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INTRODUCAO

Cynara cardunculus L., vulgarmente conhecido por cardo, pertence a familia
Asteraceace, cresce abundantemente em solos secos, pedregosos e ndo cultivados, em
diversas regides da Bacia Mediterranica, de onde é nativa (Barracosa, Oliveira, Barros,
& Pires, 2018; Correia et al., 2016; Sousa & Malcata, 1997). A expansdo de Cynara
cardunculus L. remete para regides onde o extrato dos pistilos da flor da planta tem sido
utilizado com sucesso no fabrico de queijos tradicionais de ovelha, e que de acordo com
a regulamentacdo, a sua utilizacdo é obrigatéria para que a maioria dos queijos sejam
identificados como DOP - Denominacdo de Origem Protegida (Barracosa et al., 2018;
Roseiro, Barbosa, Ames, & Wilbey, 2003a), conferindo caracteristicas de textura e
sensoriais unicas.

Estes queijos sdo normalmente fabricados em pequenas queijarias locais, pelo que a
valorizagéo deste produto através da utilizacdo do extrato aquoso de Cynara cardunculus
L. desempenha um papel muito importante para o seu desenvolvimento socioeconémico
das populacdes (Almeida & Simdes, 2018; Pinheiro, 2002; Roseiro et al., 2003a). Como
exemplo de um queijo obtido por esgotamento da coalhada ap0os coagulacéo do leite cru
de ovelha, por acdo do extrato aquoso de Cynara cardunculus L., temos o Queijo Serra
da Estrala, Queijo de Nisa, Queijo de Azeitdo, o Queijo de Evora e 0 Queijo Serpa. O
Queijo Serpa é definido como um queijo curado, de pasta semimole, amanteigada, com
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poucos ou nenhuns olhos e que é proveniente de uma regido demarcada (Decreto
Regulamentar n.° 39/87 de 29 de junho).

Durante a maturagdo dos queijos, ocorre a proteolise, considerada o processo bioquimico
mais importante, uma vez que desempenha um papel fundamental no desenvolvimento
da textura, assim como dos atributos olfato gustativos do queijo, sendo objeto de estudo
de vérios autores o efeito do Cynara cardunculus L. nas caracteristicas do queijo.
(Delgado, Rodriguez-Pinilla, Gonzalez-Crespo, Ramirez, & Roa, 2010; Fox, 1989;
Ordiales et al., 2013; Roseiro et al., 2003a; Roseiro, Wilbey, & Barbosa, 2003; Sousa,
Ardo, & McSweeney, 2001; Sousa & Malcata, 2002)

E comum dividir a protedlise em proteélise primaria e protedlise secundaria, sendo a
primaria a hidrolise das caseinas em cadeias polipeptidicas de maiores dimensdes, as
quais sdo insoliveis em agua, e em cadeias polipeptidicas de menor tamanho, que
constituem os péptidos sollveis em agua. Isto acontece principalmente pela acdo das
protéases asparticas, essencialmente cardosinas A e B, presentes no agente coagulante, e
numa menor extensao pelos plasmideos constituintes do leite. A prote6lise secundaria diz
respeito a degradacdo dos compostos proteicos pelas enzimas residuais do agente
coagulante utilizado e por enzimas de culturas secundarias, que se desenvolvem durante
0 processo de maturacdo, que resulta nos pequenos péptidos e aminoacidos sollveis,
como se encontra representado na Figura 1 (Fox, 1989; Hynes et al., 2001; Rank, Grappin,
& Olson, 1985; Sousa et al., 2001).

O objetivo deste estudo foi avaliar a protedlise, ao longo da maturacéo, do Queijo Serpa,
fabricado com o extrato aquoso de trés populacbes de Cynara cardunculus L.,
considerando o perfil de degradacgdo das caseinas e os indices de extensdo de protedlise.

MATERIAIS E METODOS

Trés populac6es de Cynara cardunculus L. foram recolhidas de trés campos na regido do
Alentejo. Os pistilos da flor foram cortados, secos e preservados até a sua utilizacdo no
fabrico do queijo. No dia anterior a sua utilizagdo, os pistilos foram colocados em &gua e
posteriormente macerados e filtrados, dando origem a um liquido acastanhado (extrato
aquoso). Os queijos foram fabricados numa queijaria da regido de producdo do Queijo
Serpa, e o fabrico seguiu as préaticas tradicionais da queijaria. Trés cubas de leite foram
coaguladas com o extrato de trés populagdes de Cynara cardunculus L. (C1, C2e C3), e

uma quarta cuba com agente coagulante controlo (Coagulante Animal — CA: 80%
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quimosina, 20% pepsina). Quatro queijos foram selecionados aleatoriamente de cada
cuba, durante trés fases de maturacdo (1, 14 e 35 dias), perfazendo 48 amostras.

