grau detectdvel. Comparativamente aos
antibioticos de referéncia como amicacina e gentamicina, o extrato de alho demonstrou
atividade superior frente a S. aureus, no qual foi determinado maior halo (43,9 mm) que a
amicacina (21,5 mm), E. coli, onde o extrato (25,9 mm) superou gentamicina (13,5 mm), o que
sugere a presenca de compostos bioativos, como a alicina, reconhecida na literatura como um
dos principais compostos responsaveis pelo potencial antimicrobiano do alho. Tais resultados
sdo apresentados na tabela 2. Diferente de Santos (2022), que observou efeito antimicrobiano
semelhante tanto para S. aureus e para Listeria monocytogenes, sendo que esta ultima ndo
apresentou susceptibilidade aos extratos aquosos macerados de casca de alho. De forma
complementar, estudos realizados por Ali ef al. (2023) com extrato bruto misto de casca de
cebola e alho indicaram as seguintes zonas de inibi¢do: Staphylococcus aureus (18mm),
Escherichia coli (14 mm), Proteus sp. (16 mm) e Klebsiella pneumoniae (16 mm).

Os resultados do presente estudo demonstraram atividade antimicrobiana do extrato
bruto de alho frente a Salmonella typhimurium, com halos de inibi¢ao variando de 23,5 mm
(100%) a 17mm (25%) e L. monocytogenes com halos maiores que o limite detectavel da placa
(>90 + 0,00). Esses achados estdo de acordo com os estudos de Circella et al. (2022), que
também observaram uma boa capacidade inibitoria contra Sa/monella enterica usando alho
(Allium sativum), ainda que de forma varidvel e dependente da carga bacteriana inoculada.
Segundo Choo et al. (2020) e Belguith et al. (2010), existem fatores que podem influenciar as
discrepancias nos resultados tais como a instabilidade da alicina, componente ativo responsavel
por sua atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além da
forma fisica do alho usado (fresco ou seco) e do método de preparagao.

A intoxicagdo por S. aureus ¢ uma doenga transmitida veiculacdo hidrica e por
alimentos (DTHA) mais prevalentes, ocorrendo por meio da ingestdo de enterotoxinas
estafilococicas termoestaveis previamente formadas. Além disso, cepas S. aureus
frequentemente apresentam resisténcia a antibidticos convencionais, o que impulsiona estudos

por alternativas terapéuticas naturais mais efetivas (HENNEKINNE ef al., 2011).
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Valores elevados na quantificagdo de microrganismos podem indicar que a matéria-
prima foi contaminada ou que seu processamento foi inadequado, além de apontarem para
possiveis falhas na gestdo do bindmio tempo x temperatura durante a estocagem (ORDONEZ
et al., 2005). A literatura evidencia que alimentos contaminados com bactérias patogénicas,
como L. monocytogenes, E. coli, Salmonella spp. e S. aureus, representam um sério risco a
saude publica (SCALLAN et al., 2011). A L. monocytogenes ¢ um patégeno de origem
alimentar preocupante para a industria de alimentos devido a sua capacidade de crescer em
temperaturas de refrigeracdo (GANDHI; CHIKINDAS, 2007). Essa bactéria também se
prolifera em taxas mais elevadas devido a abusos de temperatura, que podem ser encontrados
durante o armazenamento em deposito, transporte, exposicdo no varejo € armazenamento

doméstico (RABSCH et al., 2001).

Tabela 2 — Diferengas significativas da atividade antimicrobiana do extrato de alho extrato alho Allium sativum L.
por difusdo em agar

Microorganismos

S. L.
Extrato de alho S. aureus E. coli

typhimurium  monocytogenes
100% 43,90+ 0,152 2590+0,152  23,27+0,500 >90+ 0,00
50% 40,13 + 0,44° 23,63+0,34> 19,73+ 0,21> >90+ 0,00
25% 35,07 £0,69° 19,67 + 0,08¢ 17,20 + 0,20 >90 + 0,00
** Amicacina (30 pg) 21,5+ 0,004 ND ND 24,00 + 1,41
***Gentamicina (10 pg) ND 13,5+ 0,004 ND ND

Fonte: elaborada pela autora (2025).
Letras diferentes entre colunas indicam diferengas significativas ao nivel de 5% (ANOVA; teste de Tukey,

P <0,05).

Resultados expressos em milimetros (mm).

ND — Nio determinado
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Figura 6 — Halos de inibig¢@o do extrato de alho. (A) Staphylococcus aureus, (B) Salmonella spp., (C) Escherichia
coli.

Fonte: Autora (2025).

Tal potencial inibitorio também foi descrito por Mnayer ef al. (2014), que elucidam
com mais detalhes como acontece o mecanismo inibitério promovido por determinados
componentes do alho, como compostos organossulfurados, dialil sulfeto (DAS), dialil
dissulfeto (DADS) e dialil trissulfeto (DATS) que possuem propriedades hidrofébicas capazes
de comprometer a integridade da membrana bacteriana do S. aureus. Esses compostos
interagem com os fosfolipidios da membrana bacteriana aumentando a permeabilidade da
membrana celular e promovendo o extravasamento de substancias intracelulares de baixo peso
molecular, o que leva a morte bacteriana.

A maior eficiéncia do extrato de alho pode estar relacionada a maior estabilidade
da alicina em solu¢des aquosas, uma vez que tal composto ¢ solivel em agua, quando
comparada aos solventes alcoolicos como metanol etanol, nos quais essa substancia degrada
mais rapidamente (PARRA ef al., 2014). Ifesan e Fadipel (2014), também relataram efeitos
inibitorios em S. aureus, E. coli e P. vulgaris ao utilizar extrato alcodlico de casca de alho em
carne tratada com imersao em alcool 80%. Pinilla e Brandelli, (2016) obtiveram resultado
semelhante ao do presente estudo. Os autores observaram susceptibilidade de L. monocytogenes
aos extratos hidroalcoolico de alho e nisina livre encapsulada que foram adicionados ao leite
integral para controlar o desenvolvimento de microrganismos. Os achados do presente estudo
reforcam a efic4cia antimicrobiana do extrato de alho e sua viabilidade em produtos cérneos,

especialmente em pescado, foco principal desta pesquisa.
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5.1.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier — EITF

A espectroscopia de infravermelho consiste em uma técnica analitica das mais
relevantes existentes atualmente. Baseia-se nas vibragdes dos atomos de uma molécula
(STUART, 2004). A frequéncia dessas vibragdes ¢ praticamente igual as frequéncias da
radiagdo infravermelha (BRADY; HUMISTON, 1986). Esse método analitico foi utilizado para
identificar variados grupos funcionais presentes nos compostos por meio da vibragao das
moléculas e consequente variagdo do momento de dipolo.

