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RESUMO

Os Analogos Vegetais de Queijos (AVQ) sdo produtos fermentadosa partir de matrizes vegetais
como castanha de caju, soja, améndoas, macadamia entre outras oleaginosas, com adicao ou
ndo de culturas iniciadoras como as bactérias acidos laticas (BAL) e leveduras. Visto que
representam uma nova tendéncia de mercado global, o presente trabalho teve como objetivo
caracterizar a microbiota dos AVQ produzidos e comercializados na Europa e no Brasil. Foi
realizada andlises de cultura dependente e independente, incluindo analises de metabarcoding
com base no gene 16S rRNA e naregido ITS. A composi¢do nutricional foi analisada atraves
da rotulagem nutricional das amostras europeias e brasileiras. Nas amostras europeias foram
determinadas o teor de proteinas, cinzas e perfis de acidos graxos, assim como nas amostras
brasileiras. Os resultados microbioldgicos revelaram uma ampla diversidade bacteriana, sendo
gue a espécie mais abundante encontrada, tanto no interior como na casca das amostras
europeias foi Lactococcus lactis, enquanto o Geotrichum candidum e o Penicillium camemberti
foram espécies flngicas dominantes encontradas nas cascas destas amostras. Nos AVQ da
amostragem brasileira as bactérias Lactobacillus acidophilus e L. lactis foram as mais
abundantes. Ainda, foram encontradas uma quantidade relativa de Weissella sp. e Leuconostoc
sp. que sdo géneros presentes em fermentacOes a base de plantas. Em relacdo a composicéo
nutricional, os rdtulos dos produtos europeus apresentaram valor de proteinas que foi
estatisticamente semelhante aos valores analisados (11,94+1,58, p > 0,05). Os valores
encontrados para o teor de carboidratos nos rétulos foi de 7,3 a 16,8 %, assim como, baixos
niveis de sal (1,55+0,50) estavam presentes. O teor de cinzas nas amostras variou entre 2,5 a
4%. O perfil de acidos graxos dos produtos demonstrou niveis mais elevados de acidos graxos
mono e poli-insaturados, com uma predominancia do acido oleico (55%) e &cido linoleico
(20%). Os principais acidos graxos saturados presentes nas amostras foram o acido palmitico
(15%) e o acido estearico (8%). Em termos de composi¢cdo nutricional dos produtos brasileiros,
destacaram-se 0s teores de lipidios, carboidratos e proteinas. Os valores de proteina
determinados foram semelhantes aos encontrados nos rotulos e o teor de &cidos graxos revelou
0 &cido oleico como o principal constituinte nos rétulos, seguido pelo acido laurico, resultando
em uma composi¢do de acidos graxos monoinsaturados e saturados.

A combinagdo de abordagens microbioldgicas e nutricionais revelou informagdes valiosas
sobre a composicdo microbiana e aspectos nutricionais dos AV Q. Os achados cientificos podem
ser usados para desenvolver estratégias potenciais para a criagdo de novos produtos
sustentaveis, bem como criar oportunidades para futuras pesquisas exploratérias utilizando
substratos a base de plantas.

Palavras-chave: Anélogos vegetais de queijo. Bactérias Acido Léaticas. Diversidade
microbiana. Metabarcoding. Composicao nutricional. Rotulagem nutricional.



ABSTRACT

The Plant-based cheese analogs (PCA) are fermented productsderived from plant matrices such
as cashew, soy, almonds, macadamia, and other oilseeds, with or without the addition of starter
cultures such as lactic acid bacteria (LAB) and yeasts. Given that they represent a new global
market trend, this study aimed to characterize the microbiota of PCA produced and marketed
in Europe and Brazil. Culture-dependent and independent analyses were performed, including
metabarcoding analyses based on the 16S rRNA gene and ITS region. The nutritional
composition was analyzed through nutritional labeling of European and Brazilian samples. In
European samples, protein, ash, and fatty acid profiles were determined, as were the
corresponding analyses for Brazilian samples. Microbiological results revealed a broad
bacterial diversity, with Lactococcus lactis being the most abundant species found in both the
interior and rind of European samples, while Geotrichum candidum and Penicillium
camemberti were dominant fungal species found in the rinds of these samples. InBrazilian PCA
samples, Lactobacillus acidophilus and L. lactis were the most abundant bacteria. Additionally,
a relative amount of Weissella sp. and Leuconostoc sp., which are genera present in plant-based
fermentations, were found. Regarding nutritional composition, the labels of European products
showed protein values that were statistically similar to the analyzed values (11.94+1.58, p >
0.05). Carbohydrate values on labels ranged from 7.3 to 16.8%, with low levels of salt
(1.55£0.50). Ash content in the samples varied between 2.5 to 4%. The fatty acid profile of the
products demonstrated higher levels of mono- and polyunsaturated fatty acids, with oleic acid
(55%) and linoleic acid (20%) predominating. The main saturated fatty acids present in the
samples were palmitic acid (15%) and stearic acid (8%). In terms of nutritional composition of
Brazilian products, lipid, carbohydrate, and protein contents stood out. Protein values
determined were similar to those found on labels, and the fatty acid content revealed oleic fatty
acid as the main constituent on labels, followed by lauric fatty acid, resulting in a composition
of monounsaturated and saturated fatty acids. The combination of microbiological and
nutritional approaches provided valuable information on the microbial composition and
nutritional aspects of VCAs. The scientific findings can be used to develop potential strategies
for creating new sustainable products and provide opportunities for future exploratory research
using plant-based substrates.

Keywords: Plant-based cheese analogs. Lactic Acid Bacteria (LAB). Microbial diversity.
Metabarcoding. Nutritional composition. Nutritional labeling.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, muito tem se discutido sobre maneiras de tornar a sociedade mais
sustentavel, reduzindo os impactos geradosao meio ambiente. Cientistas ja correlacionam que
os alimentos que comemos, € como 0s produzimos, irdo determinar a saude das pessoas e do
planeta. Sendo assim, grandes mudancas devem ser consideradas para evitar a reducdo da
expectativa de vida e a continua degradacdo ambiental (WILLETT et al., 2019).

