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Resumo

A procura por alimentos semelhantes ao leite de origem animal é crescente. Observa-se
gue a intolerancia a lactose e a alergia ao leite estdo presentes em grande parte da
populacdo, que procura uma alternativa para contornar esse problema de saude. A
populacdo engajada com a sustentabilidade também se preocupa com a industria do leite
de origem animal, por ser bastante prejudicial ao meio-ambiente. Somam-se a isso, novos
estudos que mostram uma possivel relacdo entre o consumo de produtos lacteos e a
presenca de osteoporose e desenvolvimento de cancer. Leites vegetais, denominacdo que
se da ao extrato obtido de grdos, sdo uma alternativa para o leite de origem animal. Por
ser uma industria muito nova, poucos estudos foram feitos e ndo se sabe muito sobre
métodos de conservacdo desse produto. Nesse contexto, o presente trabalho teve por
objetivo estudar a aplicacdo de calor por um método convencional na industria — a
pasteurizacdo — e avaliar a sua eficiéncia no aumento de vida de prateleira de um leite de
castanha-de-caju através de analises microbiolégicas. Alteracdes na qualidade do leite
vegetal foram avaliadas através de analises fisico-quimicas. O binbmio tempo -
temperatura utilizado foi de 63,5°C por 30 minutos, conhecido como pasteurizagdo lenta.
Do ponto de vista microbiolégico, o tratamento se mostrou eficiente, pois se observou
grande diminuicdo de bactérias através da andlise de contagem de heterotréficos e
também se verificou auséncia de Staphylococcus aureus e coliformes totais/fecais no leite
vegetal tratado. Do ponto de vista fisico-quimico, observou-se que o tratamento pouco
alterou as caracteristicas presentes no leite cru, mostrando que a pasteurizacdo é um
tratamento viavel para o aumento da vida de prateleira do leite vegetal de castanha-de-
caju.

Palavras chave: Leite vegetal, vida de prateleira, pasteurizacdo, lactose, analises

microbioldgicas, analises fisico-quimicas, castanha-de-caju.
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1 Introdugao

A revolugao industrial nos trouxe grandes beneficios nas mais diversas areas. Com
a utilizacdo de maquinas, tornou-se possivel produzir com grande eficiéncia produtos de
melhor qualidade com um custo menor. Na indUstria alimenticia, a substituicdo do
trabalho manual e da tracdo animal possibilitou grande aumento da producao, gerando
um grande crescimento populacional e, como consequéncia disso, o ser humano pode
focar-se em outras dreas da tecnologia, resultando num mundo onde o desenvolvimento
tecnoldgico cresce em nivel exponencial.

Entretanto, pouca atencdo foi dada a sustentabilidade desse crescimento, de
maneira que a utilizacdo dos nossos recursos naturais foi feita com irresponsabilidade,
prejudicando nds mesmos e muitos outros seres vivos com quem compartilhamos nosso
planeta. Hoje se tem consciéncia da importancia de um desenvolvimento sustentdvel e a
tendéncia mundial é a busca por alternativas frente a processos de producao tradicionais.

A industria dos laticinios € um exemplo disso. Surgida ha milénios, tinha o objetivo
de dar uma destinacdo ao leite disponivel nas fémeas dos rebanhos apds estarem
prenhas. Esse costume foi mantido e hoje é uma industria chave no ramo alimenticio
(Henriksen, 2009). Porém, existem dois motivos pelos quais é importante a busca por
alternativas a industria dos laticinios:

- Sustentabilidade: segundo dados da Companhia de Saneamento Basico do
Estado de S3o Paulo - SABESP, a producdo de leite e derivados consome grande
guantidade de d&gua. Para a producdo de um litro de leite sdo necessarios
aproximadamente 700 litros de agua; para um quilo de queijo, 5.000 litros de dgua e para
um quilo de manteiga, 18.000 litros de 34gua sdo consumidos. Para comparacdo, a
producdo de um quilo de batatas consome aproximadamente 100 litros de agua.

- Saude: a presenca de células somaticas no leite devido a inflamacdo no tecido
mamario das vacas (mastite) é muito comum. E permitido por lei que haja até 600 mil
células somaticas por mL de leite, isso sem levar em consideracdo os casos de industrias
clandestinas, onde nenhum padrdo de higiene é respeitado (Dirr, 2005). Além disso,
novos estudos mostram que ndo existe necessidade do consumo de laticinios para o
combate da osteoporose — o que se observa é um efeito contrario, de maleficio aos ossos
(Feskanich et al., 1997; Bolland et al., 2005) e isso se estende a outros problemas de
saude, como por exemplo, a ligacdo indireta com o cancer de prostata (Ludwig e Willet,

2013). Finalmente, pode-se citar a grande quantidade de individuos que apresentam
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intolerancia a lactose — dados da Food Intolerance Network indicam que, no Brasil,
aproximadamente 50% da populagdo apresenta algum nivel de intolerancia, fato que é
comprovado pela auséncia da enzima lactase em adultos, que é produzida apenas na
infancia para degradar a lactose vinda do leite materno (excetuando os casos de criangas
que ja nascem com deficiéncia na produc¢do da enzima).

Uma alternativa a industria dos laticinios é a producdo de leites a partir de
matéria-prima vegetal. Um bom exemplo disso é o leite de soja, que ja é comercializado
em grande escala desde os anos 80. Além da soja, é possivel também a obtencao do leite
a partir de outros graos e oleaginosas bastante nutritivas (como castanhas, améndoas,
arroz, aveia, coco, etc) (Wong, 2013).

A motivacdo para este trabalho ndo é apenas a busca por um sistema mais
sustentdvel de producdo de leite, mas também a insercdo do estudo no mercado. O
nordeste brasileiro possui grande potencial como fornecedor de matéria-prima e, além
disso, poucos estudos foram realizados nesse segmento.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo geral testar o tratamento
térmico de pasteurizacdo lenta em leite vegetal obtido a partir da castanha-de-caju, a fim
de aumentar a vida de prateleira do produto. Os resultados foram avaliados a partir de
analises microbiolégicas, as quais foram realizadas no leite submetido ao tratamento
térmico e comparadas com o controle (leite cru) e também a partir da andlise fisico-
guimica dos melhores resultados.

Os objetivos especificos foram:

e realizar tratamento térmico de pasteurizacdo lenta;
o verificar a eficiéncia dos métodos através de andlises microbiolégicas:
e contagem bacteriana total;
e presenca de Staphylococcus aureus;
e coliformes totais e termotolerantes.
o verificar possiveis alteracdes nos constituintes do leite devido ao uso dos tratamentos

através de andlise fisico-quimica.
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2 Revisao Bibliografica

Uma boa caracteristica de qualquer produto alimenticio é que o mesmo possua
uma longa vida de prateleira, periodo no qual o produto é teoricamente consumivel sem
perigo ao consumidor (Gyeszly, 1991). Para obter essa caracteristica, existem dois
requisitos basicos que devem ser seguidos:

- Condicdes adequadas de armazenamento — aplicagdo de um sistema de
refrigeracdo adequado para o produto, quando necessario, assim como o controle da
umidade do ambiente. Além disso, é recomendavel boas condi¢gdes de transporte, em
embalagens adequadas que evitem rompimento e possivel contato com o ambiente
externo. Calor ou frio extremo, passiveis de degradar o alimento, devem ser evitados.

- Controle microbiolégico — deve ser feito através de um tratamento, logo antes
ou apés o alimento ser embalado, com o objetivo de eliminar, ao maximo,
microrganismos que possam degradar o produto (Azanha e Faria, 2005).