A andlise espectroscopica de infravermelho da amostra de extrato de alho (Figura
7) revelou a presenga de carboidratos, predominantemente a inulina (Tabela 3), além de
flavonoides e componente secundario das plantas. Conforme Dalonso et al. (2009), Barreto et
al. (2021) e Pelegrini (2022), o extrato de alho pode apresentar compostos contendo nitrogénio
e enxofre, como identificado no espectro de infravermelho. A presenca desses elementos pode
estar associada a modificagcdes quimicas naturais nas classes dos flavondides, como processos
de sulfatacdo. De fato, sinais tipicos de enxofre foram observados também na amostra
concentrada de extrato de alho analisada nessa pesquisa.

A banda espectral registrada entre 3679 — 3000 cm™!, pode ser atribuida as vibragdes
de alongamento de O-H de alcoois e acidos carboxilicos ou de vibra¢des de alongamento C-H,
geralmente associada a moléculas organicas. Alternativamente, essa banda pode representar
vibragdes de alongamento da ligagdo N-H, sendo comum em moléculas de amina (HAMEED;
AHMAD, 2009).

Bandas especificas associadas ao enxofre e nitrogénio foram observadas a 1240 cm™
1(SS), 1636 cm™ (NH), 1718 cm™' (C=0), corroborando a caracteriza¢io quimica apresentada
por Garai ef al. (2012) e Barreto et al. (2021). Tais achados reforcam a presenca de compostos
antioxidantes, no extrato de alho.

Conforme Gomes (1999), o grupo OH viabiliza a adsorcao de substancias nas
superficies metalicas pois tende a formar ligacoes de hidrogénio com os radicais livres
compostos de carbono. Outras bandas especificas atribuidas a compostos contendo enxofre
também foram detectadas em 720 cm™ (CS), 1044 cm™ (S=0) e 1235 cm™' (SS). Esses achados
apoiam a literatura e reforcam a hipdtese que composto contendo enxofre e nitrogénio
desempenham um papel importante no potencial antioxidante do extrato de alho, sendo

importante para aplicagdes biotecnologicas, alimenticias e farmacéuticas.
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Figura 7 — Espectro de infravermelho da amostra EITF do extrato de alho.
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Fonte: Autora (2025).

Tabela 3 — Grupos funcionais de EITF do carboidrato inulina encontrado na amostra concentrada de extrato de

alho
Sinal Grupo funcional Referéncia
3257 -OH Dalonso et al. (2009).
2929/2885 C-H; na regido aromatica dos flavandides Dalonso et al. (2009);
Pelegrini (2022).
1635 Deformacéo angular (ligagdo dupla C=C do anel aromatico dos Dalonso et al. (2009);
flavanodides e/ou NH) Pelegrini (2022);
Barreto et al. (2021).
1409-1450 Regido acidica, ligagdo COO-, CH3 e/ou CH3 em aromaticos e Dalonso et al. (2009);
alifaticos Pelegrini (2022)
1217-1267 Enxofre Dalonso et al. (2009);
Maciel et al. (2008);
Silva et al. (2010).
1126-1161 Carboidrato Dalonso et al. (2009)
1016 Carboidrato Dalonso et al. (2009).
929 Ligacdes glicosidicas ou C-O-C de residuo de anidroagticar Maciel et al. (2008);
Silva et al. (2010).
871 Ligacdes glicosidicas ou enxofre Maciel et al. (2008).
817 Enxofre Maciel et al. (2008);
Silva et al. (2010)
669 Ligagdes glicosidicas ou nitrogénio (NH) Barreto et al. (2021).
599 Ligacdes glicosidicas ou enxofre Maciel et al. (2008).

Fonte: Autora (2025).

5.1.4 Anadlise de Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A microscopia eletronica de varredura foi empregada para avaliar a morfologia da

superficie, estrutura e dispersdo das particulas presentes no extrato de alho aquoso. Nas
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micrografias com diferentes ampliagdes (10 um e 20 um na escala), observou-se particulas com
formato irregular, dispersas e heterogéneas com bordas rugosas e outras com bordas lisas.

Segundo Shang et al. (2019), os principais compostos bioativos no alho sdo
derivados de compostos contendo enxofre e seus precursores. Esses compostos incluem alicina,
sulfeto de dialila (DAS), trissulfeto de dialila (DATS), dissulfeto de dialila (DADS), ajoeno.
Estes sdo compostos com potencial antioxidante e contribuem para uma atividade biologica
importante para o alho. Além disso, a atividade antioxidante desses compostos se correlaciona
com outros compostos bioativos, como peptideos bioativos, fibras alimentares, polifenois e
micronutrientes (CAPASSO, 2013). Logo, a presenca desses compostos pode influenciar a
organizagdo estrutural do extrato.

A rugosidade e as particulas dispersas também foram visualizadas nas micrografias
da MEV reportadas por Saraiva (2024), que produziu um revestimento de fécula de mandioca
e extrato aquoso de alho. De forma semelhante, Youssef et al. (2021) relataram a presenga de
pequenas esferas de bordas heterogéneas em bionanocompositos, com diferentes concentragdes
de extrato de alho (2%, 4%, 8%,). Os autores também relataram que a adi¢cdo do extrato a matriz
do bionanocompdsito tornou a superficie mais heterogénea, assumindo uma estrutura pétalas
de flor.

A analise por MEV, portanto, contribui para a compreensao de como os compostos
presentes no extrato aquoso se organizam estruturalmente, interagem como formam agregados
ou se estdo bem dispersos, o que pode influenciar sua funcionalidade em aplicagdes

tecnologicas.