Medidas para reduzir as emissdes de gases de efeito estufa associadas a producao de
alimentos sdo necessarias. A producdo de alimentos desempenha papel importante, pois uma
mudanca do padrao alimentar com maior adocdo de dietas a base de plantas, possui potencial
de mitigacdo (TILMAN; CLARK, 2014; SPRINGMANN et al., 2016; BAJZELJ et al., 2014).
Os impactos ambientais de diferentes tipos de alimentos e produtores foram avaliados usando
varios indicadores conforme descrito por Poore e Nemecek (2018), ao comparar 40 produtos,
dentre eles produtos de origem animal e substitutos a base de plantas, queijo lacteo emite uma
média de 11 kg de CO2eq, enquanto o tofu emite apenas 2 kg de CO2eq. Além disso, queijos
lacteos estdo entre as principais fontes de emissdes de carbono, superando as emissdes de carne
de porco e aves, e ficando atrds apenas do rebanho de carne bovina, rebanho leiteiro e
crustaceos, que emitem em meédia 50, 17 e 18 kg de CO2eq, respectivamente.

H& uma estimativa de que no ano de 2050 serd necessario aumentar a producgdo de
alimentos em 70%, caso a populacdo global continue a consumir proteinas de origem animal
como faz hoje. Neste contexto, a busca por fontes alternativas de proteinas tem ganhado cada
vez mais espaco nas discussdes publicas e nas industrias de alimentos (GFI, 2020). Os motivos
que levam a adeséo de dietas vegetarianas e veganas levam em consideragdo impacto ambiental,
aspectos nutricionais, éticos e culturais. (TABANELLI et al., 2018). Através desse contexto é
interessante que as alternativas plant-based, bem como os anélogos vegetais de queijos, tenham
seguranca, variedade de produtos ofertados ao consumidor, sabor agradavel, bem como
beneficios nutricionais.

A simples existéncia desses produtos com apelo vegano e sustentavel confirma o
crescente interesse e a procura de consumidores. Além disso, é possivel encontrar esses
produtos para vendaem diferentes formatos como grandes redes de supermercados, aquisi¢cao
direta com pequenos produtores e em e-commerce ou aplicativos de delivery. Os produtos
fermentados plant-based tem experimentado um aumento em seu valor, impulsionado por sua

notavel sustentabilidade, bem como pelos beneficios relacionados a satde e as escolhas deestilo
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devidae dietadosconsumidores (JESKE; ZANNINI; ARENDT, 2018; TANGYU etal., 2019;
ZIOGA etal., 2022).

A fermentacdo gera novas caracteristicas sensoriais, sabores e aromas aos alimentos. Os
alimentos fermentados fazem parte do cardapio na gastronomia, através de receitas inovadoras
que propdem experiéncia na alimentacdo. Dentre o escopo de microrganismos presentes na
fermentacgdo, as BAL desempenham um papel crucial na influéncia do sabor dos alimentos
fermentados, com o resultado dependendo da composicdo das matérias-primas utilizadas
(BRUNO; MACHADO, 2022).

Considerando que devemos repensar nossas estratégias para que consigamos alimentar
a crescente populacdo mundial e paralelamente diminuir os impactos ambientais gerados nos
préximos anos, é fundamental que contribuamos com a producao de alimentos cada vez mais
seguros, propondo alternativas viadveis e sustentaveis.

O papel da ciéncia é de fundamental importancia na busca por evidéncias que possam
contribuir com a qualificacdo do debate publico e a consequente definicdo de politicas publicas
em relacdo aos AVQ. O setor de produtos plant-based esta em evidente crescimento em
determinadas regides do planeta, o que torna a contribuicdo cientifica sobre este assunto ainda
mais relevante neste momento. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo caracterizar

o0s analogos vegetais de queijos produzidos e comercializados na Europa e no Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo é caracterizar analogos vegetais de queijos produzidos e

comercializados na Europa e no Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Estimar os microrganismos viaveis;

b) Awvaliar a microbiota das cascas e interior dos queijos coletados;

c) Correlacionar metadados com a composi¢ao taxondmica;

d) Awvaliar a composi¢do nutricional através da rotulagem dos produtos;
e) Determinar o teor de proteinas e cinzas das amostras;

f) Determinar o perfil de acidos graxos dos lipidios;

g) Discutir diferencas encontradas entre as amostras europeias e brasileiras.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MERCADO PLANT-BASED

A popularidade de produtos plant-based tem ganhado espaco no mercado pois é uma
tendéncia que se justifica por diferentes fatores, entre eles a mudanca de estilo de vida dos
consumidores, dietas alternativas e a preocupacdo da populacdo em torno da sustentabilidade
no setor de alimentos e proteinas (MEFLEH et al., 2022).

Os produtos lacteos como queijos, iogurtes, manteigas, entre outros, sdo alimentos
consumidos diariamente pela populagdo mundial. Repensar a maneira como estes alimentos séo
produzidose utilizar ingredientes vegetais é uma opcéo para atenderos consumidores. (JESKE;
ZANNINI; ARENDT, 2018) As grandes indUstrias do setor de alimentos estdo se adaptando
para aumentar sua participacdo de mercado nestas novas tendéncias. Ha diversos produtos
sendo comercializados feito com ingredientes vegetais como almondegas, linguicas,
hamburgueres, iogurtes, ovos, AVQ, além de produtos de higiene pessoal como por exemplo,
maquiagens e cosméticos de modo geral.

O valor de mercado de produtos fermentados plant-based tem aumentado a cada ano
devido ao seu apelo por sustentabilidade, beneficios relacionados a saude, estilo de vida ou
razGes dietéticas dos consumidores. Nos ultimos anos, o interesse crescente por parte dos
consumidores em diminuir o consumo de carne e preferir opcOes de alimentos plant-based e
bem como as inovagGes no mercado de alimentos que exploram essa tendéncia de mercado
(TANGYUetal., 2019; ZIOGA etal., 2022). Ha uma estimativa de que o mercado de alimentos
plant-based cresca de 12,4% de 2022 a 2029, atingindo US$95,52 bilhdes até 2029. O
crescimento de mercado € atribuido a fatores como a crescente adocdo de tecnologias
emergentes para inovagdo no setor de alimentos, aumento dos investimentos em pesquisa e
desenvolvimento de regulamentacdes por governos no setor de alimentos, presenca de um
grande nimero de empresas no mercado e 0 aumento no nimero de restaurantes veganos
(METICULOUS RESEARCH, 2022).
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3.1.1 Alimentos fermentados plant-based