Os tratamentos para controle microbiolégico mais empregados na industria
alimenticia sdo os térmicos e os quimicos. No tratamento térmico, elevadas temperaturas
por um periodo minimo de tempo sdo utilizadas para eliminar ou inibir microrganismos
presentes no meio. No tratamento quimico, sdo utilizados aditivos capazes de inibir
microrganismos. Ambos os tratamentos devem garantir as caracteristicas do produto,

mantendo-o consumivel (Vegara et al, 2013).

2.1 Leites vegetais

A denominacdo de “leites” vegetais se da a bebida prdpria para consumo, obtida
de matéria-prima vegetal, cujas caracteristicas se assemelham muito ao leite de origem
animal, tanto nas caracteristicas organolépticas (pela cor e o sabor) quanto nas
caracteristicas fisico-quimicas (quantidade de gordura e agucares) (Enig, 1996). Os leites
vegetais mais comuns no mercado sao o leite de soja e o leite de coco, entretanto, muitos
outros tipos de matéria-prima podem ser utilizados, como améndoas, castanhas, arroz,

aveia, entre outros (Wong, 2013).

2.1.1 Preparo de leites vegetais

O preparo de leites vegetais varia conforme a matéria-prima a ser utilizada.
Algumas matérias-primas requerem poucas operagdes unitarias para o seu
processamento, como é o caso da castanha de caju, que requer apenas a hidratacdao da

castanha, seguido pela cominui¢cdo da mesma com dgua. Outras matérias-primas, como o
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coco, necessitam a trituracdo da polpa com agua, seguido da prensagem desse extrato
em um meio filtrante, etapa na qual se separa a parte liquida, ou o “leite” de coco, da
parte solida, com a qual se pode fazer farinhas ou incorporar em outros alimentos
(Brough, 1992). O leite de soja, por sua vez, requer hidratacdo dos graos, cozimento,
cominuigao com agua, filtracao e tratamento térmico (Ministério da Agricultura, Pecuaria

e Abastecimento — MAPA, 2005).

2.1.2 Propriedades de leites vegetais

Uma comparagao dos nutrientes presentes no leite vegetal com os do leite de

origem animal pode ser visualizada na Tabela 2.1 abaixo:

Tabela 2.1: Tabela de nutrientes presentes em 100 g de leites de origem animal e vegetal

Unidade ( 1::?;:’::?3) Leite de soja Leite de coco Leite d(lect;?:ianha
Calorias kcal 42 54 230 53,3
Agua g 89,92 88,85 67,62 89,85
Proteinas g 3,37 3,27 2,29 1,82
Lipideos totais g 0,97 1,75 23,84 4,38
Fibras totais g 0 0,6 2,2 0,33
ﬁft‘;fres g 5,2 3,99 3,34 0,59
Carboidratos g 4,99 6,28 5,54 3,02

*Valores estimados usando como calculo os nutrientes presentes na castanha de caju crua numa concentragdo de 10%
em agua
Fonte: Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2016).

Entre os nutrientes acima citados, pode-se dar mais importancia as gorduras, que
afetam diretamente na saude do consumidor. Elas dividem-se entre gorduras saturadas e
insaturadas. As gorduras saturadas sao as responsaveis pelo aumento do colesterol LDL e,
consequentemente, aumento do risco de doencgas cardiovasculares. Alimentos de origem
animal, éleo de coco, 6leo de palma e manteiga de cacau sdo ricos em gorduras
saturadas.

As gorduras insaturadas, por sua vez, auxiliam na reducdo do colesterol LDL e
aumentam o colesterol HDL (benéfico para a saude). Elas sdo encontradas em altas
concentragcdes em nozes, abacate, olivas, entre outros (American Heart Association,
2014). Pode-se observar na Tabela 2.2, o maior teor de gorduras insaturadas em leites
vegetais em relagdo ao leite de vaca. Entretanto, o leite de coco apresenta um grande

teor de gorduras saturadas e por isso deve ser consumido moderadamente.
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Tabela 2.2: Quantidade de gorduras em 100 g de leite de vaca e leites vegetais

. Leite de vaca . . . Leite de castanha

Unidade (1% de gordura) Leite de soja Leite de coco de caju*
Gorduras g 0,604 0,205 21,14 0,778
saturadas
Gorduras g 0,28 0,401 1,014 2,38
monoinsaturadas
Gorduras g 0,036 0,961 0,261 0,784
poliinsaturadas

*Valores estimados usando como calculo os nutrientes presentes na castanha de caju crua numa
concentracdo de 10% em agua

Fonte: Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2016).

2.2 Tratamentos térmicos

Tecnologias térmicas tém sido a base da preservacado e producado de alimentos por
muitos anos. A temperatura é conhecida por ser um dos principais mecanismos de
preservacao que podem ser aplicados na obtencdo de produtos comercialmente estéreis,
ou seja, livre de patdgenos e microrganismos degradantes que possam crescer durante a
vida de prateleira desse produto. Embora a seguranca alimentar seja a primeira
preocupacado da industria alimenticia, pouco valor é dado a produtos de baixa qualidade,
no sentido de que o tratamento térmico tem como desafio manter as propriedades do
produto fresco. Para isso, uma das solu¢des encontrada é a utilizacdo de tempos curtos
de aquecimento, seguido de um resfriamento rapido (Richardson, 2001).

Os processos térmicos variam consideravelmente de acordo com a severidade do
calor aplicado, indo desde a pasteurizacdo (em temperaturas mais brandas) até a
esterilizacdo in-container (temperaturas mais elevadas). Para o caso do leite de origem
animal, os processos utilizados variam muito de acordo com as praticas mais adotadas em
cada pais. Por exemplo, no Reino Unido, de todo leite vendido, 87% corresponde ao leite
pasteurizado. Em contrapartida, na Franga e Alemanha, na maior parte da producao de
leite é feita esterilizacdo UHT (Ultra High Temperature) (Lewis e Heppel, 2000). No Brasil,
a pasteurizacdo ja foi muito popular nos anos 90, mas vem perdendo espago para o
tratamento UHT devido a forte industrializacdo do pais a partir desse periodo, como

mostra a Tabela 2.3.
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Tabela 2.3: Producdo em milhdes de litros de leite de vaca por tipo de tratamento
térmico no Brasil.

Ano Pasteurizado UHT Total
1990 4.054 187 4.241
1991 3.747 204 3.951
1992 3.338 355 3.693
1993 2.706 456 3.162
1994 2.885 730 3.615
1995 3.150 1.050 4.200
1996 2.853 1.700 4.553
1997 2.270 2.450 4.720
1998 1.980 3.100 5.080
1999 1.700 3.425 5.125
2000 1.630 3.600 5.230
2001 1.440 3.950 5.390
2002 1.480 4.220 5.700
2003 1.540 4.227 5.767
2004 1.590 4.403 5.993
2005 1.550 1.802 3.352
2006 1.610 5.050 6.660
2007 1.710 5.033 6.743
2008 1.795 5.308 7.103
2009 1.790 5.262 7.052
2010 1.690 5.455 7.145
2011 1.625 5.818 7.443

ADAPTADO DE: MDIC — Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior, 2011.

No que se refere a leites vegetais, existem poucos dados sobre qual o tratamento

térmico é mais empregado. No caso do leite de soja, um tratamento térmico comum

empregado em agroindustrias de pequeno porte é a pasteurizacdao de 95 a 98°C por 10

minutos, seguido de resfriamento brusco (Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento — MAPA, 2005). Algumas tecnologias emergentes tém se mostrado muito

eficientes em escala laboratorial e que poderiam ser implementadas em escala industrial,

como é o caso do tratamento em alta temperatura com aplicacdo de pressdo, tanto do

ponto de vista fisico-quimico e organoléptico (Feng et al, 2016) e do ponto de vista

microbioldgico (Manassero et al, 2016).
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2.2.1 Mecanismo de controle de populagdo microbiana por calor

Segundo Fellows (2006), a utilizagdo de altas temperaturas tem como alvo as
moléculas orgéanicas pertencentes as células dos microrganismos presentes no meio,
como proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucleicos. Essas moléculas desempenham
papel fundamental no funcionamento dessas células.