Figura 8 — Imagem de microscopia eletronica de varredura de amostra do extrato de alho bruto
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Fonte: Autora (2025). MEV de amostra do extrato de alho bruto com resulugdo de de 10 pm e 20 um.
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5.2 Avaliacao fisico-quimica da CMS e das almondegas elaboradas

5.2.1 Composicao centesimal e valor calorico

Os valores obtidos nesse estudo para umidade (76,55%), proteina bruta (14,94%),
lipideos (7,53%) e cinzas (0,81%) sdo condizentes com os reportados no estudo da composi¢ao
quimica da CMS, de Sary et al. (2009), Reboucas et al. (2012) e Fogaga et al. (2015), que
relataram valores de 69 a 90% para umidade, 13 a 17,5% para proteina bruta, 2,9 a 15,42% para
lipideos e 0,8 a 1,5% para cinzas. Bernardino Filho (2018) apresentou resultados de CMS de
tilapia com valores de umidade em torno de 75%, cinzas 1,7%, proteinas 12% e lipideos 11%.

Os resultados do presente trabalho estdo em conformidade com os resultados de
estudos anteriores dos quais mostram que a composi¢ao quimica do CMS de tilapia “in natura”

¢ variavel dependendo de quais os residuos a compdem.

Tabela 4 — Composic¢do centesimal da matéria prima (CMS) e almondegas

parametro (%) Composicio quimica (g 100 g™)

CMS BHT controle F3% F6%
umidade 76.55 +0.09° 70.61 £ 0.03? 70.87 £ 0.34° 71.52 £0.20°
proteinas 14.94 +£0.12° 18.61 £0.69* 19.40 £ 0.29* 18.95+£0.04*

lipidios 7.53 £0.00° 1.29 +£0.07° 1.30 £ 0.00 1.28 £0.00?
cinzas 0.81 +0.00° 3.60 £ 0.04° 3.56 £ 0.02° 3.61 £0.02°
carboidratos 0.143° 5.87° 4.83% 4.61°
Valor calorico 128.16° 109.59* 108.75* 105.87*
(Kcal g)

Fonte: Autora (2025). Resultados expressos como média + desvio padrao.

Vale mencionar que as diferencas apresentadas nos valores do conteudo lipidico da
CMS sofrem variagdo devido a diferentes fatores, tais como tamanho do peixe, estado
nutricional, sazonalidade, idade, parte do corpo e condi¢des gonadais (BEIRAO et al., 2000).
Outro aspecto a ser considerado, ¢ que a maiores quantidades de gordura na CMS refere-se a
diferentes formas de manipulagdo durante o processamento, formas de fazer a limpeza da
carcaca antes da extra¢do, resultando em maior quantidade de gordura aderida (DALLABONA
etal., 2013).

Todos os parametros avaliados na composi¢do centesimal das almondegas elaboradas
com CMS de tilapia (Tabela 4) também estavam de acordo com os limites estabelecidos pelo

Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade para almondegas (BRASIL, 2000), no qual
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permite valores méximos de Caracteristicas fisico-quimicas, tais como Gordura (max.) - 18%
Proteina (min.) - 12% Acgucares totais (carboidratos) (max.) 10%. Os valores caloricos das
formulacdes revelaram uma variagao quando comparados ao valor energético da CMS (128,16
kcal/100g). Esta variagdo pode estar associada ao percentual lipidico mais elevado presente na
matéria prima. Tal redu¢do ¢ desejavel sob uma perspectiva nutricional, uma vez que ha uma
tendéncia pela escolha por produtos menos caldricos. O trabalho de Oliveira et al. (2021)
corrobora essa observacao ao relatar a redu¢ao dos conteudos de caloricos na elaboragao de
massa alimenticia adicionada de CMS de tilapia. Os resultados obtidos acerca da umidade,
proteinas, lipideos, cinzas e valor caldrico, tanto da matéria prima como das formulagdes das

almondegas estdo apresentados na tabela 4.

5.3 Analises microbiolégicas da CMS

As amostras de CMS de tildpia foram analisadas conforme os padrdes de
conformidade estabelecidos pela Resolugdo RDC n°® 724/2022 ¢ IN n°® 161/2022 da ANVISA
(BRASIL, 2022a), aplicaveis a carne moida, produtos carneos crus, hamburgueres, almondegas
e quibes. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 5. Nao foi detectada a presenca de
Salmonella spp, sendo um indicativo de qualidade microbioldgica satisfatéria da matéria-prima
(CMS) analisada. A contagem de S. aureus apresentou valores <1,0x 10! UFC/g, coliformes
termotolerantes apresentou contagens <10 UFC/g e para bactérias aerobias mesoéfilas (UFC/g)
foi constatada a contagem de 1,1 X 10* UFC/g. Esta contagem apresentou-se abaixo do limite
maximo estabelecido pela legislacdo utilizada (<10° UFC/g), o que indica condigdes
satisfatorias de higiene e armazenamento da matéria prima.

Os resultados microbioldgicos obtidos no presente estudo mostraram semelhancgas
aos de Bordignon et al. (2010), que também analisaram a CMS de tilapia e apresentaram
auséncia de Salmonella, niveis de coliformes termotolerantes e estafilococos coagulase positiva
dentro dos limites vigentes. Da mesma forma, houve concordancia com os resultados de
Bernardino Filho e Xavier (2019), que obtiveram valores de coliformes termotolerantes na
CMS de tilapia do Nilo em conformidade com o padrio de qualidade microbiologica,
similarmente aos resultados das demais analises apresentadas por Fogaca et al. (2015) em seu
trabalho com surimi de CMS de tildpia, refor¢ando o padrao de qualidade microbiologica
observado na CMS de tilapia.

No Brasil, a legislacdo vigente preconiza a importancia da qualidade

microbiolégica dos produtos carneos (ANVISA, 2022). De acordo com IN161/2022 da
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ANVISA, ¢ indispensavel que estes alimentos sejam seguros, com base nas analises
microbioldgicas requeridas. Além disso, destaca-se a importancia da adocdo de analises
microbiologicas, permitindo o controle de qualidade do produto alimenticio bem como
demonstram responsabilidade dos fabricantes, contribuido para evitar perdas econdmicas e
consequentemente ampliam a aceitagdo comercial por parte dos consumidores nos diversos
seguimentos da area da alimentagao.

Estas analises minimizam riscos a saude publica, aumentam a confianca do
consumidor ¢ promovem a melhoria continua nos processos produtivos e garantindo a
qualidade dos produtos carneos (BRASIL, 2022a). Dessa forma, a qualidade microbioldgica da
matéria-prima do presente trabalho foi atestada antes de iniciar a producao das formulagdes das
almondegas. Tais amostras foram submetidas a andlise microbioldgica apenas no tempo inicial

visando garantir a qualidade inicial para a producdo das formulagdes.