Os alimentos fermentados plant-based ja sdo conhecidos mundialmente. Na Coreia, 0
kimchi é feito de vegetais fermentados e faz parte da culinéria coreana. No Japdo, o misd feito
a partir da soja fermentada além do natto ¢ um alimento tradicional japonés também feito a
partir de soja cozida fermentada (WANG et al., 2019). Douchi € um produto fermentado de
soja preta considerado um ingrediente indispensavel na China. O tempeh é um alimento
tradicional originario da Indonésia feito de soja fermentada. Além desses alimentos, o
Sauerkraut é produzido com a fermentacdo do repolho de forma espontanea ou com adicéo de
cultura de BAL, popularmente conhecido na Alemanha (MAJOR et al., 2022). O Natto é
produzido a partir dos graos de soja cozidos e através dainoculacdo do Bacillus subtilis para a
fermentacdo popularmente conhecido na China (WANG et al., 2023).

A fermentagdo dos produtos como misd, kimchi, tempeh e Douchi € interessante devido
a reducdo de fatores antinutricionais como o &cido fitico e inibidores de tripsina e resulta na
hidrélise de proteinas complexas de soja em peptideos e aminoacidos mais digeriveis e
biodisponiveis (TEREFE, 2016).

3.1.2 Mercado Brasileiro

No Brasil, The Good Food Institute Brasil (GFI) é uma organizacdo sem fins lucrativos
que atua na promocao do setor de proteinas alternativas no mercado de plant-based, dentreelas,
os debates em destaques sdo proteinas vegetais, fermentacéo e carne cultivada (ALIMENTOS,
2022). A GFI promoveu um estudo em 2022 que apresentou os seguintes dados: No lugar da
carne convencional, 34% dosconsumidores usam somente ou principalmente as carnes vegetais
anélogas e 26% as consomem pelo menos uma vez na semana. O grupo de flexitarianos, pessoas
que, por escolha prépria, decidem diminuir sem excluir totalmente o consumo de proteinas
animais da dieta, ja representa 28% da populacéo.

Em 2019, GFI ja havia realizado outra pesquisa com 2.000 pessoas, em um ano, 39%
das pessoas consultadas referiram ter pelo menos trés vezes por semana uma Opgao como
alternativas vegetais que substituem os alimentos de origem animal. Essa pesquisa salienta
ainda que ndo houve mais adeptos por falta de op¢des no mercado brasileiro que satisfaca o
paladar dos entrevistados para a troca por produtos de origem vegetal (GFI, 2019).

Muitas marcas brasileiras do segmento plant-based, ou seja, empresas que sdo isentas

de quaisquer ingredientes de origem animal, vém surgindo no Brasil desde 2019. Segundo um
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estudo realizado pela HappyCow e Veganuary, o Brasil é o pais com mais opcGes para veganos
na América Latina (WOLTHERS, 2023).

3.1.3 Mercado Europeu

Na Europa, o mercado de alternativas plant-based para produtos lacteos deverd atingir
2,22 milhdes de dolares até 2026 (MARKET DATA FORECAST, 2023). Segundo dados do
GFI Europe, as vendas no varejo de alimentos plant-based na Europa atingiram €5,8 bilhdes
em 2022, um aumento de 6% em relacdo a 2021 e 21% em relacdo a 2020. As empresas
aumentaram os esforcos em pesquisa e desenvolvimento para grao-de-bico, fava, feijio mungo
e feijdo-caupi de ultra-alta proteina. Ingredientes diversos a base de proteinas vegetais estao
ganhando destaque, com avangcos para aumentar sua producdo e reduzir seus custos. A
valorizacdo de subprodutos para proteinas alternativas continuou a ganhar impulso, incluindo a
extracdo de proteinas de folhas destinadas ao descarte e a reciclagem de proteinas de girassol,
canola e cevada (PANESCU et al., 2022).

3.2 ANALOGOS VEGETAIS DE QUEIJOS

Desde a antiguidade, o queijo € um dos alimentos fermentados mais consumidos. O
queijo pode ser produzido a partir do leite de origem animal, ou entdo, quanto isentos de
ingredientes de origem animal podem ser produzidos através de matrizes vegetais como
castanha de caju, améndoas, soja, leites vegetais, entre outras opc¢des de oleaginosas e nozes
que levam o nome de AVQ. Os produtos fermentad os que tém uma textura semelhante ao queijo
lacteo, feitos a partir de soja (como o tofu) ou nozes, sdo os favoritos entre os produtos veganos
mais populares. Os produtos AVQ sdo versateis, pois sdo encontrados em diferentes formatos
e aspectos, as formas mais comuns séo blocos, fatias e pastas (BOUKID etal., 2021; GRASSO
et al., 2021; FOX etal., 2021).

Na producdo de AVQ, o processo envolve a imersdo e a moagem dessas nozes em agua,
seguido de um periodo de fermentagdo. Durante a fermentagdo, a mistura de nozes moidas e
agua passa por um processo espontaneo que resulta no desenvolvimento de varias espécies e
muitas cepas microbianas, contribuindo para a eficiéncia geral doecossistema (DEMARIGNY,
2012). Tabanelli et al. (2018) utilizou castanha de caju para a producéo de produto fermentado

semelhante aos AVQ com castanha de caju, embebidos em &gua, moidos e adicionados de
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cultura starter para fermentacdo. Nesse preparo foram inoculadas as cepas de Leuconostoc
mesenteroides, Pediococcus pentosaceus e Weissella sp.

A figura 1 é uma ordem das etapas que envolvem o preparo de AVQ, conforme
explorado por alguns autores (DEMARIGNY, 2012; TABANELLI et al., 2018; CHEN et al.,
2020). Naetapa inicial se tem a escolha dos ingredientes vegetais que vdo compor a matriz de
fermentacgdo do produto. Na segunda etapa, ocorre a fermentacdo espontanea atraves da propria
microbiota do grdo, geralmente BAL estdo presentes, conforme identificado por Di Cagno et
al. (2013). Tambem pode se utilizar a fermentagdo rejuvelac de outra matriz, como realizado
por Chen et al. (2020) que utilizou rejuvelac de quinoa como cultura starter para producéao de
produto fermentado de castanha de caju. Naterceira etapa, 0s gréos, nozes sdo triturados, nesse
momento, € adicionado cultura starter de interesse como por exemplo, podem ser adicionadas
bactérias e leveduras para seguir a fermentacéo e resultar no produto final, como visto no item
4,

Figura 1 - Etapas de producdo de AVQ

Cultura starter

MATRIZES FERMENTACAO PASTA DA
VEGETAIS ESPONTANEA MATRIZ

®

ANALOGO VEGETAL
DE QUEIJO

Fonte: elaborada pela autora (2023).

