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Resumo

O cardo (Cynara cardunculus), é uma planta muito valorizada, pois desde tempos
muito antigos, é utilizada como coagulante no fabrico de queijos tradicionais, alguns dos quais
beneficiam da designacdo DOP. Infelizmente, devido a sua caréncia e heterogeneidade
inerente, ndo existe ainda a possibilidade da extrapolac&o do fabrico tradicional onde a planta
€ utilizada, para uma escala industrial. Com este trabalho, pretendeu-se testar a capacidade
de conservacao de quatro diferentes formulacdes de extratos de cardo, obtidas com solugbes
extratantes diferentes (NaCl 5%, NaCl 20%, tamp&o acetato pH 5,5 e tampao citrato pH 3),
ao longo de 4,5 meses, com o objetivo de encontrar uma formulagédo capaz de conservar as
propriedades das enzimas coagulantes da flor do cardo. Verificou-se, de um modo geral, que
a solucéo de NaCl 20% foi a que induziu mais perdas de atividade coagulante. A solug&o
obtida com a solucdo de NaCl 5% foi a que apresentou melhores resultados em termos
tecnolégicos, com firmeza da coalhada superior e a solucdo de tampéo citrato teve um
comportamento mais estavel a nivel tecnolégico e foi a que manteve menor contaminagéo
microbioldgica, com baixas contagens de microrganismos, apesar de que, de modo geral, a

contaminacao microbiana se revelar baixa em todas as formulagdes analisadas.

Palavras-chave: Cynara cardunculus, flor de cardo, enzimas coagulantes,

conservacao de extratos, fabrico de queijo



Abstract

The thistle flower (Cynara cardunculus), is a highly valued plant, since ancient times, it
is used as a coagulant in the manufacture of traditional cheeses, some of which benefit from
the PDO designation. Unfortunately, due to its inherent lack and heterogeneity, there still is no
possibility of extrapolation of the traditional manufacture where the plant is used, for an
industrial scale. The aim of this work was to test the storage capacity of four different
formulations of thistle flower extracts obtained with different extractive solutions (5% NacCl,
20% NaCl, acetate buffer pH 5.5 and citrate buffer pH 3) over 4,5 months, in order to find a
formulation able to preserve the properties of the thistle flower's coagulant enzymes. It was
generally found that the 20% NacCl solution was the one that induced more losses of coagulant
activity. The solution obtained with the 5% NaCl solution presented the best results in
technological terms, with greater firmness of curd and the citrate buffer showed a more stable
behavior at a technological level and was the one that had less microbiological contamination,
with a low microorganism count, although, in general point of view, the microbial contamination

was low in all formulations analyzed.

Key-words: Cynara cardunculus, thistle flower, coagulant enzymes, extract

preservation, cheese making
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1. Introducéao

O cardo (Cynara cardunculus L.) € uma planta muito valorizada pelas suas diferentes
utilizagBes, principalmente no sector alimentar, medicina e mais recentemente por ser uma
fonte de biocombustiveis. Em Portugal e também em Espanha, diversos queijos tradicionais
com Denominacdo de Origem Protegida (DOP) tém nas suas formulacdes a utilizacdo de
extratos aquosos desta planta, havendo uma obrigatoriedade no seu uso. Como é um fator
determinante para a qualidade dos queijos, tem sido cada vez mais estudado, visto que lhes

confere caracteristicas particulares.

O fabrico de queijo depende da combinacgdo da Arte, Tradi¢cdo, Tecnologia e Ciéncia,
mas como 0 processo hao ocorre sempre do mesmo modo, é importante que exista um
acompanhamento constante. O uso de coagulantes de forma empirica pode reduzir a
aceitabilidade, qualidade e homogeneidade dos queijos tradicionais fabricados desse modo.
Sendo os queijos um dos produtos lacteos mais apreciados, a padronizagéo do uso do cardo
como coagulante serd, assim, um aspeto a ter em conta de modo a aumentar a confianga nos

produtos.