Tabela 5 — Anélises microbiologicas da CMS utilizada na elaborag@o das almdndegas

Analise Referéncia (Legislacio) Matéria prima (CMS)
Salmonella spp. Auséncia em 25g Auséncia

Coliformes termotolerantes <10? <10 UFC/g

(UFC/g)

Staphylococcus aureus <10 <10 UFC/g

(UFC/g)

Aerobios mesofilos <10° 1,1 X 10* UFC/g
(UFC/g)

Fonte: Autora (2025).

A presenca de bactérias aerdbias mesofilas em produtos carneos ¢ um importante
indicador das condigdes higiénicas durante o processamento e estocagem. Esses
microrganismos podem se desenvolver devido falhas nos equipamentos, manipulagcdo
inadequada, processamento insuficiente e armazenamento indevido, o que pode reduzir o prazo
de vida util do produto (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Com relagdo a presenca de S. aureus, a ANVISA estabelece para pescado “in
natura”, o limite maximo de 10°UFC/g, além da exigéncia de auséncia de Salmonella em 25¢g
de alimento (BRASIL, 2022a). Os estafilococos geralmente sdo detectados quando ocorrem
falhas na manipulagdo dos alimentos, e sob condi¢des favoraveis de temperatura e pH, podem

se multiplicar rapidamente (MELLO, 2009).
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De acordo com Simdes et al. (2007), em seu trabalho com “fishburgueres”
elaborados com CMS de tilapia, a contagem reduzida de bactérias, assim como a auséncia de
estafilococos coagulase positiva e Salmonella spp. foram indicativos de que a manipulagdo
ocorreu dentro de padrdes higiénico-sanitarios adequados. Portanto, os resultados da avaliagao
microbioldgica obtidos no presente trabalho estdo em conformidade com os padrdes aceitaveis
da legislacdo vigente e corroboram para atestar a qualidade higiénica-sanitaria da matéria-prima

utilizada.

5.4 Capacidade de reten¢ao de agua (CRA) das alméndegas

Os valores de CRA obtidos variaram entre 52,5% e 61,1%, sem diferencas
significativas entre as formulagdes das almondegas (Tabela 6). J4 a CMS apresentou um CRA
significativamente maior, de 89,8%, o que era esperado, pois esse tipo de matéria-prima, tende
a apresentar uma maior reteng¢do de agua devido a natureza da carne de pescado (SIKORSKI,
2001).

Alguns fatores que devem ser considerados quando se avalia os resultados da
capacidade de retencdo de agua. Sabendo-se que a carne do pescado possui proteinas
miofibrilares, que constituem as miofibrilas, incluindo a miosina, a actina e as proteinas
reguladoras como a tropomiosina, troponina e actinina (SIKORSKI, 2001). Estas proteinas
apresentam uma elevada importancia no processamento de polpas de pescado e afins, uma vez
que sdo responsaveis pela coagulacdo, gelificagdo dos produtos e apresentam elevada
capacidade de retencao da agua, além de possuir boa digestibilidade (XIONG, 1997; SUZUKI,
1987).

Conforme Oetterer (2006), as propriedades funcionais, mencionadas anteriormente,
presentes na carne de pescado, possuem grande relevancia na elaboragdo de produtos a base de
polpa de peixe, carne mecanicamente separada, tais como as almondegas e hamburguer de
peixe.

A representacgdo quantitativa de um valor elevado nos resultados da analise da CRA
indica que pardmetros como umidade e suculéncia estdo preservados, fato este que ¢ de
consideravel relevancia durante os processos de coc¢ao dos produtos (MARTELO-VIDAL et

al., 2016).
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Tabela 6 — Capacidade de retencdo de agua (CRA) das almdndegas e CMS de tilapia

Formulacdes CRA (%)
F1 C- 61,1687 +1,01212
F2 C+ 53,2283 £ 1,24442
F31% 53,9281 + 0,06222
F43% 52,5961 + 1,12362
F5 6% 52,5615+ 1,15242
CMS 89,8882 + 1,1998°

F1 = Controle sem antioxidante (C—); F2 = Controle com antioxidante BHT (C+); F3 = Formulag@o com 1% de
extrato de alho; F4 = Formulagdo com 3% de extrato de alho; F5 = Formulagdo com 6% de extrato de alho com
revestimento; CMS = Carne mecanicamente separada. Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo
diferem estatisticamente entre si (p > 0,05, ANOVA, teste de Tukey).

Segundo Damodaran e Parkin (2017), o desejavel seria obter valores que
demonstrem o aumento da capacidade de retencdo de dgua em produtos elaborados, pois seria
indicativo de otimizacao da qualidade do produto, uma vez que repercute na diminui¢ao ou
auséncia de sinérese de géis e, consequentemente, a ndo exsudacao durante o descongelamento
dos alimentos.

Essa informac¢do vem de encontro com os estudos de Sousa (2021), que afirma que
a andlise de CRA se configura como um pardmetro muito importante para produtos
reestruturados e, quanto maior for seu valor, melhor serd a manuten¢do da umidade. O autor
observou valores da CRA em hamburguer reestruturado de pescado com galactomanana entre
47,75% a 77,50%, sendo numeros condizentes com os apresentados no presente trabalho.

Haguiwara et al. (2020) obtiveram valores de CRA que variaram de 60,4% a 91,9%
em reestruturados de CMS de tilapia contendo aditivos como fécula de mandioca, concentrado
protéico de soja, carragenana e fibra vegetal. Resultados superiores foram encontrados por
Miranda et al. (2022), onde obtiveram CRA com variagdo entre 77,7% a 87,9 %. Tal reten¢ao
elevada foi atribuida a adicdo dos componentes incorporados aos hamburgueres de tilapia,
como amido resistente misto, carboximetilcelulose e fibra branca de trigo. Ou seja, sdo
observados determinados efeitos de reten¢do quando se incorpora fibras em carne de pescado.
Portanto, em linhas gerais, percebe-se que ao adicionar componentes de farinhas e fibras nas
formulagdes mencionadas o valor de CRA eleva-se de forma considerdvel, sugerindo que os
ingredientes adicionados neste estudo também contribuiram para retencdo de umidade nas
formulagdes.