InformacGes na literatura sdo escassas sobre a origem exata dos AVQ, ha especulacbes
que comegaram a ser produzidos na China. A primeira versdo foi feita com soja fermentada e
iniciou sua comercializacdo na década de 1980 (USHER, 2018).
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O termo “queijo” ndo é bem aceito para uso em produtos plant-based, pois segundo as
legislagcBes vigentes em alguns paises, o termo pode confundir os consumidores. No Brasil,
conforme o regulamento técnico de identidade e qualidade (RTIQ) de queijos, a denominacéo
“queijo” € exclusiva para produtos em que a base lactea nao contenha gordura e/ou proteinas
de origem ndo lactea (BRASIL, 1996). o Diario Oficial da Unido (DOU) veiculou a proposta
de Portaria n°® 831 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) com
definicbes sobre os produtos AVQ, com o objetivo de estabelecer os requisitos minimos de
identidade e qualidade para produtos analogos de base vegetal, a identidade visual e as regras
de rotulagem para regulamentacao desses produtos (BRASIL, 2023)

A Unido Europeia (UE) especifica que o termo “leite” € reservado exclusivamente para
0 produto da secrecdo normal da glandula mamaéria, obtido por uma ou mais ordenhas, sem
adicao ou subtrag¢do. Assim, ndo ¢ permitida a denominagao da palavra “queijo” para produtos
de origem vegetal, pois um dos ingredientes do queijo tradicional é o leite (PARLEMENT
EUROPEEN, 2013). Em 2017, o Tribunal de Justica da Uni&o Europeia decidiu proibir o uso
de termos semelhantes aos lacteos na rotulagem de produtos alternativos (EUROPEAN
UNION, 2017).

3.2.1 Ingredientes

Nas prateleiras dos mercados € possivel encontrar diferentes ingredientes na
composi¢do dos AVQ. Os ingredientes mais utilizados como fonte de proteina séo proteina de
ervilha, proteina de soja e proteina de lentilha

Em alguns produtos, também se encontra na composicao rejuvelac, uma bebida feita a
partir da fermentacdo de diferentes graos, sementes e vegetais. Chen et al (2020) desenvolveu
produtos fermentados a base de castanha de caju e a fermentacdo dos produtos foi feita com
rejuvelac através da germinacdo de grdos de quinoa em agua. Na revisdo feita por Tangyu et
al. (2019), de acordo com o tipo de matéria-prima utilizada, as bebidas vegetais apresentam
diferentes valores de composi¢édo e sabores.

Boukid et al. (2021) comparou os ingredientes de AVQ com ingredientes de queijos
lacteos. Entre os principais ingredientes vegetais utilizaram fontes de proteina foram proteina
de ervilha, soja, lentilha, enquanto os principais ingredientes fontes de gordura foram 6leo de
coco, pasta de améndoa, 6leo de girassol e azeite. Em relacdo a adicdo de sabores foram
identificados os seguintes ingredientes: extratosde fermento, paprica, salsa, alho em p6, vinagre

de alcool e folhas de manjericao.



19

Um dosdesafios na producdo dealternativas aos produtos lacteos € que as bases vegetais
possuem potencial alergénico como a soja, trigo, ervilha, fava, amendoim, tremogo e grédo-de-
bico (BOCQUET et al., 2019). Em relacdo ao ponto de vista no desenvolvimento de alimentos,
as expectativas nutricionais, lista de ingredientes e alérgenos sdo fatores determinantes ao
idealizar o produto (BOUKID et al., 2021). Em relacéo aos alergénicos, estudo que produziu
produtosde castanha de caju semelhante a AVQ, apontou diminui¢do nos alérgenos dacastanha
de caju no estagio pré fermentacéo e produto final apos 72 horas de fermentacdo (CHEN et al.,
2020).

3.2.2 Rotulagem nutricional

No setor de alimentos, uma expressdo conhecida é o “clean label", que literalmente
significa rétulo limpo. Segundo Asioli et al. (2017), o termo esta sendo cada vez mais adotado
por fabricantes de alimentos e pesquisadores. Os consumidores avaliam a pureza de um rétulo,
gue representa as caracteristicas dos produtos alimentares, como por exemplo, alimentos
produzidos com ingredientes mais naturais, sem aditivos, e que exibem informacdes claras na
embalagem. A interpretacdo de um rétulo limpo é subjetiva, uma vez que pode depender da
familiaridade do consumidor com os ingredientes, bem como das relagcbes que o consumidor
faz a partir dessas informacoes.

Boukid et al. (2021) descreveu as informacdes contidas em rotulos de produtos como
gueijo e iogurte feitos com ingredientes vegetais que seguem o apelo do rétulo limpo. Foi
verificado que os rotulos em 19,3% (n = 22) dos produtos veganos alegaram néo conter aditivos
e conservantes, 23,7% (n = 27) eram organicos e 19,3% (n = 22) eram livres de transgénicos.
Além daalegacdo do termo "vegano", os AVQ tinham outras alegacdes relacionadas, incluindo
51,8% (n = 59) "livre de laticinios", 46,5% (n = 53) "livre de lactose", 34,2% (n = 39) "a base
de plantas” e 33,3% (n = 38) "vegetariano™. Segundo revisdo feita por Schiano et al. (2020), os
rétulos dos produtos foram a fonte mais comum de informagdes sobre sustentabilidade.