Existem diversas prepara¢fes comerciais que disponibilizam enzimas ou misturas de
enzimas purificadas para fabrico de queijo, de origem animal, de origem microbiana ou de
origem animal obtidas a partir de organismos geneticamente modificados. A utilizacdo destas
preparacgfes, na forma liquida ou em pd, com atividade coagulante padronizada, permite aos
produtores de queijo a planificacéo dos seus fabricos e a replicacdo das mesmas tecnologias
de fabrico de forma a poderem apresentar produtos com alguma homogeneidade, isto permite

a fidelizagdo do consumidor na escolha dos produtos.

No entanto, para os extratos de flor de cardo n&o existem ainda formulagfes standard
purificadas, pelo menos com a garantia necessaria para poderem ser utilizadas em queijos
DOP nacionais. Por isso, os produtores de queijo continuam a utilizar o cardo de forma
tradicional, sem outra medida de padronizacdo que ndo seja a quantificacdo da quantidade
da flor. Esta apresenta composi¢cdo e caracteristicas muito variaveis e sem processos
padronizados de extracdo, o que contribui para a frequente falta de homogeneidade quanto

as caracteristicas dos queijos.

O aumento do volume de producado de queijo que tem ocorrido ao longo dos ultimos
anos aumenta a necessidade de dispor de solu¢des padronizadas deste coagulante de origem
vegetal e que, para além disso, apresentem boas condi¢cdes de conservacao da atividade

coagulante. Tém sido testadas formula¢cfes alternativas aos extratos aquosos de cardo, em

6
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po e solucdes recombinantes, no entanto estas ndo resolvem alguns problemas associados

a utilizacao desta planta como coagulante.

Deste modo, o objetivo deste trabalho serd integrar estudos sobre a a¢édo do cardo
como agente coagulante e procurar estudar diferentes formas de preparacdo de extratos
desta planta, que tenham a capacidade de manter a sua integridade e capacidades ao longo
do tempo. Comeca-se por elaborar uma breve revisédo bibliogréfica acerca da matéria-prima,
o leite, e do cardo como coagulante e suas formas de extracao e conservacao, a que se segue

a descricéo do trabalho experimental efetuado.

Toda a atividade laboratorial foi desenvolvida na Unidade de Tecnologia e Inovacdo

do INIAV - Instituto Nacional de Investigagdo Agraria e Veterinaria.
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2. Revisdo bibliogréfica

2.1. O Leite

O leite foi definido, em 1909 pelo Congresso Internacional da Repressao das Fraudes,
como o produto integral da ordenha total e ininterrupta de uma fémea leiteira em boas
condicbes de saude, bem alimentada e nao fatigada, devendo ser recolhido com asseio e nao
conter colostro (Luquet, 1985). E um meio multifasico, em que a 4gua € o componente
principal, onde se encontram dissolvidos, fundamentalmente, lactose e sais minerais, e
dispersos elementos de natureza lipidica (gl6bulos de gordura) e de natureza proteica
(micelas de caseina) (Amiot, 1991). Trata-se de um liquido branco, opaco, com sabor
ligeiramente adocicado e odor suave, mais viscoso que a agua e composi¢ao variavel de
acordo com a espécie, raca, individuo, com a alimentacao e o tempo de gestacédo, entre outros
fatores (Gomes, 2012).

Tabela 1 - Composicao média do leite de ovelha e vaca (resultados expressos em %).
Adaptado de: Park et al., 2006.

Composicao Ovelha Vaca
Agua (%) 80,1 87,4
Gordura (%) 7,9 3,6
Residuo seco isento de matéria gorda (%) 12,0 9,0
Lactose (%) 4,9 4,7
Proteina (%) 6,2 3,2
Caseina (%) 4,2 2,6
Albumina, globulina (%) 1,0 0,6
Azoto néo proteico (%) 038 0,2
Cinza (%) 0,9 0,7
Calorias/100 mL 105 69
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A fracdo azotada do leite € a que se destaca no processo de fabrico de queijo,
influenciando todo o processo. Como tal, evidencia-se, em seguida, a sua composicao
detalhada.

Tabela 2 - Composicdo média em matérias azotadas do leite de ovelha e vaca (resultados

expressos em % de azoto total) (Fonte: Alves, 2003).