A parede celular da maioria das bactérias procariotas e alguns fungos é composta
basicamente de carboidratos que ajudam a manter a forma da célula. O calor torna a
ligacdo entre esses carboidratos fraca, tornando a parede celular estruturalmente
instavel.

A membrana das células é composta basicamente por fosfolipidios que tém como
funcdo basica o controle de entrada e saida de substancias. Em altas temperaturas,
lipideos se tornam mais fluidos, tornando a membrana fraca, o que resulta no vazamento
do liquido intracelular da célula. Virus envelopados sdo envoltos também por fosfolipidios
e sdo destruidos pelo mesmo mecanismo.

As proteinas celulares sdo altamente sensiveis ao calor, pois perdem sua estrutura
tridimensional facilmente no processo de desnaturagao por calor, perdendo sua funcao.
Essas proteinas sdo formadas baseadas em informacdes contidas no material genético
constituido de acidos nucleico (como o DNA e o RNA). Altas temperaturas podem causar

mutacdes fatais ao DNA que pode prejudicar a sintese de proteinas nas células e virus.

2.2.2 Pasteurizag@o

A pasteurizacdo é uma forma relativamente branda de tratamento por calor, na
qual o alimento é aquecido em temperaturas menores que 100°C (Fellows, 2006). E usada
para inativar microrganismos sensiveis ao calor, como bactérias vegetativas, leveduras e
fungos filamentosos, que podem estragar o alimento ou causar intoxicacdo alimentar. Na
indistria do leite e laticinios, a Federacdo Internacional dos Laticinios define
pasteurizacdo como “um processo aplicado a um produto com o objetivo de minimizar
possiveis ameacas a saude vindas de microrganismos patogénicos associados ao leite, por
tratamento térmico que seja consistente com mudancas quimicas, fisicas e organolépticas
minimas” (Lewis e Heppel, 2000).

Normalmente, o processo de pasteurizacdo é complementado com outros
métodos, como a refrigeragao, no caso de leites. Os alimentos pasteurizados devem ser
consumidos dentro de um curto espaco de tempo, entre 2 a 16 dias para os laticinios,

dependendo do tipo de pasteurizagdao empregada e do produto. A pasteurizagao é feita
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geralmente em dois binOmios: em baixa temperatura por tempo prolongado ou em alta

temperatura por tempo reduzido (Nobre e Lima, 2011).

Pasteurizacdo LTLT (Low Temperature, Long Time)

Segundo Lewis e Heppell (2000), a pasteurizagao LTLT (Low Temperature, Long
Time ou em portugués, Baixa Temperatura e Tempo Longo) é o tratamento térmico mais
antigo utilizado em leites e derivados. Ele é feito normalmente em batelada, processo
gue demanda enchimento do equipamento, aquecimento, manutencdo da temperatura
por um tempo minimo, esvaziamento e limpeza. Quando esse tratamento é utilizado na
industria de laticinios, a temperatura é mantida entre 63°C e 65,6°C por 30 minutos.

A escolha do binbmio temperatura-tempo é feito de acordo com a microbiota
presente na matéria prima. A taxa de destruicdo de microrganismos é uma reacdo de
primeira ordem, ou seja, uma mesma porcentagem de microrganismos ird morrer se
mantida uma determinada temperatura minima por um determinado intervalo de tempo,
independentemente do numero presente no comeco. Isso é conhecido como ordem
logaritmica de morte e é descrito pela curva da taxa de letalidade (Fellows, 2006).

Um exemplo dessa curva é ilustrado na Figura 2.1.

g

-
o

N* de esporos sobreviventes

Tempo de aquecimento (min)

Figura 2.1: Exemplo de curva de taxa de letalidade.
FONTE: Fellows, 2006

O valor D, ilustrado na Figura 2.1 é o tempo necessdrio para destruir 90% dos
microrganismos. Nesse caso, esse valor é de 5 minutos para uma determinada

temperatura. Diferentes espécies microbianas possuem diferentes valores para D.
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Entretanto, valores maiores de temperatura causam uma destruicdo mais rapida dos
microrganismos. Curvas de D versus temperatura sao chamadas curvas de tempo de

destruicdo térmica (TDT), cuja inclinacdo é denominada valor z. Esse grafico pode ser visto

na Figura 2.2 para leite e derivados.

Leite e fosfatase alealina

Creme de , Sorvete
leite
180017/ 7/ ;r/— ———————
W\ Vi \
A e
\ 1 }  Desnaturagéo de
\ 4 y  20% das proteinas
1 \ Y 1 dosoro
i
T e )
o B e e v ettt
g W ke
[l [} B ol B SR e RO bl
{ % 3y Desnaturagdo
P4 | ceto%das
" i "x‘ proteinas do

Temperatura (°C)

Figura 2.2: Grafico TDT para leite, derivados e proteinas.
FONTE: Fellows, 2006

Pode-se observar nessa figura que manter o leite aquecido por 1800 segundos em
aproximadamente 60°C possui o mesmo efeito do aquecimento por 15 segundos em 71°C
e o valor z para esse tipo de alimento é aproximadamente 10°C. Observa-se também que
a desnaturacdo de proteinas possui curvas acima das curvas de letalidade dos

microrganismos, indicando que a morte celular ocorre antes da desnaturacdo proteica.

Pasteurizacdo HTST (High Temperature, Short Time)

Os métodos de aquecimento HTST sdo os mais aplicados quando se trata de
tecnologia de alimentos, pois eles sdo os que causam o menor dano nas caracteristicas do
alimento, por minimizar o tempo de contato entre o produto e o equipamento. A
pasteurizacdo HTST pode ser utilizada em poucos segundos de aplicacdo de calor e, como
mostrado na Figura 2.2, tem a mesma equivaléncia do aquecimento em menor
temperatura por varios minutos. Essa rapidez com a qual ocorre esse tratamento requer
uma agitacdao muito eficiente do equipamento, de modo que todo produto seja mantido
em determinada temperatura durante aqueles segundos de aplicacdo e esse é o grande

desafio dos tratamentos HTST (Richardson, 2000).

Segundo Fellows, para o leite de origem animal, os bindmios tipicos de

pasteurizacao HTST sao:
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71,8°C por 15 segundos;

88°C por 1 segundo;

94°C por 0,1 segundo;

100°C por 0,01 segundo.

2.2.3 Outros tipos de tratamentos térmicos

Novas tecnologias tém sido empregadas na industria para promover o tratamento
térmico de alimentos, com o objetivo de reduzir custos e danos as caracteristicas
desejaveis dos alimentos. Entre elas podemos citar o aquecimento por frequéncia de
radio, processamento por micro-ondas, infravermelho, aquecimento 6hmico, entre
outros (Richardson, 2001). Dos tratamentos baseados apenas no bindmio tempo-
temperatura, podemos destacar o processo asséptico de temperatura ultra-alta (UHT)

como tecnologia amplamente utilizada na industria dos laticinios.

UHT (Ultra High Temperature)

Alguns alimentos possuem em sua microbiota bactérias termorresistentes, as
vezes produtoras de esporos, que sobrevivem as temperaturas de pasteurizacao (Silva et
al, 2012). O processo UHT, feito em temperaturas mais altas por tempos mais curtos, é
possivel quando o produto é esterilizado antes de ser envasado em um ambiente estéril
em embalagens previamente esterilizadas. As grandes vantagens do processamento UHT
sdo:

e eliminacdo da microbiota patogénica passivel de se multiplicar;
e vida de prateleira de, no minimo, seis meses sem refrigeracao;
e menor perda de nutrientes em relacdo aos métodos convencionais.