A rotulagem dos alimentos representa a comunica¢do entre produtores e consumidores
(FREIRIA, 2018). Para que a comunicacdo seja objetiva e eficaz € necessario que as
informacdes sejam claras, assim o individuo tera condicdes de fazer uso de tais informacdes e
fazer a escolha dos alimentos mais adequados a sua necessidade nutricional. Existem
regulamentacGes referentes a rotulagem no Brasil que padronizam em relacdo ao teor de
informacGes pertinentes as embalagens e tamanho da porcdo da tabela nutricional (BRASIL,
2020).
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3.2.3 Composicao nutricional

3.2.3.1 Composicéo nutricional e perfil de acidos graxos

A composicao nutricional dos AVQ pode variar conforme a escolha de ingredientes
utilizados. AVQ comprados em mercados na Espanha foram analisados quanto ao teor
nutricional com base na rotulagem dos produtos, a maioria dos produtos, cerca de 85% foram
preparados a base de 6leo de coco e 0s demais com castanha de caju e tofu. Os valores médios
em todos os produtos apresentaram valores médio de 5 g/100 g de proteina, as calorias
apresentaram meédia de 288 kcal/l100 g, os valores mais elevados de proteinas foram
encontrados nas amostras que continha castanha de caju e tofu com média de 11 g e 18 g/100
g, respectivamente, os autores concluiram que no geral, os AVQ analisados ndo apresentaram
um bom perfil nutricional (FRESAN; RIPPIN, 2021).

A composicdo de AVQ sdo as sementes oleaginosas e nozes que sé@o conhecidas por
oferecerem beneficios para a saude humana devido ao seu rico conteddo de compostos
bioativos, macronutrientes, micronutrientes e fitoquimicos. Possui ainda, acidos graxos
insaturados, incluindo &cidos graxos essenciais como o linoleico e o a-linolénico, fibras, relagdo
mineral equilibrada, conteudo rico em selénio, polifendis, tocoferdis e fitoesterdis (AYDAR,;
TUTUNCU; OZCELIK, 2020). Quando submetidas a fermentacdo, podem ocorrer mudangas
estruturais e bioativas dos polissacarideos por suas estruturas e propriedades funcionais (L1U
et al., 2023).

Os acidos graxos, componentes dos triglicerideos, séo acidos carboxilicos com cadeias
hidrocarbonadas. Classificados de acordo com sua estrutura, podem ser saturados ou
insaturados de acordo com a quantidade de duplas ligacGes, cis ou trans pela configuracéo das
duplas ligacdes e de cadeia curta, média ou longa, segundo o comprimento da cadeia de
carbonos que apresentem (SANTOS et al., 2013). Tabanelli et al. (2018) analisaram castanhas
de caju cruas e um alimento fermentado vegano a base de castanha que foi fermentado
espontaneamente. O &cido graxo mais abundante foi o &cido oleico (C18:1), seguido pelos
acidos linoleico (C18:2), &cidos graxos mono e poli-insaturados e os principais acidos graxos

saturados presentes foram acido palmitico (C16:0) e acido estearico (C18:0).

3.2.4 Culturas microbianas
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Os alimentos fermentados sdo uma forte tendéncia aos consumidores que preferem
alimentos naturais, além propiciar a preservacdo dosalimentos, pode adicionar sabor, texturae
melhorar os aspectos nutricionais (BHAVANIRAMYA et al., 2019). A fermentacdo pode
ajudar a melhorar os perfis sensoriais, propriedades nutricionais, textura e seguranca
microbiana (TANGYU et al., 2019). Durante a fermentacdo, o crescimento de organismos
causadores de deterioracdo e patogénicos € inibido pelos metabdlitos gerados pelos organismos
fermentadores, estendendo assim a vida Util de produtos pereciveis.

As BAL séo conhecidas devido suas diversas aplicacbes na industria de alimentos.
Durante a fermentacdo acido latica, as BAL sintetizam metabolitos como acido lactico, acido
acético, dioxido de carbono, etanol, peréxido de hidrogénio, bacteriocinas e peptideos
antimicrobianos (DI CAGNO et al., 2013), que suprimem de maneira sinérgica a sobrevivéncia
e 0 crescimento de microorganismos patogénicos e causadores de deterioragéo.

Segundo Murphy et al. (2017), as fermentacGes comerciais realizadas com BAL
evoluiram para uma indUstria de varios bilhdes de ddélares. Na indUstria de laticinios, existe a
possibilidade de utilizar diferentes culturas iniciadoras, ou seja, utilizar cepas especificas de
BAL para produgdo de alimentos com caracteristicas de sabor, aroma e textura diferentes.

As BAL podem ser agrupadas em culturas iniciadoras, cujo papel principal é a producéo
de &cido latico, ou "culturas suplementares™ que sdo usadas para a formacéo de sabores. Muitos
alimentos lacteos fermentados como queijo, iogurte, kefir e kumis, utilizam BAL como
Lactococcus, Lactobacillus e Streptococcus (HUANG et al., 2022). As BAL principalmente
dos géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus e Enterococcus, tém sido
amplamente utilizadas no desenvolvimento de alimentos probidticos (ROOBAB et al., 2020).
A entrega de probiéticos aos seres humanos tradicionalmente esteve associada a alimentos
lacteos fermentados, como leite fermentado, iogurte e queijo, principalmente de origem bovina
(RANADHEERA;NAUMOVSKI; AJLOUNI, 2018). Embora ndo haja um consenso definitivo
sobre 0 nimero minimo de microrganismos probi6ticos necessarios para conferir qualquer
beneficio a saide no hospedeiro, ¢ amplamente aceito que pelo menos 108 a 10’ UFC/mL ou g
de células probioticas viaveis devem estar presentes no produto final no momento do consumo
(MONTANARI et al., 2020).

As BAL e leveduras (por exemplo, Saccharomyces) s&o 0s microorganismos mais
amplamente utilizados para a fermentacéo plant-based (JESKE; ZANNINI; ARENDT, 2018).
Sendo estudados principalmente como monoculturas, estes microorganismos demonstraram
possuir propriedades que melhoram atributos nutricionais e/ou sensoriais importantes. O uso de

fermentacdo com culturas mistas, em particular, tem grande potencial para melhorar a qualidade
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nutricional e o perfil sensorial de materiais vegetais (TANGYU et al., 2019). Possibilidades de
selecdo e combinagdo mais racionais de cepas com interacfes sinérgicas previsiveis seriam
altamente valiosas para o desenvolvimento de processos de fermentacdo mais inteligentes e
produtos de melhor qualidade. A medida que o mercado se torna cada vez mais diversificado,
a fermentacéo de novos tipos de materiais vegetais se tornara outra tendéncia importante.