Outro aspecto a ser mencionado sobre as formula¢des com extrato de alho e
revestimento de quitosana ¢ que esses ingredientes ndo repercutiram positivamente para
aumento dos valores do CRA. Nao ha muitas evidéncias na literatura elucidando o
comportamento do extrato de alho aquoso no processo de retencdo de agua em carnes de

pescado. No entanto esse comportamento diverge dos resultados observados por Lopes (2023),
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com adic¢ao de alho negro em carne suina (jerked beef), que relatou menores perdas de umidade.
A diferenca nestes achados pode estar relacionada ao tipo de matriz alimentar e as interagdes
especificas que ocorreram entre alho e as proteinas miofibrilares presentes na constitui¢cao

carnea do pescado.

5.5 Determinacio da perda de peso por coc¢ao (PPC) das almondegas

Os valores obtidos da analise de PPC das amostras de almdndegas variaram entre
7,3% a 7,6%, sem diferenca significativa entre as formulagdes F1C-, F2C+, F3 1%, F4 3% ¢
F5 6% (Tabela 7). O que nos leva a crer, que além das formulagdes demonstrarem estabilidade
no teor de umidade e retengdo de dgua, nem o extrato de alho adicionado nem o revestimento
incorporado na formulacdo F5 apresentaram modificagdes que influenciassem no
comportamento ligado a perda de 4gua. Com relacdo ao valor de PPC apresentado para analise
realizada com as amostras da CMS de tilapia, foi apresentado um valor significativamente
maior de 27,4%, indicando que a matéria-prima se comportou diferente, demonstrando que a
CMS apresenta maior perda de peso durante a coc¢ao. Assim, infere-se que produtos elaborados
apenas com CMS “in natura” de pescado poderiam ter mais instabilidade na forma apos
cozimento.

Com base em Damodaran e Parkin (2017), o ideal ¢ que a perda de peso por
cozimento seja a minima possivel, para assim evitar perdas da qualidade, do aporte de nutrientes
e consequentemente perdas econdmicas, como rendimento por exemplo.

A adig¢do de certos ingredientes ocasiona a reten¢do de umidade em produtos
reestruturados de pescado, essa informacao pode ser respaldada pelos resultados apresentados
por Miranda et al. (2022), que observaram a valores de PPC entre 7,12 + 0,54 ¢ 13,92 £ 0,76
% em hamburgueres de tilapia reestruturados com fibras alimentares. No qual foi visto que a
adi¢do da fibra branca de trigo e carboximetilcelulose favoreceram a diminui¢ao da perda de
peso por cozimento.

Haguiwara et al. (2020) também usaram aditivos como fécula de mandioca,
concentrado proteico de soja e carragenana em produtos reestruturados de CMS de tilapia e
apresentaram PPC de 2,22% a 9,44%. Esses valores podem ser observados em Borderias ef al.
(2005) e Ramirezet et al. (2011), os quais indicaram em produtos de pescado, o efeito na

formacgdo do gel relacionado a agdo fisica e ou fisico-quimico e as mudancas estruturais na
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matriz da proteina, das quais variam, principalmente, com a composicdo, distribuicdo e

interagdo entre proteinas.

Tabela 7 — Perda de peso por coccdo (PPC) das almdndegas e CMS de tilapia

Formulacoes PPC (%)
F1 C- 7,6280 + 0,07032
F2 C+ 7,6061 £ 0,0980°
F31% 7,3257 £0,10112
F4 3% 7,4802 £0,12532
F5 6% 7,5743 £ 0,1620°
CMS 27,4485 + 0,1602°

F1 = Controle sem antioxidante (C—); F2 = Controle com antioxidante BHT (C+); F3 = Formulagdo com 1% de
extrato de alho; F4 = Formulagdo com 3% de extrato de alho; F5 = Formulagdo com 6% de extrato de alho com
revestimento; CMS = Carne mecanicamente separada. Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna néo
diferem estatisticamente entre si (p > 0,05, ANOVA, teste de Tukey).

5.6 Avaliacio da estabilidade sob refrigeracio das almondegas de Carne Mecanicamente
Separada de tilapia
5.6.1 Avaliagdo dos valores do pH

Os peixes apresentam pH proximo a neutralidade, superior ao de outras carnes
suinas, frango e bovina (SOARES; GONCALVES, 2012), o que provavelmente contribuiu para
o elevado pH inicial das almondegas produzidas com CMS de tilapia do Nilo. Avaliar o pH
durante o periodo da estocagem ¢ de fundamental importancia. De acordo com o Regulamento
da Inspec¢do Industrial e Sanitaria de Produtos Animal - RIISPOA (BRASIL, 2001), o valor de
pH € de 6,8 para carne de pescado, sendo estabelecido com valor maximo. Com base nos valores
apresentados na tabela 8, observa-se que todas as formulacdes apresentaram um aumento
gradual dos valores de pH ao longo dos 28 dias de estocagem a 4°C. No entanto, todos os
valores permaneceram abaixo do limite da legisla¢do, indicando boa estabilidade dos produtos
elaborados com base no pH. No 28° dia a formulagdo controle, sem o extrato de alho, apresentou
maior valor de pH de 6,54, seguida pela formulacao com 3% de extrato de alho (F4) com pH
6,48. A formulagdo com 6% de extrato de alho (F5) apresentou o menor valor de pH ao final
do periodo (6,29), sendo estatisticamente diferente das demais (p < 0,05). Esses resultados
sugerem que o extrato de alho pode ter atuado como um agente conservante retardando o

aumento do pH.
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Tabela 8 — Valores de pH das almdndegas a base de CMS de tildpia durante armazenadas sob
refrigeracdo (4 °C)

Formulagao dia 0 dia 7 Dia 14 dia 21 dia 28
F2 (C+) 5.92 £0.00? 6.10 £0.01° 6.05 £ 0.00? 6.20+0.01* 6.54 £ 0.01°
F4 (3%) 5.92 +£0.00? 6.09 £0.01° 6.01 £0.01° 6.13 +£0.00? 6.48 £0.01°
F5 (6%) 5.93+0.01° 6.03 £0.01° 5.95 +£0.04? 6.08 +0.00° 6.29 £ 0.00°

F2(C+) =Controle positivo apenas com BHT; F4(3%) = Formulag¢do de almdéndega com extrato de alho a 3%;
F5(6%) = Formulacao de almondega com extrato de alho a 6%, mas sem revestimento. Resultados expressos como
média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si
(p > 0,05, ANOVA, teste de Tukey).

