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Resumo - Este trabalho apresenta os resultados da avaliagdo microbio-
l6gica de analogo a queijo simbidtico elaborado a partir de améndoas de
castanha-de-caju (Anacardium occidentale L.), visando a segurancga e esta-
bilidade do produto. Foram conduzidas andlises microbioldgicas em diferen-
tes periodos de armazenamento refrigerado (0, 15, 30, 37 e 45 dias) para
contagem do probiodtico Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, além
da determinagao de microrganismos indicadores de qualidade e seguranca,
como bolores e leveduras, Staphylococcus coagulase positiva, Escherichia
coli e Salmonella sp. Os resultados demonstraram a permanéncia de altas
contagens viaveis de BB-12 (acima de 10® UFC/g) até o 45° dia, indican-
do manutencao da viabilidade probidtica ao longo do armazenamento. Nao
foi detectada Salmonella spp. em nenhuma das amostras analisadas, e os
valores de E. coli e Staphylococcus coagulase positiva mantiveram-se abai-
xo dos limites estabelecidos pela legislagdo vigente. Os baixos niveis de
bolores e leveduras corroboraram a estabilidade microbiolégica do produto
durante o periodo avaliado. Os resultados indicaram que o analogo a quei-
jo simbidtico de améndoas de castanha-de-caju apresentou estabilidade
microbiolégica satisfatéria, atendendo aos critérios de seguranga sanitaria
previsto na legislagdo, além de manter a viabilidade dos microrganismos
probidticos, 0 que o caracteriza como um produto promissor sob o ponto de
vista da funcionalidade e segurancga do alimento.

Termos para indexagao: prebiodticos, probioticos, alimento funcional,
qualidade microbioldgica.

Microbiological validation of a symbiotic cheese analogue
made with cashew nut kernels

Abstract—This study presents the results of the microbiological evaluation of a
symbiotic cheese analogue developed from cashew nut kernels (Anacardium
occidentale L.), aiming at product safety and stability. Microbiological analyses
were conducted atdifferent time points during refrigerated storage (0, 15, 30, 37,
and 45 days) to quantify Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12, as well
as to determine the presence of quality and safety indicator microorganisms,
including yeasts and molds, coagulase-positive Staphylococcus, Escherichia



coli, and Salmonella sp. The results showed
consistently high viable counts of BB-12 (above 10®
CFU/g) up to day 45, indicating the maintenance of
probiotic viability throughout storage. Salmonella
spp. were not detected in any of the samples, and
E. coli and coagulase-positive Staphylococcus
counts remained below the limits established by
current legislation. The low levels of mold and yeast
corroborated the microbiological stability of the
product during the evaluated period. The results
indicated that the symbiotic cheese analogue of
cashew nuts presented satisfactory microbiological
stability, meeting the health safety criteria and
maintaining the viability of probiotic microorganisms,
which characterizes it as a promising product from
the point of view of functionality and food safety.

Index terms: prebiotics, probiotics, functional food,
microbiological quality.

Introducao

A crescente preocupacgado com a saude e o bem-
estar tem levado os consumidores a buscarem ali-
mentos que vao além da fungéo nutricional basica.
Nesse contexto, os alimentos funcionais destacam-
se como uma importante categoria de produtos ino-
vadores, especialmente aqueles que contém micror-
ganismos probioticos e/ou ingredientes prebidticos
(Martins et al., 2020). Os alimentos simbiéticos, que
combinam esses dois componentes, sdo especial-
mente atrativos por promoverem efeitos positivos
sobre a microbiota intestinal, fortalecendo o sistema
imunoldgico e contribuindo para a prevencao de do-
encas crbnicas (Gibson et al., 2017).

Simultaneamente, a adesdo crescente a dietas
a base de plantas (plant-based), impulsionada por
preocupagdes ambientais, restricbes alimentares,
diversificagdo da dieta e escolhas éticas, tem esti-
mulado o desenvolvimento de alternativas aos pro-
dutos lacteos convencionais (Tangyu et al., 2022).
Nesse cenario, os analogos a queijo ttm ganhado
destaque, sendo elaborados a partir de ingredien-
tes vegetais, como castanhas, oleaginosas, legu-
minosas e amidos modificados, com o objetivo de
replicar as caracteristicas sensoriais, nutricionais e
tecnoldgicas dos queijos tradicionais (Guinee, 2017;
Kamath et al., 2022).