Azoto total Ovelha Vaca
Proteinas (%) 97,6 95,0
Caseina Isoelétrica (insoluvel) (%) 80,0 78,0
Caseina as1 (%) 15,5 36,0
Caseina as2 (%) 14,7 10,0
Caseina 8 (%) 47,1 34,0
Caseina K (%) 7,3 13,0
Caseina ya, y2, y3 (%) 15,4 7,0
Proteinas do soro (soluvel) (%) 17,6 17,0
Albuminas
B-lactoglobulina (%) 51,4 50,0
a-lactoalbumina + serumalbumina (%) | 25.1 27,0
Imunoglobulinas (%) 17,9 12,0
Proteose-peptona (%) 5,6 10,0
Azoto néo proteico (%) 2,4 5,0
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2.1.1. As caseinas

As proteinas sdo componentes essenciais de todas as células vivas e tém uma
particular importancia no leite e produtos lacteos. O leite de vaca apresenta um teor médio de

3,2% de proteina, das quais aproximadamente 80% sao caseinas (Amiot, 1991).

As propriedades das caseinas diferem da maioria das proteinas. S&o hidrofébicas,
com cargas relativamente elevadas devido principalmente a presenca de grupos fosfato, tém
uma grande proporcao de prolina e poucos residuos de cisteina, apresentando uma grande
quantidade de hélices-a de pequena dimenséo e pouca estrutura terciaria (Walstra et al.,
1999). Precipitam a pH 4,6, distinguindo-se assim das proteinas do soro que apenas

precipitam se forem desnaturadas pela agédo do calor ou de outros tratamentos (Amiot, 1991).

De acordo com diferencas no peso molecular, evidencia-se a heterogeneidade das
caseinas, distinguindo-se cinco tipos: a caseina as: (peso molecular 23.600 D), a caseina as
(peso molecular 25.200 D), a caseina B (peso molecular 23.983 D), a caseina K (peso
molecular 19.550 D) e a caseina y (peso molecular 20.500 D) (Amiot, 1991, Walstra et al.,
1999). As caseinas a1, O s2, B € K sdo sintetizadas no epitélio secretor mamario (Barth &
Schlimme, 1989) enquanto a caseina y € um produto de degradacao da caseina B (Walstra et
al., 1999).

As caseinas apresentam um conjunto de caracteristicas transversais a todas: a
presenca de fésforo sob a forma de agrupamentos fosfosseril, a sua riqueza em certos
aminoacidos (acido glutamico, leucina, prolina) e a forte proporcdo de residuos apolares.
Distinguem-se entre si por apresentarem diferente nimero de agrupamentos fosfosseril, pela
presencga ou auséncia de cisteina, pela presenca, ou ndo, de glucidos, por serem mais ou
menos hidrofébicas e pelos teores em certos aminoacidos, como prolina, treonina e tirosina,

por exemplo (Eck, 1987).

As caseinas a, sendo as mais ricas em fésforo, tém as maiores cargas (Amiot, 1991,
Walstra et al., 1999). Estas sao ricas em grupos acido livres e 0 seu ponto isoelétrico € o mais
baixo entre as caseinas (pH 4,1). Das caseinas as1 sd0 conhecidas 5 variantes genéticas, que
se diferenciam pelo nimero de atomos de fésforo e residuos de aminoacidos por molécula,
séo formadas por uma cadeia peptidica de 199 a 191 residuos de aminoacidos, na variante
mais pequena. Estas caseinas apresentam uma regido hidrofilica onde se localizam a maior
parte dos grupos &cidos e restos hidrofobicos, sendo as outras regifes mais ou menos
hidréfobas, apresentando uma hidrofobicidade regular. Por sua vez, as caseinas as; sdo
formadas por uma cadeia de 207 residuos de amino&cidos, apresentam pouca prolina e baixa
hidrofobicidade (Alonso, 2001).

10
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As caseinas B sao formadas por uma cadeia polipeptidica de 207 residuos de
aminoacidos, com alta percentagem de prolina (Alonso, 2001). Apresentam solubilidade a
baixas temperaturas (2°C), ttm menos fosforo e mais enxofre que as caseinas a e o seu ponto
isoelétrico é a pH 4,9 (Amiot, 1991). Sdo mais hidrofébicas que a caseina as; € menos acidas,
com cargas uniformes ao longo da cadeia, apresentam uma regido N-terminal mais hidréfila
e acida e uma regido C-terminal mais hidréfoba. As caseinas 3 apenas sao sensiveis ao calcio
a temperaturas iguais ou superiores a 20°C, permanecendo sollveis na presenca de célcio a

temperaturas inferiores a 10°C (Alonso, 2001).