5.6.2 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

A legislacdo brasileira ndo estabelece um limite para a oxida¢do lipidica medida
pelo TBARS para produtos da pesca; no entanto, alimentos oxidados sdo mais propensos a
formagao de compostos toxicos como aldeidos, cetonas, alcoois, acidos e hidrocarbonetos
(SUMMO; CAPONIO; PASQUALONE, 2006).

O teor de MDA no tempo 0 (dia zero) da matéria prima, constituida apenas de CMS
de tilapia, apresentou 1,5 mg kg™ J4 nos dias subsequentes, a quantificagio das amostras de F4
e F5 apresentou redug@o nos valores quando comparadas aos valores da concentracdo de MDA

das amostras controle, sem adi¢ao de extrato de alho (Tabela 9).

Tabela 9 — Avaliagdo dos valores de TBARS (mg kg!) nas almondegas de CMS de tildpia armazenadas sob
refrigeracdo (4° C)

formulagao dia 0 dia 7 dia 14 dia 21 dia 28

CMS 1.589£0.02° - - - -

F2(C+) 1.304 £0.01*  2.138£0.02* 3.053+0.01* 3.816£0.03* 4.894+0.02°
F4(3%) 1.446 £0.01*  2.00+0.01° 2.149+£0.02° 2.253+£0.07° 3.243+0.01°
F5(6%) 1.307 £0.00* 1.68 +0.00° 1.996 £ 0.01¢  2.152+0.01°  3.101 £0.03¢

CMS= carne mecanicamente separada; F2(C+) =Controle positivo apenas com BHT; F4(3%) = Formulagdo de
almondega com extrato de alho a 3%; F5(6%) = Formulacdo de almondega com extrato de alho a 6%, mas sem
revestimento. Resultados expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras iguais na mesma
coluna ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05, ANOVA, teste de Tukey).

Diante dos resultados obtidos, os valores de TBARS no dia 0 (zero) apresentaram-
se relativamente elevados quando comparados aos dados de Costa (2017), que relatou valores
iniciais de TBARS em torno de 0,7 mg MDA/kg™! para CMS de carcaca de tilapia sem lavagens,
com aumento progressivo até 9,7 mg MDA/kg™! ao longo de 120 dias de congelamento. Essa

diferenga pode estar associada a condicdo da CMS utilizada neste estudo, especialmente ao
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intervalo de tempo decorrido entre o dia da obtengdo até o dia do experimento. O qual pode ter
favorecido o inicio do processo de oxidacao lipidica. Embora os valores de TBARS do inicio
j4 se apresentem elevados, a adi¢do do extrato de alho nos tratamentos da F4(3%) e F5(6%) foi
eficaz na redu¢ao da oxidacao lipidica ao longo do tempo.

Vale destacar que o processamento de carcagas de peixe para obtengdo da CMS
promove a oxidagdo por aumentar a area de superficie de contato com o musculo do peixe com
o oxigénio (LIMA et al., 2017, RUNDBLAD et al., 2017). Como os produtos da oxidagdo sdo
compostos volateis, eles sao responsaveis pelo odor e sabor rango. Nos alimentos, a evolugao
da oxidagdo lipidica pode ser avaliada pela quantificagdo do MDA e outras substancias que
reagem com o TBA, denominadas TBARS (HAC-SZYMANCZUK et al., 2019).

Os valores de TBARS aumentaram de 0,67 mg MDA/ kg™!' (sem adi¢do de CMS) para
1,24 mg MDA/kg! (100% CMS) com o aumento da porcentagem de CMS nos citados
subprodutos (salsichas). Esses valores podem ser elucidados pelo fato que o processo de
obtencdo de CMS pode causar rompimento das membranas musculares, facilitando a interagao
dos agentes oxidantes com os acidos graxos poliinsaturados, resultando na propagagdo de
reagoes oxidativas (ESTEVEZ; VENTANAS; CAVA, 2007; GRAY; GOMAA; BUCKLEY,
1996).

5.7 Caracterizacdo quimica-estrutural e morfolégica das alméndegas de carne
mecanicamente separada de tilapia
5.7.1 Andlise de ésteres metilicos de dcidos graxos usando cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (GC-MS)

A analise de ésteres metilicos de acidos graxos dos extratos realizada por GC-MS
foi essencial para caracterizar metabolitos e acidos graxos presentes nos lipideos das
almondegas de CMS de tilapia. A amostra analisada correspondeu ao tratamento do controle
negativo, permitindo a avaliacdo de forma isolada do perfil lipidico, sem interferéncia de
demais aditivos. Os compostos estdo descritos na tabela 10 e no cromatograma da figura 9,
evidenciando a presenca de acidos graxos saturados e insaturados. A caracterizagdo do perfil
lipidico ¢ fundamental, pois influencia diretamente no conteudo nutricional, na estabilidade
oxidativa e sensorial dos produtos elaborados. A composi¢do dos acidos graxos (AG) dos
lipideos das almondegas produzidas com CMS de tildpia teve maior destaque para acido
eicosanoico (EPA) (pico 13) e o estearato de metila (pico 12), além do acido palmitico (pico 6)

e o0 acido y-linolenato (pico 9). O estearato de metila, um derivado do acido esteérico, pertence
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ao grupo dos acidos graxos saturados (SOUZA et al., 2015). Segundo Minozzo (2010), o perfil
de acidos graxos da carne do pescado estd intrinsecamente ligado a composicao de acidos
graxos dos lipideos presentes no alimento natural ou obtidos através de ingredientes das rac¢des
como Oleo vegetal ou 6leo marinho. Os 6leos vegetais, como os 6leos de soja, milho e girassol
ndo apresentam colesterol e sdo ricos em acidos graxos insaturados (oléico e linoléico).

Conforme Kubitza (2000) e Fernandes (2000), embora, as tilapias, ndo apresentem
exigéncias nestes acidos graxos poliinsaturados, a inclusao de o6leos de peixes marinhos na
ragdo pode ser uma boa alternativa para produzir filés enriquecidos com Omega-3. O plancton
também ¢ uma importante fonte de dcidos graxos poliinsaturados.

Observa-se, conforme a literatura, que peixes de agua doce, como carpa ¢ tilapia
possuem maior percentual de 4cidos graxos da familia 6mega-6, enquanto peixes de agua
salgada apresentam mais dmega-3 em sua constituicdo. Para contornar esse fato, o aumento do
teor de acidos graxos 6mega-3 ocorre através do enriquecimento da ragdo dos peixes com fontes
de acidos graxos poli-insaturados (JABBEN; CHAUDHRY, 2011). Também foram
identificados na analise do presente estudo acido palmitico, acido palmitoleico. acido
tetradecanoico ou acido miristico.