A améndoa de castanha-de-caju (ACC) tem se
destacado como uma matriz vegetal promissora
para o desenvolvimento de bebidas vegetais, analo-
gos a queijos e outros produtos fermentados. Além
do seu elevado valor nutricional, a ACC apresenta
substancias com propriedades tecnolégicas funcio-
nais, como capacidade emulsificante e de retencao
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de agua, que favorecem a estabilidade de emul-
sOes e contribuem para a textura e a uniformidade
do produto final. Esses atributos, aliados ao sabor
suave, tornam a ACC uma excelente alternativa de
matriz para a elaboragdo de produtos simbiodticos,
combinando aspectos tecnolégicos e funcionais de
interesse para a industria de alimentos de base ve-
getal (Chen et al., 2023; Matos et al., 2024; Plama-
da et al., 2023; Sousa et al., 2022).

A aplicagao de culturas probiéticas e compostos
prebidticos em analogos a queijo representa uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de
alimentos simbidticos vegetais. No entanto, a formu-
lagdo desses produtos impde desafios especificos,
como a manutencéao da viabilidade das culturas pro-
bidticas durante o processamento, armazenamento
e funcionamento do transito gastrointestinal. A sele-
¢ao adequada da matriz vegetal, dos insumos fun-
cionais e das condi¢des de fermentacao é essencial
para garantir a funcionalidade e a aceitabilidade do
produto (Gibson et al., 2017; Grossmann; McCle-
ments, 2021). Além desses aspectos tecnolégicos
e funcionais, é fundamental assegurar que o produ-
to final atenda aos requisitos de qualidade e segu-
ranga microbioldgica, garantindo a inocuidade e a
estabilidade do produto ao longo do armazenamen-
to. Portanto, a realizacdo de estudos de validagao
microbiolégica € uma etapa essencial no desenvol-
vimento de novos produtos, pois permite estabe-
lecer parametros de controle de processo, definir
prazos de validade seguros e comprovar a eficacia
das boas praticas de fabricagao (/nternational Com-
mission on Microbiological Specifications for Foods,
2018). Assim, o desenvolvimento de analogos a
queijo simbiotico representa uma intersecdo entre
inovagdo tecnoldgica, funcionalidade nutricional e
sustentabilidade alimentar.

Apesar dos avangos na area, ainda sdo escas-
sos os estudos voltados a caracterizagao microbio-
l6gica e a estabilidade de probidticos em matrizes
vegetais fermentadas, sobretudo em produtos com
estrutura semelhante a do queijo. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a esta-
bilidade e a seguranca microbioldgica de analogo a
queijo simbidtico elaborado a partir da améndoa de
castanha-de-caju (ACC) durante o armazenamento
sob refrigeragédo de 4 a 6 °C.

Material e métodos

Matéria-prima e ingredientes

Foram utilizadas améndoas de castanha-de-
-caju (Anacardium occidentale L.) in natura. Como
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ingredientes adicionais, foram empregados: éleo de
coco (inodoro e insipido), sal refinado, goma xanta-
na e fruto-oligossacarideo (FOS), este ultimo inclu-
ido como composto prebidtico. Para a fermentagao,
foi utilizada uma cultura lactica comercial compos-
ta por Lactobacillus helveticus, Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis
e Streptococcus thermophilus. A cepa probidtica
utilizada foi Bifidobacterium animalis subsp. lactis
BB-12.