Apos a extracdo das caseinas de acordo com o método descrito em Ordiales et al., (2013),
as caseinas foram analisadas por eletroforese em géis de poliacriliamida com ureia (ureia-
PAGE), como descrito por Andrews (1983) com as modificacdes por Veloso et al. (2002).
O azoto total (TN) foi determinado de acordo com o método AOAC (1990), o azoto
soluvel (WSN) foi quantificado de acordo com o método de Kuchroo & Fox, (1982) e o
azoto soltvel em &cido tricloroacético a 12% (TCASN-12%) de acordo com Freitas et al.
(1997), sendo posteriormente analisados pelo método micro-Kjeldahl (m-K). Foi
calculado o indice de extensdo de protedlise (IEP), pela razdo entre 0o WSN e TN; e 0
indice de profundidade de protedlise (IPP) pela razdo entre TCASN-12% e TN
(Alvarenga, Canada, & Sousa, 2011; Fernandez-Salguero & Sanjuan, 1999). .

A analise estatistica dos resultados foi feita com o software SPSS, versdo 24, e com 0
software Rstudio, versdo 1.1.383, sendo estabelecido um intervalo de confianca de 95%.
Todas as variaveis formam analisadas de modo a garantir os pressupostos de normalidade,
independéncia e homocedasticidade, realizando-se neste caso uma analise de variancia
segundo o modelo ANOVA, utilizando o teste Tukey HSD para as comparacdes
maltiplas. Quando os pressupostos ndo se verificaram um Teste Welch foi feito, com
Tamhane and Games-Howell para as comparagdes multiplas.

Foi utilizado um modelo de regressdo linear (LRM) entre os produtos de degradacdo —
variavel dependente (pre-os-CN e y-CN) e as caseinas — varavel independente (as-CN e
B-CN).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo método de ureia-PAGE, oito bandas de caseinas foram identificadas (A, B, C, D, E,
F, G, H), com diferentes mobilidades eletroforéticas e de acordo com a bibliografia
consultada (Fernandez-Salguero & Sanjuan, 1999; Marcos, Esteban, Ledn, & Fernandez-
Salguero, 1979) foi possivel classificar em quatro zonas de bandas de caseinas (CN): y-
CN, B-CN, as-CN e pré-as-CN, ordenadas da menor para a maior mobilidade
electroforética (Figura 2).

Ao longo da maturagéo, verificou-se uma degradacéo da B-CN e a as-CN resultando,
respetivamente as fracbes y-CN e pré-as-CN. Os queijos fabricados com C. cardunculus

L. apresentaram uma maior degradacdo de ambas as caseinas, verificando-se uma
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superior degradacdo da a-CN (47,61%) relativamente da 3-CN (24,27%) entre 0s 1 e 0s
35 dias. Estes resultados estédo de acordo com o observado por Delgado et al. (2010),
Ferndndez-Salguero e Sanjuan, (1999), Freitas e Malcata (1996), Nufiez, Pozo,
Rodriguez-Marin, Gaya, e Medina (1991).

Como pode ser observado no Quadro 1, os resultados obtidos pelo LRM demonstram que
a relacdo entre as as/pré-os, foi superior nos queijos fabricados com CA
comparativamente aos queijos fabricados com C. cardunculus L.. O mesmo néo
aconteceu com a relacdo P/y, sendo esta mais fraca, em especial nos queijos fabricados
com CA. Os valores obtidos de R? dos produtos da degradacio da os-CN e B-CN vem
corroborar os resultados anteriores, e a fraca relacdo da p/y pode evidenciar ndo s6 o
aparecimento, ndo sé de outras fracbes insollveis, mas também o aumento do nivel de
péptidos solUveis como produtos da hidrolise das mesmas ao longo da maturacao
(Delgado et al., 2010; Ordiales et al., 2013).

O IEP aumentou ao longo da maturacéo, no entanto apenas a partir dos 14 dias é que 0s
queijos fabricados com CA se diferenciam, com valores significativamente inferiores
(Figura 3). Aos 35 dias de maturacdo, os resultados demonstram um IEP superior nos
queijos fabricados com C1 (33,98%), C2 (32,35%) e C3 (42,00%) comparativamente com
0s queijos fabricados com CA (16,49%), resultados estes consistentes com os obtidos por
outros autores noutras variedades de queijo (Fernandez-Salguero & Sanjuan, 1999;
Nufiez et al., 1991). De acordo com Fox (1989), a extensdo da protedlise é um fator
indicativo da protedlise primaria que ocorre principalmente pela acdo do agente
coagulante residual, sobre a 0s-CN e numa menor escala sobre a 3-CN, originando 0s
péptidos de alto e médio peso molecular, enquanto a extensdo da prote6lise depende das
enzimas do agente coagulante, o grau de profundidade da prote6lise depende das enzimas
microbianas que hidrolisam os péptidos resultados da acdo do agente coagulante (Fox,
1989), sendo deste modo um indicador da protedlise secundaria (Pereira, Gomes, Gomes,
& Malcata, 2008). A partir dos 14 dias de maturacdo, o IPP apresenta-se
significativamente superior nos queijos fabricados com C. cardunculus L. e aos 35 dias
de maturacdo, os queijos fabricados com C3 (8,31%) apresentam uma profundidade de
protedlise significativamente superior, quando comparados aos queijos fabricados com
CA (6,71%) (Figura 3).