Na Tabela 2.4 é apresentada a perda percentual de alguns nutrientes presentes no
leite de origem animal depois de submetidos ao tratamento UHT e ao tratamento

convencional.
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Tabela 2.4: Perda (%) de nutrientes pelo processamento do leite apds a esterilizagdo UHT
e apods pasteurizacao.

Nutriente UHT Pasteurizagao
Tiamina 10 35
Acido ascérbico 25 90
Vitamina B12 10 90
Acido félico 10 50
Acido pantoténico 0

Biotina 0

B-caroteno 0 0
Piridoxina 10 50
Vitamina D 0 0
Desnaturagdo de proteinas 12 a 40 87
Lisina - 10
Cistina - 13
Valor biolégico - 6

ADAPTADO DE: Fellows, 2006.

Enquanto que a pasteurizagdo trabalha com temperaturas brandas, o
processamento UHT trabalha com temperaturas mais elevadas (no Reino Unido, o
tratamento térmico para o leite é regulamentado em 1 segundo a 135°C). Isso muitas
vezes requer equipamentos pressurizados que devem estar sempre estéreis. Deve-se
trabalhar com embalagens estéreis e com mao de obra qualificada, o que torna esse

processo mais caro que os tratamentos convencionais.

2.3 Propriedades fisico-quimicas dos alimentos

Um objetivo continuo dos fabricantes de alimentos é buscar melhorias no
processamento que retenham ou criem qualidades sensoriais ou reduzam os danos
causados pelo processamento. Essas alteracbes podem ser analisadas quantitativamente
através de analises fisico-quimicas. Os parametros comumente analisados sdo umidade,

proteinas, lipideos, carboidratos e cinzas.

2.3.1 Umidade

Todos os alimentos, qualquer que seja o0 método de industrializagcdo a que tenham
sido submetidos, contém dgua em maior ou menor proporc¢do. A umidade corresponde a
perda em peso sofrida pelo produto quando aquecido em condi¢des nas quais a agua é
removida. Na realidade, ndo é somente a agua a ser removida, mas outras substancias

gue se volatilizam nessas condicdes. O residuo obtido no aquecimento direto é chamado
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de residuo seco. O aquecimento direto da amostra a 105°C é o processo mais usual

(Zenebon et al, 2008).

2.3.2 Cinzas

A cinza de um alimento é o residuo inorganico que permanece apds a queima da
matéria organica, que é transformada em CO,, H,O e NO,. A cinza é constituida
principalmente de K, Na, Ca e Mg (em grandes quantidades) e Al, Fe, Cu, Mn e Zn (em
menores quantidades). Segundo Cecchi (2003), estdo presentes nos cereais em alta
concentracao Ca, P, Fe, Na, Mg e Cu. O teor de cinzas totais varia conforme o tipo de

alimento. Para nozes, o teor de cinzas varia entre 1,7% e 3,6%.

2.3.3 Lipideos

Lipideos sdo gorduras e substancias gordurosas presentes no alimento. Sdo
componentes insoliveis em 4gua e sollUveis em solventes organicos. Essas gorduras sdo
acidos graxos livres, mono, di e triacilglicerois, fosfolipideos, entre outros. O teor de
gordura varia bastante de acordo com o tipo de alimento. Leite fresco de origem animal
possui em torno de 3,7% de lipideos. Em cereais, o teor de gorduras varia entre 3% e 5%

(Cecchi, 2003).

2.3.4 Proteinas

As proteinas possuem fungdo nutricional, sdo responsaveis por grande parte das
propriedades organolépticas e da textura do alimento. A quantificacdo de proteinas é
feita normalmente pelo método de Kjeldahl, no qual o que é medido de fato é a
guantidade de nitrogénio total presente e, através de um fator de conversdo, se
determina a quantidade de proteinas. Em média, as proteinas possuem 16% de

nitrogénio. Para este caso, o fator de conversdo é de 6,25 (Cecchi, 2003).

16g N = 100g proteinas

ngN - x g proteinas

_ n-100
T 16

=n- 6,25 g proteinas
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Alguns alimentos, entretanto, possuem um fator de conversao especificos, pois
fogem muito da média. No caso de oleaginosas, esse fator é de 5,46 (Zenebon et al,

2008).

2.3.5 Carboidratos

Os carboidratos possuem diversas fung¢bes nos alimentos: sdo fontes de
nutrientes, adocantes naturais, matéria-prima para produtos fermentados (ex. aclcar na
fermentagcdo do mosto da uva e obtencdo do vinho), responsaveis pela reacdao de
escurecimento em muitos alimentos, entre outros. A determinacdo de carboidratos é
normalmente feita por diferenca, ou seja, subtraindo-se os teores de umidade, cinzas,

proteinas e lipideos de 100% (Cecchi, 2003).

2.4 Microbiologia em leites vegetais

Os microrganismos podem desempenhar papéis muito importantes nos alimentos,
sendo possivel classificar os microrganismos em trés grupos, dependendo do tipo de
interacdo entre eles e o alimento: (1) microrganismos causadores de deterioracdo nos
alimentos (alteracdo da cor, sabor, odor, textura e aspecto); (2) microrganismos
patogénicos, refletindo condicdes precarias de higiene durante a producdo,
processamento, armazenamento, distribuicdo ou manuseio e (3) microrganismos
presentes no alimento que causam alteracGes benéficas, modificando suas caracteristicas
originais de forma a transformd-lo em um novo alimento (Silva et al., 1997).

Os microrganismos evidenciam um comportamento bastante variavel em relacdo
ao intervalo de pH em que apresentam crescimento. Em geral, as bactérias crescem com
maior rapidez (pH 6timo) na faixa de 6,0 a 8,0; as leveduras entre 4,5 e 6,0 e os fungos
entre 3,5 e 4,0 (ICMSF, 1980).

O pH de todas as nozes, inclusive da castanha de caju, é proximo ao neutro. Isso
torna-as, em teoria, suscetiveis ao crescimento de varios tipos de microrganismos
durante o seu desenvolvimento. Na pratica, as cascas funcionam como uma efetiva
barreira para a entrada de microrganismos durante a maturacdo das nozes. A baixa
atividade de agua da maioria das nozes inibe a deterioracdo bacteriana e a producao de
toxinas. No entanto, a contaminacdo desses frutos pode ocorrer apds a colheita,
principalmente apds a retirada das cascas (ICMSF, 2005).

Segundo pesquisas feitas por Camara (2010), Lima et a/ (2011) e Rodrigues et al

(2012), ndo ha presenca de Salmonella sp. em castanhas de caju industrializadas ou
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processadas artesanalmente. Também nado ha presenca de Salmonella sp. em manteiga
de castanha de caju.

A Portaria n? 518/2004 do Ministério da Salude estabelece que sejam
determinados, na agua, para afericdo de sua potabilidade, a presenca de coliformes totais
e termotolerantes, de preferéncia Escherichia coli (microrganismos indicadores), e a
contagem de bactérias heterotréficas. Esses pardametros sdo os mais comuns de serem
analisados em alimentos quando se trata de seguranga alimentar e determinagao da

eficiéncia de um tratamento térmico.

2.4.1 Microrganismos indicadores

O numero e tipos de microrganismos presentes nos alimentos produzidos podem
ser usados para avaliar com seguranca a qualidade microbiolégica dos mesmos.
Microrganismos indicadores sdo grupos ou espécies de microrganismos que, quando
presentes em um alimento, podem fornecer informagdes sobre a ocorréncia de
contaminacao de origem fecal, sobre a provavel presenca de patdgenos ou sobre a
deterioracdo do alimento, além de poder indicar condi¢cdes sanitdrias inadequadas
durante o processamento e armazenamento (Franco e Landgraf, 2008).