Apesar deste estudo ndo ter identificado eicosapentaendico e docosahexaenodico
nas almondegas de CMS de tilapia, observou-se que dentre os pertencentes do grupo dos acidos
poliinsaturados foi detectada a presenca do metil y-linolenato, o qual vem a ser um dos acidos
graxos poliinsaturados (PUFAs), que de acordo com Martin et al. (2006), ¢ um éacido graxo -
6, O y-linolenato tem sido associado a efeitos benéficos para a saude cardiovascular e o
metabolismo lipidico, fato que reforga o valor nutricional da CMS de tilapia.

Na pesquisa de Minozzo (2010), o acido palmitico destacou-se na fracao dos acidos
graxos saturados, para os patés de tilapia. Corroborando os achados de outros estudos e do
presente trabalho, que também identificou esse composto. A investigagdo do contetido
nutricional dos peixes, com énfase na composicao de acidos graxos tem sido um tema de grande
relevancia no ambito da pesquisa cientifica, uma vez que o consumo de acidos graxos
poliinsaturados est4 associada a saide humana, por atuarem na preven¢ao de diversas doencas
cardiovasculares, psoriase, artrite e cancer (DRUZIANI; MARCHESI; SCAMPARINI, 2007).

Os acidos graxos poliinsaturados, especialmente o 6mega -6 e Omega-3 sdo
nutrientes essenciais para saide humana, uma vez que s6 podemos adquirir tais substancias por
meio da dieta. O peixe ¢ uma fonte rica em dcido docosahexaendico (DHA) e 4acido
eicosapentaenoico (EPA), que sdo conhecidos por seus diversos beneficios a saide dos seus

consumidores (SINGHA et al., 2021; STONEHAM et al., 2018). Com base nos resultados das
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andlises de GC-MS do presente estudo, uma possivel melhoria para incrementar o aporte
lipidico da CMS de tilapia, seria a inclusdo de fontes ricas em acidos graxos poliinsaturados na
dieta dos peixes.

Segundo Nowsad et al. (2015), peixes e produtos de pescado sdo as principais
fontes de acidos graxos poliinsaturados, no entanto, em paises em desenvolvimento com a baixa
renda de uma parte da populagdo, o acesso a esses alimentos geralmente ¢ escasso. Assim,
promover processamento de produtos com CMS, por nao ser produzido de uma parte nobre e

mais encarecida pode alavancar o consumo de pescado com tal interessante teor nutricional.

Tabela 10 — Identificacdo quimica dos compostos poliinsaturados em alméndega de CMS de tilapia

pico tr (min) ions fragmento (m/z) Composto

1 12,54 55;74; 87; 143 Acido dodecanoico

2 18,20 55;69; 74; 87 Tetradecanoato de metila

3 20,17 74;87;111; 143 Acido tetradecanoico, 12-methil-
4 20,98 43;74;87; 129 Acido pentadecandico

5 23,12 55;69;97; 157 Acido palmitoleico

6 23,76 43; 74, 87; 115 4cido hexadecandico

7 24,72 69; 110; 137 acido cis-10-heptadecandico

8 26,60 43;74; 87; 129 acido heptadecanoico

9 28,18 55;79; 93; 107 metil-gamma-linolenato

10 28,83 55;67;81; 95 acido 9,12-octadecadienoico (Z,7)
11 29,16 55; 69; 83,97 acido octadecandioco- 9 (Z)-

12 30,13 43; 74, 87; 143 estearato de metila

13 37,80 55;69; 111; 208 4cido eicosandico -11

14 44,60 55;79;91; 119 4cido cis-7,10,13,16 docosa-tetraendico

Fonte: Autora (2025).
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Figura 9 — Cromatograma representativo da identificagdo quimica dos compostos poliinsaturados
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Fonte: Autora (2025).

5.7.2 Analise de Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) configura-se como uma ferramenta
indispensavel para analisar microestruturas de alimentos. Em combinagdo com técnicas de
imagem, ela permite avaliar detalhadamente a estrutura dos alimentos, fornecendo resultados
visuais unicos. As alteragdes na forma e composi¢ao de alimentos podem ser detectadas com
técnicas de imagem. Visualizar microestruturas ¢ desafiador, mas crucial, pois elas sdo afetadas
durante todo o processo de preparagdo. Adi¢cdes ou remogdes de componentes podem alterar
significativamente a estrutura da amostra (SHARMA; BHARDWAJ, 2019). Assim, por meio
desta ferramenta de investigacdo, a MEV foi utilizada para visualizar os efeitos dos
componentes empregados nas micro estruturas e morfologia das formulagdes.

Para as micrografias analisadas das formulac¢des elaboradas estdo representadas nas
figuras 9 ( controle negativo sem alho ou BHT, controle positivo com BHT, F3 com 1% de
extrato de alho e F4 com 3% de extrato de alho) e figura 10 (F5 com 6% de alho e revestimento
e apenas o revestimento). Na figura 10, sdo apresentadas as imagens obtidas das amostras de
controle positivo (C+) e controle negativo (C-), na qual a diferenga ¢ a presenca do ,
antioxidante BHT, muito utilizado na industria de alimentos, como ja foi mencionado.

As micrografias obtidas do controle positivo (C+), no presente estudo, apresentou
estruturas mais compactas e densas. J4 na imagem do controle negativo (C-) ha formas mais

porosas, com espagos vazios, o que pode indicar menos coesdo. De forma geral as micrografias
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revelam morfologia amplamente rugosas, em todas as formulagdes, com alguns aglomerados,
apresentando formas fibrosas tipicas de carnes. Aspectos semelhantes ao presente estudo foram
relatados por Liu et al. (2022), que analisaram microestruturas de materiais a base de surimi.
No surimi cru, sem aditivos, a superficie foi descrita como muito aspera, fraturada e com furos
evidentes. Essas caracteristicas se assemelham a morfologia detectada na MEV da formulagao
do controle negativo do presente trabalho. Nas imagens F3 e F4 ha regides esféricas ou com
aparéncia de globulos, parcialmente dispersas. Essa observagao também foi relatada por Fogaca
(2009) em sua pesquisa com surimi de tilapia, na qual visualizou uma rede proteica irregular,
orificios de ar e presenca de glébulos de gordura nas microestruturas das amostras.