Obtencdao do analogo a queijo simbidtico de
améndoas de castanhas-de-caju

Inicialmente, as améndoas foram submetidas a
tratamento térmico por imersdo em agua aquecida
a 100 °C por trés minutos, seguida da drenagem
da 4gua. Essa etapa foi executada mais duas ve-
zes, mas no Uultimo ciclo a agua utilizada foi man-
tida para hidratacdo das castanhas por 24 horas
sob refrigeragdo a 4 °C. Depois desse periodo, a
agua foi drenada. As améndoas foram entéo tritu-
radas com agua mineral na proporgdo 1:1 (v/v) em
liquidificador semi-industrial, em rotagdo média, du-
rante cinco minutos. A massa obtida foi inoculada
com a cultura latica starter comercial, na proporg¢ao
de 0,03% (p/p), e homogeneizada com o auxilio de
mixer doméstico por trés minutos. A fermentacgéao foi
conduzida em estufa tipo BOD, a 36 £ 1 °C, por 15
horas. A massa fermentada (MF) foram adiciona-
dos 6leo de coco (7,0%), sal refinado (1,1%), FOS
(12%) e goma xantana (0,06%). Apos a homogenei-
zacao, foi incorporada a cepa probidtica Bifidobacte-
rium animalis subsp. lactis BB-12, na concentragao
final de 108 UFC/g do produto. A MF foi novamente
homogeneizada, e o produto final foi envasado em
frascos de vidro com capacidade de 200 g, previa-
mente higienizados com soluc&o de hipoclorito de
sédio a 200 ppm, por 15 minutos. Os produtos fo-
ram armazenados sob refrigeragéo (4 °C) e subme-
tidos a analise microbioldgica durante o periodo de
armazenamento de 45 dias.

Avaliagdao microbiolégica

As analises microbiolégicas foram realizadas
nos dias 0, 15, 30, 37 e 45 de armazenamento sob
refrigeracdo (4 + 1 °C). As amostras foram analisa-
das em duplicata, seguindo as determinacdes de
microrganismos estabelecidas para produtos lac-
teos fermentados, conforme a Instrugdo Normativa
n® 161/2022 (Brasil, 2022), uma vez que nao ha
legislagéo para esse tipo de alimento. Os ensaios
microbioldgicos incluiram as etapas que se seguem.

Determinacao de Escherichia coli

A quantificagao de E. coli foi realizada por meio
do método Compact Dry EC. As amostras foram
preparadas por diluicdo decimal seriada em solu-
¢ao peptonada a 0,1%. A partir de cada diluigao, foi
inoculado 1,0 mL diretamente no centro da placa,
permitindo a dispersdo uniforme do inéculo pela
membrana hidrofilica do meio. As placas foram in-
cubadas a 37 °C por 24 horas em estufa bacterio-
l6gica. Os resultados foram expressos em unida-
des formadoras de colbnia por grama da amostra
(UFC/qg).

Pesquisa de Salmonella sp.

A deteccao de Salmonella sp. foi realizada em
25 g da amostra, submetidas as seguintes etapas:
(a) pré-enriquecimento em caldo tamponado
de peptona (BPW) a 35 + 1 °C por 24 horas;
(b) Enriquecimento seletivo em caldos Rappaport-
Vassiliadis (RV) e Tetrationato (TT) a 42 + 0,2 °C
e 35 + 1 °C, respectivamente, por 24 horas; e (c)
Plagueamento em Compact Dry SL especificas
para deteccdo de Salmonella sp., seguindo a
técnica de espalhamento por difusdo. As placas
foram incubadas a 35 + 1 °C por 24 a 48 horas.
Os resultados foram expressos como presenga ou
auséncia de Salmonella sp. em 25 g da amostra.

Contagem de Staphylococcus coagulase
positiva

Para quantificagéo de Staphylococcus coagula-
se positiva, 1,0 mL de cada diluigao foi inoculado no
centro das placas Compact Dry Staph e incubadas
a 35+ 1°C por 24 a 48 horas. As colbnias carac-
teristicas foram submetidas aos testes de catala-
se, coagulase e coloragdo de Gram. Os resultados
foram expressos em UFC/g da amostra analisada
(Tallent et al., 2001).

Contagem de bolores e leveduras

Para a contagem de bolores e leveduras, 1,0 mL
de cada diluigdo decimal foi inoculado no centro das
placas Compact Dry YM. As placas foram incuba-
das a 25 £+ 1 °C por 48 a 72 horas. Os resultados
foram expressos em UFC/g.

Contagem de bactérias acido-laticas
(Bifidobactérias BB-12)

A contagem foi realizada por espalhamento em
agar de man, rogosa e sharpe (MRS), suplementa-
do com cloreto de litio 0,02% e propionato de so6-
dio 0,03%, sob condi¢des anaerdbias, a 37 °C por



48 horas (Lapierre et al., 1992), e os resultados fo-
ram expressos em UFC/g da amostra.