Os indicadores de contaminacdo fecal, tradicionalmente aceitos, pertencem a um
grupo de bactérias denominadas coliformes. Denomina-se de bactérias do grupo
coliforme bacilos gram-negativos, em forma de bastonetes, aerdbios ou anaerdbios
facultativos que fermentam a lactose a 35-372C, produzindo acido, gas e aldeido em um
prazo de 24-48 horas. S3o também oxidase-negativos e nao formam esporos. O principal
representante desse grupo de bactérias chama-se Escherichia coli (FUNASA, 2004).

A contagem de microrganismos indicadores (coliformes totais e E. coli) é
normalmente feito pelo método do Numero Mais Provavel. Esse método é utilizado
quando se espera baixo numero do microrganismo alvo (<100/g) ou entdo quando,
devido ao processamento sofrido pelo alimento, as células ndo se encontram em

condicdes fisioldgicas de formar colonias (MAPA, 2003).

2.4.2 Bactérias heterotroficas
A Contagem Padrao de Bactérias é muito importante durante o processamento de
alimentos, visto que permite avaliar a eficiéncia das varias etapas do tratamento utilizado

para controle microbioldgico. A contagem é feita diretamente na placa de Petri e esse
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valor deve ser multiplicado pelo fator de diluicdo (por exemplo, uma contagem de 30
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) deve ser multiplicado por 100, caso a amostra
tenha sido diluida em proporgdo 1:100, resultado em 3.000 UFC/g (MAPA, 2003).

E importante, também, conhecer a densidade de bactérias, tendo em vista que um
aumento considerdvel da populacdo bacteriana pode comprometer a deteccdo de
organismos coliformes. Embora a maioria dessas bactérias ndo seja patogénica, pode
representar riscos a saude, como também, deteriorar a qualidade do alimento,

provocando odores e sabores desagradaveis (FUNASA, 2006).

2.4.3 Staphylococcus aureus

A intoxicagdo alimentar estafilocécica é uma sindrome caracterizada por nauseas,
vomitos, diarreia, mal-estar e debilidade geral. Os sintomas comegam a manifestar-se de
uma a seis horas apds o consumo do alimento, sendo raramente mortal, mas pode levar a
desidratagdo grave e posterior choque. Esses sintomas sdao devidos a diversos
polipeptideos antigenicamente distintos que atuam como toxinas eméticas: as
enterotoxinas estafilocécicas. Alimentos processados sdo possiveis de causar uma
intoxicacdo mesmo apds destruicdo de elevada populacdo de S. aureus, devido a

termorresisténcia das enterotoxinas (ICMSF, 1988).
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3 Materiais e Métodos

A estrutura a seguir apresenta as etapas seguidas durante o trabalho, a fim de
avaliar a contribuicao do tratamento térmico no aumento da vida de prateleira do leite
vegetal de castanha de caju por pasteurizagao LTLT.

Os tratamentos térmicos foram realizados em escala laboratorial, através de
banhos da agua. Para confirmar a eficiéncia do tratamento, andlises microbioldgicas
foram realizadas, comparando o leite cru (sem tratamento) com o leite tratado. A
qualidade do leite apds o tratamento foi avaliada através de analises fisico-quimicas do
leite cru e do tratado.

A matéria-prima utilizada neste trabalho foi composta por castanha de caju,

obtidas de um mesmo lote, a fim de minimizar discrepancias nos resultados das andlises.

3.1 Obtencdo do leite de castanha de caju

Para a preparacdo de uma amostra do leite vegetal, sdo necessdrios 100 g de
castanhas. Elas foram previamente hidratadas com d4gua em baixa temperatura
(aproximadamente 4°C) por 12 horas. Passado esse tempo, a agua de hidratacdo foi
escoada e as castanhas foram lavadas com agua filtrada.

Uma pratica comum na industria alimenticia é congelar a matéria-prima para
utiliza-la posteriormente. Portanto, as castanhas foram mantidas congeladas em
temperatura aproximada de -18°C em freezer por sete dias, antes de dar prosseguimento
a extracdo do leite.

As castanhas hidratadas e congeladas foram entdao cominuidas com dgua morna
(aproximadamente 40°C) filtrada, utilizando-se um liquidificador caseiro da marca Phillips
com poténcia de 600W. A concentragao de castanhas utilizada foi de 10% - concentragao
comumente utilizada na industria de leites vegetais. A cominuicdo é mantida por um
periodo de 3 minutos, até a obtencdao de uma solucdo homogénea. O leite de castanha de

caju é mostrado na Figura 3.1.
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Figura 3.1: Aspecto do leite de castanha-de-caju apds cominuicdo das castanhas
3.2 Avaliagdes piloto

Por ser um produto muito novo, existem poucas pesquisas feitas a respeito da
microbiota presente no leite de castanha de caju. Nas andlises microbiolégicas, as
diluicdes das amostras devem ser feitas de maneira que o crescimento dos
microrganismos ndo seja muito alto, a ponto de ndo poder ser feita a leitura. Ainda, é
possivel que os resultados para coliformes sejam mascarados pela grande presenca de
bactérias heterétrofas.

Para buscar qual a melhor diluicdo para as futuras andlises, foram feitas avaliacGes
piloto, anteriores a execucdo da pasteurizacdo. Nessas analises, duas amostras foram
utilizadas:

e leite de castanha de caju cru (sem tratamento térmico);
e |eite de castanha de caju aquecido até 62°C em fogdo doméstico comum,
seguido de resfriamento em banho de gelo.

Os parametros analisados foram:

e contagem de heterotroéficos apds 24h;
e contagem de heterotroéficos apds 48h;
e coliformes totais;

e FEscherichia coli;

e Staphylococcus aureus.

Optou-se por ndo fazer a analise para presenca de Salmonella sp., pois a mesma
ndo costuma estar presente na castanha-de-caju.

Conforme os resultados apresentados nas analises de sondagem, optou-se por

analisar futuramente apenas os parametros que mostraram algum resultado positivo.
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3.3 Tratamento térmico

A pasteurizagdo LTLT foi realizada utilizando-se dois banhos-agua agitados de
escala de laboratério (Linha Alpha, LAUDA). O primeiro banho, mantido em 95°C, teve a
funcdo de aquecer a amostra da temperatura ambiente até aproximadamente 60°C. O
segundo banho foi mantido em 64,59C e teve como objetivo fazer o aquecimento final de
60°C até 63,5°C e manter a amostra nessa temperatura por 30 minutos. A escolha desse
bindmio baseou-se no bindbmio ja utilizado na industria de laticinios de origem animal,
alimento muito semelhante ao leite vegetal estudado nesse trabalho.

O segundo banho foi configurado para se manter 1°C acima da temperatura que
se deseja manter, pois existe uma perda de calor para o ambiente. Na

Figura 3.2 é ilustrado um esquema que representa os dois banhos, no qual as
correntes vermelhas representam as saidas de cada banho, as correntes azuis as

correntes apos passar pela célula de aquecimento e as verdes tracejadas, as correntes de

by-pass.
1
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Figura 3.2: Esquema representativo dos banhos-agua utilizados

A amostra do leite vegetal foi colocada na célula de aquecimento (Figura 3.3)
encamisada, pela qual é passado o fluido aquecido dos banhos. A amostra foi mantida em

agitacdo para evitar a formacdo de um gradiente de temperatura no interior da célula.
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Figura 3.3: Célula de aquecimento.

A etapa de aquecimento foi realizada com as vélvulas 1, 4, 5, 6 e 8 abertas e o
restante fechadas. Essa configuracdo permite que apenas o fluido do banho 1 esteja
percorrendo a célula, enquanto que o banho 2 se mantem ligado em um circuito de by-
pass. A temperatura da amostra foi acompanhada através de dois sensores de
temperatura conectados a um computador onde é feita a aquisicdo dos dados. Quando se
observou que a temperatura da amostra atingiu 60°C, acionou-se entdao o banho 2,
mantendo-se as vélvulas 2, 3, 5, 7 e 8 abertas e as demais fechadas — o que mantem o
banho 1 ligado em by-pass.