Em queijos lacteos, as espécies fungicas tém papel decisivo no sabor e textura de queijos
de mofo branco e azul devidoas atividades lipoliticas, proteoliticas e glicoliticas, levando a alta
producio de cetonas e alcoois aromaticos (MONTEL et al., 2014; MARTIN; COTON, 2017;
COTON et al., 2020). Geralmente, especies fuangicas como Penicillium camemberti,
Penicillium roqueforti, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus, Candida
catenulata, Galactomyces geotrichum e Mucor lanceolatus estdo presentes no ambiente de
producéo ou entdo, sdo adicionadas como culturas auxiliares (COTON et al., 2020; GILLOT et
al., 2017; GARNIER; VALENCE; MOUNIER, 2017; MOUNIER; COTON, 2022).

3.2.5 Seguranca

Os alimentos fermentados estdo associados a beneficios a satde, porém, se produzidos
em condicdes higiénicas inadequadas podem oferecer riscos a saude. Os microrganismos
envolvidos no processo de fermentacdo tendem a predominar sobre demais, o que resulta na
inibicdo de microrganismos prejudiciais e patogénicos. As BAL desempenham um papel
inibitério em relagdo a possiveis competidores. Além disso, a alcaliniza¢cdo por meio da
producdo de amobnia pode ter um efeito inibitério e os microrganismos também tém a
capacidade de liberar outras substancias inibitérias, como diacetil, acetaldeido e bacteriocinas,
que restringem o crescimento de outros microrganismos (TAMANG et al., 2020).

Apesar de serem, em geral, considerados alimentos seguros, ainda existem potenciais
riscos para a saude associados a produtos fermentados, especialmente quando fabricados em
condicbes de higiene inadequadas. As necessidades dos consumidores veganos S&o
frequentemente satisfeitas por produtos caseiros ou artesanais que muitas vezes ndo passam por
um rigoroso controle dos padrdes de qualidade e higiene (TABANELLI et al., 2018).

Segundo dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) que desempenha
papel em vigilancia e resposta a surtos de doengas, bem como na promocdo de diretrizes de
salide publica, pesquisa e educacéo para o publico e profissionais de satde nos Estados Unidos.
Ja foram registrados diversos surtos alimentares vinculado ao consumo de AVQ. O primeiro

caso veiculado foi uma contaminagdo com analogos vegetais de queijos produzidos com
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castanha de caju crua contaminados com Salmonella enterica sorovar Stanley (S. Stanley)na
Califérnia, Nevadae Wyoming, nas quais dezessete pessoas adoeceram, sendo que quatro delas
foram hospitalizadas ap6s o consumo do produto nestes trés estadosnos Estados Unidos (CDC,
2014). Outra notificagdo encontrada foi de um surto alimentar por Salmonella enterica sorovar
Weltevreden (S. Weltevreden), que foi noticiada no Canada, aonde vinte e trés pessoas
registraram o surto alimentar apds o consumo de AVQ de castanha de caju (SCHMITT et al.,
2018). Em 2021, outro surto alimentar foi notificado nos Estados Unidos, ap6s o consumo de
analogos vegetais de queijos feitos a base de caju do tipo Brie contaminado com Salmonella
enterica sorovar Urbana (S. Urbana). Nesse surto, sete pessoas se contaminaram, sendo que trés

pessoas foram hospitalizadas (CDC, 2021).

3.3 IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS EM ALIMENTOS

3.3.1 Cultura-dependente

A microbiologia de alimentos tradicionalmente baseou-se em técnicas através de meios
de cultura para avaliar a microbiota em queijos (YELURI JONNALA et al., 2018). Os AVQ
possuem caracteristicas semelhantes aos queijos lacteos também constituem uma casca e
interior, mesmo que a matriz seja diferente nos produtos, no caso castanha de caju, oleaginosas
e nozes, em leites lacteos podem ser feitos de leite de vaca, cabra, ovelha, etc. Se elegem o0s
meios de cultura seletivos conforme os microrganismos de interesse a serem cultivados,
isoladas e sequenciados para identificacdo da espécie. Os meios de culturas seletivos e as
temperaturas de crescimento séo elencados com base no perfil das amostras, como por exemplo,
Brain Heart Infusion (BHI) para bactérias mesofilas e para BAL, 0s meios geralmente sdo (M17
e MRS - De Man, Rogosa and Sharpe). Para as leveduras e fungos, 0 meio Yeast Extract
Peptone Dextrose (YPED). O crescimento ideal para bactérias em temperatura de 30 °C tanto
em ambiente anaerdbico quanto aerdbico, em temperatura de 25 °C em ambiente aerébico
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

3.3.1.1 Sequenciamento Sanger
O método de sequenciamento Sanger, foi criado por Frederick Sanger e seus

colaboradores em 1977. O método se baseia no uso de uma enzima DNA polimerase para

sintetizar cadeias de DNA de comprimentos variados. Uma fita de DNA servira como molde
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para a fita da qual deseja-se descobrir a sequéncia. Através do sequenciamento do gene 16S
rRNA de bactérias, bem como no sequenciamento de 26S rRNA de fungos e leveduras, somam
ampla quantidade de dados de sequéncia nos genes rRNA. As sequéncias de genes rRNA sao
altamente conservadas dentro de organismos vivos do mesmo género e espécie (WOO et al.,
2008; KURTZMAN; ROBNETT, 1997).

3.3.1.2 MALDI-TOF MS

A espectrometria de massas por ionizacao assistida por matriz-tempo de voo (MALDI-
TOF MS) é uma abordagem protedmica e econdmica na microbiologia diagndstica para a
identificacdo de bactérias e fungos diretamente de colénias.