Resultados e discussao

A Tabela 1 apresenta os resultados das analises
microbiolégicas ao longo dos 45 dias de armazena-
mento sob refrigeracdo. Os resultados de Escheri-
chia coli e Staphylococcus coagulase positiva com
valores inferiores aos limites estabelecidos para
produtos lacteos fermentados (Brasil, 2022), repre-
sentam um indicativo de boas praticas de fabricagéo
e eficacia do processo térmico aplicado a améndoa
de castanha-de-caju.

Com relagao aos bolores e as leveduras, ob-
servou-se uma redugao progressiva apos o 15° dia
de armazenamento. A contagem inicial de 1,5 x 102
UFC/g apresentou discreto aumento aos 15 dias
(4,5 x 10?2 UFC/g), seguido de redugao para valores
inferiores a 100 UFC/g até os 45 dias. Essa redugéo
pode estar relacionada as condi¢des de refrigera-
¢ao e a competicdo com BB-12 ao longo do tempo.
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As contagens de BB-12 mantiveram-se elevadas
durante todo o periodo de estocagem refrigerada,
com valores iniciais de 1,4 x 10° UFC/g e redugao
progressiva até 4,5 x 108 UFC/g ao final de 45 dias.
Apesar da diminui¢cdo natural, a viabilidade mante-
ve-se acima da faixa minima recomendada de 10°®
UFC/g, conforme diretrizes da FAO/OMS (2006),
permitindo a manutengcado da alegagao funcional.
A queda gradativa pode ser atribuida a reducéo de
nutrientes disponiveis, ao acumulo de metabdlitos
inibitérios, como acidos organicos, ou a variagdes
no pH do produto. Ainda assim, a estabilidade da
populacgao de B. animalis subsp. lactis BB-12 por 45
dias reforca o potencial probiético do produto, evi-
denciando a eficacia da formulagao na preservagao
da viabilidade microbiana ao longo do tempo.

A auséncia de Salmonella sp. em todas as amos-
tras esta em conformidade com os critérios estabe-
lecidos pela Instrugdo Normativa n° 161/2022 para
produtos lacteos fermentados (Brasil, 2022), refor-
cando o indicativo de boas praticas de fabricagao
e eficacia do processo térmico aplicado a améndoa
de castanha-de-caju.

Tabela 1. Analises microbiologicas do analogo de queijo simbiético de améndoa da castanha-de-caju ao longo do

armazenamento.

Tempo (dias)

Microrganismo

0 15 30 37 45
Escherichia coli* - - - - -
Staphylococcus coagulase(+)* <100 <100 <100 <100 <100
Bolores e leveduras* 1,5 x 102 4.5x10? <100 <100 <100
Bactérias acido-laticas™ 1,4 x 10° 1,5x 10° 1,0 x 10° 2,3x10° 4,5x 108
Salmonella sp.** Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

*Resultados em unidades formadoras de colénias por grama da amostra (UFC/g); **Resultados (Auséncia/Presenga em 25 g);

(-) Auséncia de crescimento bacteriano.

Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram
a viabilidade do desenvolvimento de produtos
fermentados vegetais a base de améndoa de
castanha-de-caju com BB-12 no periodo analisado.

Referéncias

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. Instru¢do Normativa n° 161, de 1°

de setembro de 2022. Dispbe sobre os padrées
microbioldgicos para alimentos. Diario Oficial da Uniao,
Brasilia, DF, 2022.

CHEN, Y.-Y,; LI, N.-y.; GUO, X.; HUANG, H.-j.; GARCIA-
OLIVEIRA, P.; SUN, J.-Y.; ZHANG, J.-D.; PRIETO,

M. A.; GUO, Z-Q.; LIU, C. The nutritional and bio-

active constituents, functionalactivities, and industrial
applications of cashew (Anacardium occidentale):
Areview. Food Frontiers, 4: 1606-1621, 2023.

FAO. Guidelines for the evaluation of probiotics in
food. Ontario: World Health Organization, 2006.