A coleta da amostra crua (sem o tratamento térmico) foi feito logo apds a
preparacao da matéria-prima. O experimento foi realizado entdo em triplicada e, apds
cada batelada, foi coletada uma amostra do leite pasteurizado em tubos tipo Falcon de 50
ml. As amostras foram entdo encaminhadas para a andlise microbioldgica.

Todo sistema de aquecimento executado no LATEPA (Laboratério de Tecnologia e

Processos em Alimentos) estd ilustrado na Figura 3.4.

Figura 3.4: Banhos-dgua e célula de aquecimento.
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3.4 Analises microbiolégicas

As analises microbioldgicas a seguir foram realizadas no Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) segundo a Instru¢gao Normativa 62, do Ministério da Agricultura,

Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2003).

3.4.1 Contagem padrdo de bactérias heterotroficas

O método de semeadura em superficie foi utilizado para a contagem de col6nias
de bactérias heterotrdficas (Figura 3.5). Foi transferido para uma placa de Petri contendo
o agar PCA (Plate Count Agar), 0,1ml de cada amostra de leite vegetal utilizando um
conjunto de pipeta e ponteira. A amostra foi entdo inoculada pelo método de
espalhamento em superficie da placa utilizando uma alca de Drigalski de vidro
previamente esterilizada em chama de bico de Bunsen.

Foram realizados trés ensaios com a amostra de leite vegetal pasteurizado e um
ensaio da amostra de controle (leite cru, sem tratamento). As placas contendo PCA e a

amostra foram entdo incubadas em posicdo invertida por 48h a 37°C.

, Formacdo
de coldnias
Incubacdo
f—
=D = ) =P
| —

A amostra é pipetada na superficie A amostra é espalhada uniformemente 37°C por 48h
do PCA (0,1ml ou menos). por toda a superficie da placa usando
uma alca esterilizada.

Resultado tipico da analise

Figura 3.5: Método de semeadura em superficie para contagem de heterotrdficos.

3.4.2 Coliformes totais

Para a analise da presenca de coliformes totais, foi utilizado o método de
fermentacdo de tubos multiplos. Esse método se divide em duas etapas: o teste
presuntivo, no qual se avalia a possivel presenca dos coliformes. Caso esse teste dé
positivo, é realizado o teste confirmatério, que, como ja diz o nome, confirma a presenca

de coliformes e fornece um resultado quantitativo.

Teste presuntivo

Foram tomados nove tubos de ensaio divididos em 3 grupos de 3 tubos contendo
10 ml de caldo lactosado e um tubo de Duhran. Trés desses tubos continham caldo
lactosado de concentracdo dupla e seis caldo lactosado de concentracdo simples. No

primeiro grupo de 3 tubos (com caldo lactosado duplo), foram inoculados 10 ml da
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amostra em cada tubo (diluigdo 1:1). No segundo grupo, foram inoculados 1 ml da
amostra em cada tubo (diluigdo 1:10). No terceiro grupo, foram inoculados 0,1 ml da
amostra em cada tubo (diluicdo 1:100). No caso da amostra de controle (leite cru), foi
realizada uma diluicdo seriada até 10?% em agua peptonada antes da inoculagdo nos
tubos.

Os tubos foram fechados com algodao e seu conteudo foi homogeneizado com um
shaker para tubos de ensaio. Os tubos foram entdo incubados por 24h a 35 +2°C. O
resultado positivo se da através da observacdo de gds nos tubos de Duhran e a turvacao

do meio.

Teste confirmativo

Para cada tubo com resultado positivo no teste presuntivo, tomou-se um tubo
com 10 ml de meio Verde Brilhante e um tubo de Duhran. Com uma al¢a de platina,
previamente flambada e fria, foi retirada de cada tubo positivo uma aliquota de amostra
e inoculada no tubo correspondente contendo o meio Verde Brilhante. Este
procedimento chama-se repicagem.

Os tubos foram identificados com o volume de amostra inoculado inicialmente
(10, 1 ou 0,1 ml). Esses tubos foram novamente incubados por 24h a 35°C. O resultado
positivo se da por turvacdo do meio e formacdo de gas no tubo de Duhran.

Os resultados quantitativos sdo expressos em NMP (Nimero Mais Provavel)/ml de
amostra. Para se determinar o NMP, verifica-se a combinacdo formada pelo numero de
tubos positivos que apresentaram as dilui¢cdes 1:1; 1:10 e 1:100 no Teste Confirmatdrio.
Por exemplo, caso 3 tubos de diluicdo 1:1, 1 tubo de diluicdo 1:10 e nenhum tubo de
diluicdo 1:100 deram positivo, diz-se que o resultado deu 3-1-0 e o resultado para esse
caso é de 4,3 NMP/ml. A tabela completa de NMP para conjuntos de trés tubos é
apresentada no Anexo A.

Um fluxograma da andlise de coliformes totais pode ser observado na Figura 3.6.
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Inocular em caldo lactosado por

24h a 35°C.

Caso A Caso B
Formagao .de gas € turvagao do Auséncia de gés ou produgdo
meio. Confirmar em caldo verde duvidosa. Incubar por mais 24h

brilhante por 24h a 35°C. ) P :

" S, " Produziu gés e turvagdo do Produgdo de gas duvidosa. M S, "
N&o produziu gés ou turvagdo. ) i ) Nao produziu gas ou turvagdo.
. A meio. Presenga de coliformes Confirmar em caldo verde PO .
Auséncia de coliformes. ; A Auséncia de coliformes.
confirmada. brilhante (caso A).

Figura 3.6: Fluxograma para analise de coliformes totais.

3.4.3 Escherichia coli

A presenca de E. coli foi investigada de maneira similar ao teste confirmatério de
coliformes totais. As amostras positivas no caldo Verde Brilhante do teste confirmatério
foram inoculadas em placas com meio Eosina Azul de Metileno (EMB). As placas foram
incubadas a 37°C por 48h, a presenca de cor verde metalica apds incubacdo evidencia a
presenca da E. coli e a determinacdao do NMP é dado pela mesma tabela utilizada no teste
confirmatdrio para coliformes totais. Um esquema representativo dessa andlise é

ilustrado na Figura 3.7.

Resultado positivo para
Escherichia coli

/

Incubacéo
45°C por 24h

Espalhamento da amostra \

com resultado positivo no
Verde Brilhante no meio
Eosina Azul de metileno

Resultado negativo para
Escherichia coli

Figura 3.7: Esquema representativo da analise de E. coli em meio Eosina Azul de Metileno
(EMB).
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3.5 Analises Fisico-Quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da UFRGS (ICTA). No total, 6 parametros foram analisados: umidade, cinzas,

lipideos, proteinas e carboidratos (por diferenca).

3.5.1 Determinag¢do de umidade

A analise é feita através da remoc¢ao de dagua de uma aliquota do leite vegetal em
estufa aquecida. Pesou-se uma massa de aproximadamente 3g de amostra, colocou-se
em estufa aquecida a 105°C por 3 horas e pesou-se a capsula novamente. A diferenca de
massa inicial e final é a dgua evaporada. O céalculo da umidade é dado por:

M-m

Umidade (%, m/m) = ( jxlOO

Onde:

M — massa em gramas de amostra;

m — massa em gramas de amostra seca.

A Figura 3.8 abaixo mostra as cdpsulas de aluminio com a amostra de leite vegetal.

O valor para a umidade é uma média da umidade da amostra das seis cédpsulas.

Figura 3.8: Capsulas com a amostra antes da etapa de aquecimento em estufa.