O método tem sido usado para perfilar proteinas bacterianas de extratos celulares e
recentemente foi aplicado na identificacdo de microrganismos de diferentes géneros, espécies
e cepas diferentes da mesma espécie. O procedimento fornece uma impressdo espectral de
massa Unica dos microrganismos. Este método requer que as moléculas de biopolimeros
normalmente presentes na fase condensada sejam convertidas em moléculas ionizadas intactas
e isoladas na fase gasosa. Em seguida, ions sdo separados de acordo com seu peso molecular
apos migracdo em um campo elétrico. Cada molécula detectada é caracterizada por: a massa
molecular (m), a carga (z), a razdo massa/carga (m/z) e a intensidade relativa do sinal. As
aplicacbes da espectrometria de massa sdo muito amplas, abrangendo analises altamente
precisas de peptideos e determinacdo de sequéncias de peptideos para identificar e caracterizar
o0 estado de proteinas em amostras bioldgicas (KANAK; YILMAZ, 2018; NACEF et al., 2017;
CARBONNELLE; RASKINE, 2011).

Esquema geral para a identificacdo de bactérias e leveduras por MALDI-TOF MS
usando o método de células intactas (Figura 2). O crescimento bacteriano ou fungico é isolado
a partir de meios de cultura em placa (ou pode ser concentrado a partir de cultura em caldo por
centrifugacdo em casos especificos) e aplicado diretamente na placa de teste MALDI-TOF MS.
As amostras sdo entdo cobertas com matriz e secas. A placa € posteriormente inserida no
instrumento e analisada por um software associado ao sistema respectivo, permitindo a

identificacdo rapida do organismo (CLARK et al., 2013).
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Figura 2 - Esquema de aplica¢do do preparo do MALDI-TOF MS
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Fonte: Adaptado de Clark et al. (2013).
3.3.2 Cultura independente

A abordagem de cultura dependente pode ser limitada quanto sua capacidade de detectar
microrganismos subdominantes, ocorrendo entéo, resultados limitados. Para a comprovacao, as
abordagens independentes de cultura tém se tornado mais populares (YELURI JONNALA et
al., 2018). A microbiologia de alimentos utiliza a biologia molecular como estratégia para
detectar, identificar e monitorar microrganismos em alimentos, como analise da comunidade
bacteriana em queijos lacteos (MARKUSKOVA etal., 2021), analise de microbiomas de vinho
(CERUTTI et al., 2019) e vegetais em conserva (ZHAO et al., 2017).

Para determinacdo da diversidade microbiana, 0 método de metabarcoding é uma
técnica da biologia molecular que envolve o sequenciamento de fragmentos de DNA
especificos, conhecidos como barcodes, que em portugués significa codigos de barras (DNA-
BASED, 2022). O DNA da amostra é extraido com kits comerciais e protocolos especificos
conforme a regido de interesse. As regides especificas sdo amplificadas por reagdo em cadeia
dapolimerase (PCR), a regido especifica para bactérias € o gene 16S rRNA, fungos e leveduras
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na regido ITS. As sequéncias obtidas sdo entdo comparadas a bancos de dados genéticos de
referéncia para identificar as espécies ou grupos taxondmicos.

O gene 16S rRNA é um bom marcador polimérfico para a impressdo digital da
comunidade bacteriana, uma vez que é altamente conservado e possui regides conservadas e
variaveis (BJERRE et al., 2019). O sequenciamento do gene 16S rRNA permite que se alcance
a sensibilidade ao nivel de género para pesquisas metagenémicas de populagGes bacterianas. A
analise da regido ITS possibilita a identificacdo rapida de fungos para ajudar a detalhar a
ecologia fungica, em bancos de dados internacionais ja existem um grande nimero de cépias

por célula e sequéncias depositadas (Figura 3).

Figura 3 - Abordagens substancialmente diferentes podem ser usadas: sequenciamento de amplicon direcionado
e sequenciamento shotgun
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Fonte: Adaptado de De Filippis, Parente e Ercolini (2018).

A descoberta da diversidade microbiana desempenha papel crucial na biotecnologia por
proporcionar o aprimoramento de processos de fermentacdo, além da compreensdo das

complexas interacdes entre microrganismos que impulsionam a producdo de alimentos (DE



27

FILIPPIS; PARENTE; ERCOLINI, 2017). Permite explorar de que maneira podemos
modificar ou regular suas funcbes potenciais com o objetivo melhorar as caracteristicas dos

alimentos como aroma, sabor e textura.
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5 DISCUSSAO GERAL

Para a caracterizacdo dos AVQ foram realizadas varias analises como a determinacao
da composi¢cdo microbiana tanto da casca e interior das amostras europeias. As amostras
brasileiras ndo apresentavam casca maturada por esse motivo ndo foi avaliada. A analise da
composicdo nutricional foi feita com base nas rotulagens das embalagens dos produtos. Além
disso foi realizada também, a verificacdo da composicdo de proteinas, cinzas e perfil de &cidos

graxos tanto nas amostras europeias quanto nas amostras brasileiras.

5.1 SEMELHANCA DAS AMOSTRAS EUROPEIAS E BRASILEIRAS

Na escolha das amostras, os critérios utilizados foram: a lista de ingredientes, sendo de
preferéncia produzidos a partir da castanha de caju, produtos obtidos a partir de fermentacdo e
quando possivel, presenca de casca maturada. Em relagdo aos ingredientes, a castanha de caju
e soja foram os comuns em ambas as amostragens europeia e brasileira. Em relacdo aos
ingredientes organicos foi observado a presenca de leites vegetais organicos como leite de
améndoa e leite de soja. Na aquisicdo das amostras, algumas foram adquiridas em lojas fisicas
e outras compradas direto do produtor, h& poucas opg¢bes de AVQ sendo comercializados em
lojas fisicas ainda, a maioria é vendida por e-commerce ou via aplicativo de delivery.

Referente aos microrganismos isolados, em ambas as amostragens foi verificada a
presenca de BAL sendo L. lactis e Lc. paracasei. A bactéria S. saprophyticus foi isolada em
ambas as amostras de AVQ tanto europeias quanto brasileiras (Figura 4), o que pode indicar
contaminacdo durante a manipulacdo dos produtos, pois € conhecida por estar presente na

microbiota da pele e mucosas.
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Figura 4 - Diagrama das bactérias isoladas das amostras europeias e brasileiras.
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Fonte: elaborada pela autora (2023).

5.2 DIFERENCA DAS AMOSTRAS EUROPEIAS E BRASILEIRAS

Em relagdo aos microrganismos isolados nos meios de culturas e na analise
metagendmica, presenca de bactérias nas amostras europeias foi superior as amostras
brasileiras. Além disso, a quantidade de isolados foi superior nas amostras europeias também
(figura 4), ou seja, foram isoladas 13 espécies diferentes enquanto no Brasil apenas 3 espécies.
A presenca do género Staphylococcus pode indicar contaminacdo da amostra, pois além de
aparecer nas coletas dos isolados foi verificada também na analise metagenémica.