De acordo com o trabalho de Sussel (2021), que elaborou fishburger com CMS de
lambari, a presenca de globulos de gorduras foi identificada como um indicativo de
emulsificacdo insuficiente da massa proteica de CMS. Essa descoberta ¢ importante pois a
presenga de partes ndo homogéneas de gordura ou presenca de outros tecidos podem afetar
negativamente a textura e consequentemente aceitacao de um produto alimenticio. Entretanto,
Jamas (2012), em seu trabalho com surimi de tildpia, sugere que a presenga de muitas goticulas
de gordura podem indicar que a CMS utilizada possuia maior quantidade de musculo vermelho.

Os resultados do presente estudo seguem em concordancia com as imagens
apresentadas por Jamas (2012), no qual avaliou as microestruturas de gel de surimi e
hamburgueres de tilapia reestruturados. Foi visualizado estruturas mais densas e compactas,
matriz proteica com orificios, aspecto de fios de proteinas interligados em forma de rede
tridimensional e presenca de goticulas de gordura.

Aspectos contrastantes foram encontradas com o trabalho de Sousa (2021), com
hamburgueres reestruturados de peixe adicionados de galactomanana. Nesse caso, observaram
micrografias com a formacgao de matriz proteica continua, por¢des de musculos com agregacao
de proteinas numa estrutura mais densa, homogénea e agregada. Assim, infere-se, que
aparentemente, o gel formado pela galactomanana ndo interage necessariamente com as
proteinas, mas age como uma rede principal que engloba proteinas, fibras e goticulas de
gorduras. Fato este que pode fomentar um entendimento de como se constituem as diferengas

entre as formulagdes do presente estudo e os relatos na literatura
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Figura 10 — Microscopia Eletronica de Varredura dos tratamentos das almdndegas
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Onde C+: formulagdo com adi¢do de antioxidante BHT (controle positivo); C- :formulacdo sem adi¢do de
antioxidante; F3: adi¢do de 1% de extrato de alho; F4: adi¢do de 3% de extrato de alho.
Fonte: Autora (2025).

Figura 11 — Microscopia Eletronica de Varredura do tratamento com revestimento e revestimento
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Formulagio 5 (FS)V: adigdo de 6% de extrato de alho e com revestimento de quitosan; Mev do Revestimento R):
apenas o revestimento (quitosana, acido acético, glicerol e 6% de extrato de alho)
Fonte: Autora (2025).
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A figura 11 apresenta a amostra F3, correspondente as almondegas contendo o
revestimento de quitosana, glicerol, acido acético e 6% de extrato de alho. Observa-se uma
superficie irregular, com multiplos poros de tamanhos variados, conferindo a amostra uma
morfologia heterogénea e porosa. Ja na imagem do revestimento (R) a superficie se apresenta
mais continua ¢ homogénea com pequenas particulas dispersas. Essas caracteristicas sao
semelhantes as descritas por Souza et al. (2011), com filmes com quitosana e acido estearico.
Os autores observaram uma superficie altamente irregular, sugerindo uma separacao de fases
devido a incompatibilidade entre os componentes.

De modo semelhante, Ferreira (2014) destacou que a morfologia das particulas
apresentadas na MEV de um filme elaborado com proteina recuperada de CMS de pescado,
glicerol e dleo essencial de orégano foi afetada pela incorporacdo desses Oleos essenciais aos
filmes, mostrando uma superficie mais heterogénea, mas com porosidade reduzida. Assim,
infere-se que a formagdo de poros na imagem F3 esté relacionada a interagdao do revestimento
com uma matriz proteica € ndo apenas uma caracteristica intrinseca do revestimento de
quitosana.

Estudos anteriores mostram que a quitosana pode variar sua morfologia nas
imagens de MEV conforme forma de uso e componentes adicionados. Xue e Wilson (2016)
observaram a MEV de quitosana pura em compara¢ao com materiais de quitosana reticulada.
A quitosana pura mostrou estrutura de poros minima e isso € consistente com a natureza
cristalina e em camadas deste polissacarideo. A presenga de pequenos poros neste tipo de
analise também foi observada em filmes contendo quitosana e urucum de Fonteles (2019).

Segundo de Muzzarelli et al. (2004), que investigou a caracterizacdo das
microesferas em quitosana, foram obtidos resultados semelhantes aos encontrados no presente
trabalho. Foi identificada a presenca de fissuras e poros, que sdo caracteristicas comuns nesse
tipo de material. Essas estruturas podem influenciar as propriedades fisico-quimicas das
microesferas, como a taxa de liberagdo de substancias ativas e a estabilidade em diferentes
condigdes ambientais. Dessa forma, sugere-se que as microesferas em quitosana podem
apresentar caracteristicas similares, independentemente do método de preparo ou das condi¢des

experimentais.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que a CMS de tilapia é uma
matéria prima viavel para elaboracdo de alméndegas com adequada qualidade microbioldgica
e caracteristicas fisico-quimicas dentro dos padrdes estabelecidos. A incorporagdo do extrato
de alho isoladamente e combinado ao revestimento de quitosana contribuiu para estabilidade
oxidativa e seguranca microbiologica dos produtos, confirmando assim o potencial funcional
dos aditivos naturais avaliados.

Embora o extrato de alho e o revestimento ndo tenham exercido influéncia nas
analises de CRA e PPC, suas atividades conservantes ¢ antimicrobiana foram evidenciadas nos
ensaios microbioldgicos e demais caracterizagdes. Com relagdo a quitosana, o biopolimero
apresentou relevancia nas estruturas morfoldgicas das formulagdes sugerindo uma certa
contribuicdo tecnoldgica na matriz proteica bem como na porosidade refletindo nos
mecanismos de liberagao.

Tais achados refor¢am o uso combinado do extrato de alho e o revestimento de
quitosana como alternativa promissora na aplicagdo de produtos de pescado. Nesse sentido,
vale destacar que o alho ¢ um insumo de baixo custo, com ampla disponibilidade e aceitagao
no mercado nacional, o que torna sua a sua aquisi¢cdo e aplicagao acessiveis, tanto em escala
artesanal como industrial. Diante dos resultados obtidos, conclui-se que a aplicacdo conjunta
do extrato de alho e do revestimento de quitosana representa uma alternativa promissora e
viavel para a elaboragdo de almondegas de CMS de tildpia, sugerindo estabilidade

microbioldgica e oxidativa.
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