3.5.2 Determinagdo de cinzas

Na andlise de cinzas, foram pesadas 5 g de amostra em um cadinho de porcelana
(Figura 3.9). Os cadinhos foram entdo levados para uma mufla com temperatura entre
500 e 600°C, onde foram mantidos por tempo suficiente até o peso da cinza ser

constante. O cdlculo do teor de cinza é dado por:
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Cinzas (%) = n x 100
M
Onde:
m — massa de cinzas obtida apds queima na mufla;
M — massa total de amostra presente no cadinho de porcelana.

A Figura 3.9 abaixo mostra a amostra nos cadinhos de porcelana. O teor de cinzas

foi dado pela média do teor de cinza presente em cada um dos cadinhos.

Figura 3.9: Cadinhos de porcelana contendo a amostra antes do aquecimento na mufla.
3.5.3 Determinagdo de lipideos
A determinacdo de lipideos foi feita pelo método de Bligh e Dyer (Bligh e Dyer,
1949). O método se baseia na extracgdo dos lipideos por cloroféormio e quebra das ligacdes

de lipideos e proteinas por metanol. Na Figura 3.10 abaixo é representado a ultima etapa

da andlise, que é a separacdo do cloroférmio para posterior medicdo do teor de lipideos.

Figura 3.10: Decantagao e filtragdo do sistema cloroférmio + metanol + amostra e coleta
do cloroférmio com lipideos.
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3.5.4 Determinagdo de proteinas
O teor de proteinas foi feito pelo medido pelo método de Kjeldahl. O que foi
determinado de fato é o teor de nitrogénio organico presente na amostra e esse valor foi

convertido para teor de proteinas por um fator de conversao de 5,46.



26 Aumento da vida de prateleira de leite de castanha de caju através de tratamento térmico
convencional

4 Resultados e discussao

4.1 Tratamentos térmicos

Através do aquecimento com banho de 4dgua foi possivel manter a temperatura de
aproximadamente 63,5°C por 30 minutos. Na Figura 4.1 e Figura 4.2 sdo mostrados dois

dos seis perfis de aquecimento realizados nos dias 09/06 e 23/06.
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Figura 4.1: Um dos perfis de aquecimento da pasteurizacdo do leite de castanha de caju
realizados em triplicata no dia 09/05/2016.
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Figura 4.2: Um dos perfis de aguecimento da pasteurizacdo do leite de castanha de caju
realizados em triplicata no dia 23/05/2016.

Os pontos fora do patamar de aquecimento sdo erros de leitura do software

utilizado para a aquisicdao de dados.
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4.2 Analises microbioldgicas

4.2.1 Avaliagées piloto

Trés avaliagOes piloto foram realizadas com o objetivo de determinar qual a
diluicdo mais adequada para as amostras de controle e as amostras tratadas. Na Tabela
4.1 estdo registrados os resultados da primeira analise, feita no dia 11/04/2016. Nesta
tabela, as amostras A e B se referem as amostras controle, sem nenhum tratamento
térmico, analisadas sem fazer nenhuma diluicdo. As amostras C, D, E e F se referem as

amostras do leite tratadas com aquecimento em fogdo doméstico.

Tabela 4.1: Resultados da primeira analise de sondagem.

Contagem de Contagem de Coliformes Escherichia coli Contagem de
Heterotréficos Heterotroéficos totais Staphylococcus
Amostras
(UF(IZ-?rill)OM A Log 128“:\?/””) Log 10 NMP/ml Log 10 NMP/ml %8 1022UhFC/m|)
A (diluigo 10°) 4,8 5,6 2 2 1
B (diluido 10°) 4,7 5,6 2 2 0,7
C 1,8 ND 0,36 0,36 0
D 1,7 ND 0,63 0,63 0,7
E 1,5 ND 0,63 0,63 0
F 2,1 ND 0,97 0,63 0,7

*retirada nova aliquota da amostra mantida em refrigeracdo e semeadura em diluicdo mais alta;
ND - Ndo determinado

Observa-se na Tabela 4.1 que o tratamento térmico realizado em fogao doméstico
ja@ contribuiu significativamente para a reducdo da microbiota presente, tanto na
contagem de microrganismos heterotroficos, quanto no Numero Mais Provavel de
coliformes totais e Escherichia coli. A contagem de Staphylococcus aureus foi muito baixa
— considera-se nesse caso que auséncia do parametro para as amostras analisadas.

Na Figura 4.3 pode-se observar que o crescimento bacteriano para as amostras

controle foi muito alto apds 48h de incubacao.
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Figura 4.3: Contagem de heterotréficos nas amostras de controle.

As amostras tratadas com aquecimento em fogdo doméstico tiveram um
crescimento difuso apds 48h, com col6nias de diferentes tamanhos, variando entre uma
amostra e outra. Portanto, sua contagem se deu como “ndo-determinada”. A Figura 4.4

mostra o crescimento bacteriano nas amostras tratadas apos 48h.

Figura 4.4: Crescimento de heterotroéficos nas amostras C, D, E e F apds 48h.

A analise de coliformes totais e fecais ficou prejudicada pela alta concentragdo da
amostra controle. Nao foi possivel observar se houve ou nao formacao de gas no interior
dos tubos de Duhran nos tubos contendo caldo lactosado duplo na proporgao de 1:1,

conforme a Figura 4.5.
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Figura 4.5: Andlise presuntiva de coliformes totais e formacdo de precipitado nos tubos
de diluicdo 1:1.

A auséncia de Staphylococcus pode ser observada na Figura 4.6, que mostra a

placa contendo dgar sal manitol e a auséncia de crescimento bacteriano.

Figura 4.6: Auséncia de Staphylococcus na amostra controle.

Visto que era necessario fazer diluicdes na amostra do leite cru (sem tratamento
térmico), outras duas avaliacGes piloto foram realizadas antes de iniciar as andlises do
leite pasteurizado para definir qual diluicdo era a mais adequada. A contagem em placas
ideal varia na bibliografia — alguns autores recomendam entre 25 e 250 coldnias e outros
recomendam entre 30 e 300 colbnias. No caso da contagem por NMP, é recomendavel
que existam resultados positivos e negativos nas diferentes diluicdes — todos tubos
positivos ou todos tubos negativos indicam problemas na diluicdo da amostra (Tortora et
al.,2012).

As outras duas avaliagdes piloto tiveram como objetivo acertar a diluicio da

amostra controle (de leite cru). Na amostra A, o leite cru foi diluido em dgua peptonada
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em uma relagao 1:10 e entdo foi inoculado 1 ml dessa amostra em duas placas com meio
PCA pelo método de espalhamento. As amostras B e C, também de leite cru, foram
diluidas em uma proporc¢do 1:100 e as mesmas foram inoculadas em placas com meio
PCA. Apds o periodo de incubagdo de 48h, fez-se a contagem de col6nias e um valor
médio da contagem das duas placas inoculadas foi utilizado como valor final. A Tabela 4.2

mostra os resultados obtidos.

Tabela 4.2: Contagem de col6nias em meio PCA da amostra de leite cru feitas em
duplicata.

Contagem de
colonias

B 202
A 10 182
162

5 41
B 10 42
43

5 56
C 10 63
70

Amostra Diluigdo Média

Nota-se que todos valores de contagem ficaram dentro do padrdo aceitavel. O
resultado para o crescimento de coliformes totais e fecais também foi aceitdvel nas duas
diluicbes, pois forneceu tubos positivos e negativos no teste de fermentacdo em tubos
multiplos. Optou-se por utilizar a diluicao 107 no leite cru pela maior facilidade na

contagem.