GIBSON, G. R.; HUTKINS, R.; SANDERS, M. E_;
PRESCOTT, R. B.; REIMER, R. A.; SALMINEN, S;
VERBEKE, K. The International scientific association for
probiotics and prebiotics (ISAPP) consensus statement
on the definition and scope of prebiotics. Nature



Validagao microbiolégica de analogo a queijo simbiotico elaborado com améndoas de castanha-de-caju

Reviews Gastroenterology & Hepatology, v. 14, n. 8,
p. 491-502, 2017.

GROSSMANN, L.; McCLEMENTS, D. J. The science of
plant-based foods: approaches to creating nutritious and
sustainable plant-based cheese analogues. Trends in
Food Science, v. 118, p. 207-229, 2021.

DOI: https://doi.org/10.1016/j.tifs.2021.10.004.

GUINEE, T. P. Pasteurized processed and imitation
cheese products. In: McCSWEENEY, P. L. H. et al. (ed.).
Cheese: chemistry, physics and microbiology. 4. ed.
London: Elsevier, 2017. p. 1158-1209.

INTERNATIONAL COMMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS.
Establishment of Microbiological Criteria. Establishment
of Microbiological Criteria. In: Microorganisms in
Foods, 7. Springer, 2018.

DOI: https://doi.org/10.1007/978-3-319-68460-4_5.

KAMATH, R.; BASAK, S.; GOKHALE, J. Recent
trends in the development of healthy and functional
cheese analogues-a review. LWT Food Science and
Thechnology, 155, 112991, 2022.

LAPIERRE, L.; UNDELAND, P.; COX, L. J. Lithium
chloride-sodium propionate agar for the enumeration of
bifidobacteria in fermented dairy products. Journal of
Dairy Science, v. 75, n. 5, p. 1192-1196, 1992.

MARTINS, A. P. O.; BEZERRA, M. F.; MARQUES
JUNIOR, S.; BRITO, A. F.; URBANO, S. A.; BORBA,

L. H. F.; MACEDO, C. S.; OLIVEIRA, J. P. F.; RANGEL,
A. H. N. Factors affecting the consumption of organic
and functional foods in Brazil. Food Science and
Technology, v. 41, n. 4, p. 938-943, 2020.

DOI: http://dx.doi.org/10.1590/fst.26820.

MATOS, J. D. S.; COSTA, J. E. G.; KRICHANA,

D.R. G. C,; AZEVEDO, P. Z.; NASCIMENTO, A. L. A. A;;
STRINGHETA, P. C.; MARTINS, E.; CAMPELO, P. H.
Nut Proteins as Plant-Based Ingredients: Emerging
Ingredients for the Food Industry. Processes, v. 12, n. 8,
1742, 2024. DOI: https://doi.org/10.3390/pr12081742.

PLAMADA, D.; TELEKY, B.-E.; NEMES, S. A;;
MITREA, L.; SZABO, K.; CALINOIU, L.-F.; PASCUTA,
M. S.; VARVARA, R.-A; CIONT, C.; MARTAU, G. A;;
SIMON, E.; BARTA, G.; DULF, F. V.; VODNAR, D. C;
NITESCU, M. Plant-Based Dairy Alternatives: A Future
Direction to the Milky Way. Foods, 12, 1883, 2023.
DOI: https://doi.org/10.3390/ foods12091883.

SOUSA, T. L.; SHINOHARA, N. K. S.; MARQUES,

M. F. F; LIMA, G. S.; ANDRADE, S. A. C. Drink with
probiotic potential based on water-soluble extract from
cashew nuts. Ciéncia Rural, v. 52, n. 11, 2022.

TALLENT, S.; HAIT, J.; BENNETT, R. W.; LANCETTE,
G. A. Staphylococcus aureus. In: US FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION. Bacteriological Analytical Manual,
Chapter 12, 2016. https://www.fda.gov/media/183067/
download?attachment.

TANGYU, M.; FRITZ, M.; YE, L.; BORNER, R. A ;
MORIN-RIVRON, D.; CAMPOS-GIMENEZ, E.; BOLTEN,
C. J.; BOGICEVIC, B.; WITTMANN, C. Co-cultures

of Propionibacterium freudenreichii and Bacillus
amyloliquefaciens cooperatively upgrade sunflower
seed milk to high levels of vitamin B12 and multiple co-
benefits. Microbial Cell Factories, v. 21, n. 1, p. 1-23,
2022.



96661 3d9OD