As embalagens carecem de informagdes, por exemplo, a tabela com os valores
nutricionais dos rotulos ndo seguem uma porg¢ao padrdo, em alguns casos, encontramos porgdes
declaradas em 40 g, 30 g, 35 g e 15 g, a unidade de medida foi usada como fatia. A
recomendacgdo mais proxima para esse produto seria a rotulagem conforme a legislacdo IN75
que se refere a porcdo de tofucomo 40 g (BRASIL, 2020). Além disso, ndo ha declaracdo do
nome do produto, acreditamos que por ndo ter uma regulamentacdo para os produtos até o

momento da compra, que foi realizada até o inicio do ano de 2022.

Nas rotulagens da (Figura 5), a rotulagem de uma das amostras brasileiras, faz alegacédo

de produto 100% vegetal, probidticos, fermentacao natural e ndo contém gliten, lactose e soja.
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Na Europa, a maioria dos produtos AVQ sdo fabricados com ingredientes organicos, ha

comunicagdo nas embalagens a respeito de sustentabilidade como “100% compostavel” e

alegacdo de produto vegano.
Figura 5. Rotulagens encontradas nas amostras brasileiras e europeias de AVQ.

Rotulagem dos anélogos vegetais

Rotulagens dos analogos vegetais de
de queijos comercializados no Brasil

queijos comercializados na Europa

Alegacdes da rotulagem nutricional:

100% vegetal, ingredientes naturais, fermentacdo natural
Probidticos, geragdo minima de residuos

Nao contém lactose, ndo contém gluten, ndo contém soja.

Alegacoes da rotulagem nutricional:

Lista de ingredientes, mencdo aos organicos e origem
Alimento vegetal, cru e fermentado.

Embalagem 100% compostdavel e produto vegano.

Fonte: Arquivo pessoal (2023).

Na rotulagem de dois produtos brasileiros da mesma empresa fornecem a mesma
rotulagem como tabela nutricional e lista de ingredientes (Figura 6), porém os produtos sao

diferentes. Um deles contém alecrim nos ingredientes e essa informacao ndo consta na lista de
ingredientes.
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Figura 6. Rotulagens encontradas nas amostras brasileiras de AVQ.
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Fonte: Arquivo pessoal (2023).

A diferenca encontradana composicdo nutricional com base na rotulagem é superior em
relacdo a quantidade de lipidios nas amostras brasileiras, ao contréario do teor de sal que nas
amostras europeias sdo maiores chegando 2 g por porcdo de 100 g. Enquanto, os valores de
proteinas e calorias sdo semelhantes, os valores de carboidratos sdo menores nas amostras
europeias variando de 5.5-18.8 g/100 g e nas amostras brasileiras de 5-30 g/100 g. J& nas
analises de cinzas, proteinas e perfil de acidos graxos, os valores cinzas e proteinas apresentam
pouca diferenca entre ambas as amostragens. O perfil deacidos graxos revela que determinadas
amostras brasileiras por possuirem 0leo de coco em sua composi¢do tiveram indices elevados
de &cido laurico, acido graxo saturado. Nas amostras europeias, 0s principais acidos graxos
foram &cidos oleicos e linoleicos.

Os valores encontrados podem se justificar devido as diferentes matrizes encontradas
nas amostras, como por exemplo, nas amostras da Europa, alguns AVQ utilizam apenas
castanhas de caju em sua composi¢édo e as demais acrescentam soja, leite de améndoas ou pinoli.
Por outro lado, as amostras brasileiras apresentam uma variedade maior de matrizes como a
castanha de caju, 6leo de coco, macadamia, carvdo ativado, leites vegetais, rejuvelac de arroz

em alguns produtos até conservantes.
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6 CONCLUSAO

Globalmente, os consumidores estdo buscando cada vez mais produtossaudaveis, éticos
e econdmicos, com baixo impacto ambiental, o que impulsiona a demanda por alternativas
veganas e vegetarianas. No contexto de fontes alternativas de proteina, pesquisas de mercados
revelam uma ascendéncia e potencial crescimento dos substitutos de lacteos com ingredientes
vegetais nos proximos anos.

Em relacdo aos achados microbiolégicos dos AVQ analisando tanto na Europa quanto
no Brasil, demostraram que culturas microbianas comumente encontradas em produtos lacteos
fermentados, se adaptaram bem as matrizes vegetais. Além disso, sugerem potenciais sugestdes
para trabalhos futuros que tenham interesse em testar e produzir AVQ.

Nutricionalmente, as principais matrizes encontradas como ingredientes nos AVQ
foram castanhas de caju, soja, leites vegetais e macadamia. As opg¢des de laticinios de origem
animal ja estdo bem estabelecidas no mercado e bem aceitas pelos consumidores. Os AVQ
coletados na Europa, predominantemente elaborados a partir da castanha de caju, revelou um
perfil de macronutrientes rico em lipidios, seguidos de proteinas e carboidratos. Possuem perfil
de acidos graxos com predominancia em acidos mono insaturados e poli-insaturados, como o
acido oleico e acido linoleico, respectivamente. Os produtos brasileiros apresentaram maior
teor de lipidios em sua composicdo, em relacdo ao perfil de acidos graxos, obteve a presenca
de &cido monoinsaturado e saturado, sendo o0 maior teor de acido oleico, seguido do acido
laurico que provavelmente, teve destaque na composicdo por conta de algumas amostras
apresentarem 06leo de coco nos ingredientes. A composicdo de proteina apresentou valores
variados nos produtos.

Quandose trata de ingredientes de origem vegetal, eles se comportam de forma diferente
daqueles encontrados no leite animal, o que significa que sdo necessarias mais pesquisas para
se chegar aum produto com qualidade adequada, tanto em termos de sabor quanto de equilibrio
nutricional. As descobertas apresentadas tanto das abordagens microbioldgicas e nutricionais
podem contribuir para avancos e estratégias tanto no desenvolvimento de novos produtos

quanto na compreensdo cientifica em relagdo ja disponiveis no mercado.
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