4.2.2 Andlise do leite pasteurizado

Devido a auséncia de Staphylococcus nas avaliacdes preliminares, optou-se por
ndo fazer essa analise nas amostras do leite vegetal pasteurizado. A contagem bacteriana
foi feita apds 48h de incubacdo. A amostra A é a amostra controle (leite cru, sem
tratamento) e as amostras B, C e D sdo amostras do leite vegetal pasteurizado, em
triplicata. Os resultados sdo mostrados na Tabela 4.3 e na

Tabela 4.4.
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Tabela 4.3: Resultados das analises microbioldgicas da pasteurizagao realizada no dia

09/06.
Contagerl\:.de Coliformes totais Escherichia coli
AMOSTRA Heterotroficos
Log 10 (UFC/mL) Log 10 (NMP/ml) Log 10 (NMP/ml)
A (diluicdo 107) 4,47 3,3 3,3

B (dilui¢do 10°) 1,54 0 0

C (diluigdo 10°) 2,09 0 0

D (diluic3010°) 1,65 0 0

Tabela 4.4: Resultados das analises microbiolégicas da pasteurizacao realizada no dia

23/06.
Contagetn.de Coliformes totais Escherichia coli
AMOSTRA Heterotroficos
Log 10 (UFC/mL) Log 10 (NMP/ml) Log 10 (NMP/ml)
A (diluigdo 107 3,4 3 3
B (dilui¢do 10°) 1,2 0 0
C (diluicdo 10°) 1,6 0 0
D (dilui¢d010°) 1,8 0 0

Levando em consideracdo que os resultados sdo expressos em escala logaritmica,
pode-se observar uma reducdao drastica de Unidades Formadoras de Colbnias das
amostras pasteurizadas em relacdo a amostra sem nenhum tratamento. Na analise do dia
09/06, houve uma reducdo de 29.000 UFC/ml para 68 UFC/ml nas amostras pasteurizadas
(em média). Na analise do dia 23/06, houve uma reducdo de 2.450 UFC/ml para 38
UFC/ml nas amostras pasteurizadas.

Um padrdo estabelecido pela Portaria n? 518/2004 do Ministério da Saude
determina que, para agua ser considerada potavel, ela deve conter no mdaximo 500
UFC/ml, o que mostra que a pasteurizacgdo lenta é eficiente para tornar a bebida potavel,
em termos de crescimento de bactérias heterotroficas.

A auséncia de coliformes totais e fecais nas amostras pasteurizadas também é um
indicio da eficiéncia do processo, que eliminou a carga de coliformes que estavam

presentes no leite cru devido a, provavelmente, uma contaminagao nas préprias
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castanhas de caju ou entdo nos equipamentos utilizados para obtencdo do leite e do

proprio aquecimento, visto que nenhum dos equipamentos foi previamente esterilizado.

4.3 Analise Fisico-Quimica

O resultado das analises fisico-quimicas esta mostrado na

Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Comparagao da composi¢ao centesimal da amostra de leite cru e do leite

pasteurizado.

Leite cru Leite pasteurizado
Cinzas 0,25% 0,17% £ 0,05%
Umidade 89,13% 90,50% +0,2%
Lipideos 5,68% 4,70% £ 0,1%
Proteinas 2,38% 2,30%
Carboidratos 2,59% 2,33%

Pode-se observar uma grande semelhan¢a na composicdao centesimal do leite

vegetal antes e apds a pasteurizagdo. A Unica diferenca se deu na fracdo de lipideos —

uma queda de aproximadamente 1% na composicao. Essa perda de lipideos pode ser

justificada pelas rea¢Oes de oxidacdo que ocorrem naturalmente, tanto em gorduras

saturadas como insaturadas,

formando substancias volateis com odor e sabor

indesejaveis. O calor acelera essas reacdes, um dos motivos pelos quais tecnologias de

tratamento térmico rdpido sdo preferiveis (Araujo, 2001). Essa diferenca pode ter

também se dado por uma possivel perda de material na coleta das amostras para a

analise microbioldgica — parte do material pode ter ficado aderido nas paredes da célula

de aquecimento do sistema.
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5 Conclusdes e Sugestdes para Trabalhos Futuros

A pasteurizagdo lenta mostrou-se eficiente na remogao de grande parte da carga
microbioldgica presente no leite cru. Isso indica que a deterioracdo do produto por
microrganismos sera mais lenta apds o tratamento. A presencga de coliformes no leite cru
indica mas condicBes de higiene do armazenamento ou processamento das castanhas de
caju ou até a possivel presenca de patégenos. O tratamento foi eficaz também na
inativacdo dos coliformes — ndo sendo observada sua presenca nas amostras tratadas.
Esse resultado é positivo principalmente para pequenos produtores, que podem iniciar a
producdo dessa bebida em pequena escala, utilizando equipamentos simples de
pasteurizagao.

As caracteristicas fisico-quimicas, com excecdao dos lipideos (queda de 1% na
composicdao centesimal), se mantiveram praticamente inalteradas — o que indica que a
pasteurizagdo pouco alterou as caracteristicas do leite vegetal fresco.

O aquecimento realizado nas avaliagcdes piloto indicam que talvez ndo haja
necessidade de manter o aquecimento por 30 minutos, visto que esse tratamento ja
conseguiu diminuir bastante a carga microbioldgica do leite cru. Por isso é valido o estudo
da pasteuriza¢do variando apenas o tempo de agquecimento.

Como trabalhos futuros, sugere-se realizar a pasteurizacao rapida, pois, segundo a
literatura, esse tipo de tratamento é menos agressivo para o alimento e mais usado em
industrias de grande porte. Aliado ao tratamento térmico, poderia se utilizar algum
aditivo quimico, como por exemplo o acido latico, que pudesse contribuir ainda mais com
o0 aumento da vida de prateleira do leite vegetal. Para a andlise dos resultados, é de
extrema importancia fazer o teste de vida de prateleira de fato, mantendo o leite em
ambiente refrigerado e realizando as andlises microbioldgicas diariamente, para verificar
a deterioracdo progressiva do leite. E necessario também fazer uma analise sensorial do
produto para avaliar se a perda de lipideos foi por oxidacdo. A ocorréncia de oxidacdo

pode ser confirmada sensorialmente.
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Anexo A
Tabela de NMP e limites a 95% de confianca para varias combinagdes de

resultados positivos quando trés tubos sdo usados para diluicdo (10mL; ImL e 0,1mL).

Numero de Tubos Positivos NMP/mL Intervalo de Confianga (95%)
Diluigdo 10° Diluicdo 10"  Diluigdo 107 Inferior Superior

0 0 0 <0,3 - 0,95
0 0 1 0,3 0,015 0,96
0 1 0 0,3 0,015 1,1
0 1 1 0,61 0,12 1,8
0 2 0 0,62 0,12 1,8
0 3 0 0,94 0,36 3,8
1 0 0 0,36 0,017 1,8
1 0 1 0,72 0,13 1,8
1 0 2 1,1 0,36 3,8
1 1 0 0,74 0,13 2

1 1 1 1,1 0,36 3,8
1 2 0 1,1 0,36 4,2
1 2 1 1,5 0,45 4,2
1 3 0 1,6 0,45 4,2
2 0 0 0,92 0,14 3,8
2 0 1 1,4 0,36 4,2
2 0 2 2 0,45 4,2
2 1 0 1,5 0,37 4,2
2 1 1 2 0,45 4,2
2 1 2 2,7 0,87 9,4
2 2 0 2,1 0,45 4,2
2 2 1 2,1 0,87 9,4
2 2 2 3,5 0,87 9,4
2 3 0 2,9 0,87 9,4
2 3 1 3,6 0,87 9,4
3 0 0 2,3 0,46 9,4
3 0 1 3,8 0,87 11

3 0 2 6,4 1,7 18
3 1 0 4,3 0,9 18
3 1 1 7,5 1,7 20
3 1 2 12 3,7 42
3 1 3 16 4 42
3 2 0 9,3 1,8 42
3 2 1 15 3,7 42
3 2 2 21 4 43
3 2 3 29 9 100
3 3 0 24 4,2 100
3 3 1 46 9 200
3 3 2 110 18 410
3 3 3 >110 42 -

(FONTE: MAPA, 2003)