Em conclusdo, os resultados obtidos demostram uma protedlise superior nos queijos
obtidos fabricados com o extrato aquoso obtido a partir das trés populacfes de C.
cardunculus L. (C1, C2 e C3), que se traduz numa degradacdo da os-CN e B-CN,
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apresentando esta Ultima caseina uma maior resisténcia a degradacdo. Pelo LRM
verificou-se uma maior relacdo entre a as-CN e 0 produto da sua degradacéo, as pré-as-
CN, em especial nos queijos fabricados com CA, pelo que o modelo pode ser utilizado
como forma de estimar as pré-as-CN noutras fases de maturacao.

Os queijos fabricados com C. cardunculus L. apresentaram uma extensdo da protedlise
significativamente superior aos queijos fabricados com agente coagulante animal, e numa
menor extensdo da profundidade da protedlise. Estes resultados demonstram que a
hidrolise dos produtos da degradacdo das caseinas depende do agente coagulante
utilizado, e numa menor extensdo dos microrganismos presentes que desempenham um
papel na formagdo dos pequenos péptidos, vindo desta forma diferenciar o agente
coagulante C. cardunculus L. o fabrico de queijos DOP.
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Quadros 1. Coeficiente de determinacéo (R?) e niveis de significancia obtidos pelo LRM
(, para os queijos fabricados com diferentes agentes coagulantes (C1, C2, C3 e CA).

C1 C2 C3 CA
as / pré-as 0,914™ 0,845 0,875 0,988
B/y 0,423 0,323 0,362 0,013

Legenda: *** P < 0,001, ** P <0,05,*P<0,1

* Coagulante , » Proteases . -
g | Péptidos de X Péptidos de \* Peptidases .
, residual « Microflora Aminoécidos
Caseinas Prot d EﬁﬂdES i d pPequenas Proteases livres
O Cl dimensdes J Secundariade dimensdes [ exsgenas
leite arranque

Figura 1. Agentes potenciadores da protedlise durante a maturacao do queijo. Adaptado
de Sousa et al. (2001).

D1 D14 D35 D1 D14 D35 D1 D14 D35 D1 D14 D35
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Cc1 C2 Cc3 CA

Figura 2. Perfil de caseinas do Queijo Serpa ao longo da maturacéo (1, 14 e 35 dias) para
0s quatro agentes coagulantes (C1, C2, C3 e CA), e respetiva identificacdo de bandas
proteicas (A-H) e de zonas de caseinas (y-CN, B-CN, as-CN e pré-as-CN).
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Figura 3. Evolucdo do indice de extensdo da protedlise (IEP) (a) e do indice de
profundidade da protedlise (IPP) (b) dos quatro queijos (C1, C2, C3 e CA) ao longo da
maturacdo (D1, D14 e D35).

CYNARA CARDUNCULUS. L AQUEOUS EXTRACT EFFECT ON
DEGRADATION, HYDROLYSIS AND CASEIN PROFILE OF SERPA CHEESE

ABSTRACT:

The effect of Cynara cardunculus L. aqueous extracts (C1, C2, C3) was studied on Serpa
PDO cheese proteolysis, during maturation (D1, D14, D35). Proteolysis was assessed by
polyacrylamide gel electrophoresis with urea and by Kjeldahl methods. A casein profile
pattern was found, and results showed a higher 0s-CN degradation than B-CN. Results
(R=>80%) showed, that a linear regression model can be used to predict the degradation
product of as-CN, the pre-os-CN during more ripening phases. Casein hydrolysis was
found to be more extensive in cheeses made using Cynara cardunculus L., which was
confirmed by the higher levels of IEP during maturation on these cheeses. On the other
hand, the degree of proteolysis in terms of IPP was similar in cheese produced using
vegetable or animal coagulant. The evaluation of Queijo Serpa proteolysis and the
deduction, through a LRM, of the as-CN degradation products can be a way to add some
value to the use of Cynara cardunculus L. in cheesemaking and to a socioeconomic

valorization.

Keywords: Cynara cardunculus L; Queijo Serpa; caseins; proteolytic index.
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