A presenca de agrupamentos fosfosseril, confere as caseinas uma grande afinidade
para o célcio, sendo maior, quanto maior o grau de fosforilagéo. Este € superior nas caseinas
a, um pouco mais baixo nas caseinas 3 € menor para as caseinas K. Nas caseinas as e B,
muito fosforiladas observam-se agrupamentos fosfosseril, que resultam em cadeias
peptidicas com zonas acidas e hidrofébicas muito marcadas; estas aglomeracdes de cargas
negativas conferem o seu poder de fixacdo do calcio (Eck, 1987).

Tanto as caseinas a como as 3 sdo, assim, sensiveis ao calcio. As caseinas K tém um
papel estabilizante da micela de caseina, pois ndo sao sensiveis a este ido. Estas sdo sollveis
na presenca de uma elevada concentracdo de Ca?*, isto é, quando se adiciona célcio a uma
suspensdo de caseina, da-se a rutura do complexo as-K e as caseinas a e 3 tendem a

precipitar, enquanto as caseinas K permanecem em soluc¢édo (Amiot, 1991).

A caseina K diferencia-se das restantes caseinas pela sua grande sensibilidade a acdo
de enzimas coagulantes, fraca afinidade para o célcio e presenca de glacidos, que é variavel,
originando as sete formas diferentes da caseina K (K1 a K7) (Eck, 1987). E ao nivel da ligacio
Fenilalanina 105-Metionina 106 (Fen 105-Met 106) que a caseina K apresenta a maior
sensibilidade a atividade das enzimas coagulantes; esta agdo da origem a uma agregacgao
micelar por aprisionamento da fase aquosa, traduzindo-se no inicio da coagulacao do leite
(Alonso, 2001, Silva & Malcata, 2005, Broome et al., 2006, Galan et al., 2008, Jacob et al.,
2011).

2.1.2. A micelade caseina

Devido a presenca de muitos grupos hidrofébicos expostos, as moléculas formam
ligacdes hidrofobicas, promovendo-se uma grande associagdo entre as diferentes caseinas,

formando-se as micelas de caseina (Walstra et al., 1999).
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A micela de caseina € uma particula esférica, com didmetros que vao dos 30 nm aos
300 nm, formada pela associagdo das caseinas (as1, Os2, B € K), com alguns fragmentos
peptidicos (caseinas y) oriundas da protedlise da caseina B e componentes salinos,
principalmente célcio e fosfato. As suas propriedades conferem-lhe uma grande estabilidade
em meio aquoso (Eck, 1987, Amiot, 1991). A propor¢cdo das caseinas no leite de vaca é,
geralmente, 1K : 3B : 5a, sendo que a proporcao da caseina K varia inversamente com o
tamanho da micela de caseina, enquanto a caseina 3 se encontra em proporcionalidade direta

com o mesmo (Amiot, 1991).

Assume-se que a micela de caseina é formada por submicelas, de cerca de 14nm,
agregadas entre si por pontes de fosfato de célcio. As submicelas sdo maioritariamente de
dois tipos, as formadas por caseinas as e 3 e as outras de as e K, as quais se vao agregando
até formarem uma micela, onde as caseinas K ficam localizadas na periferia.
Consequentemente, as cadeiras moleculares da extremidade C-terminal da caseina K
projetam-se a partir da superficie da micela, formando uma camada pilosa que impede, por
repulséo eletrostatica, qualquer agregacédo adicional de submicelas. Esta camada também é
responsavel pela estabilidade das micelas contra a floculacdo (Walstra, 1999).
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Figura 1 - Estrutura da micela de caseina segundo Schmidt (Fonte: Walstra et al., 1999).

As micelas de caseina encontram-se em suspensédo na fase aquosa do leite, onde se
encontram dissolvidos a lactose e os sais minerais. Diversas observa¢cdes demonstraram que
as micelas de caseina ndo sao estruturas fixas. O célcio sollvel encontra-se em equilibrio
com o da micela, no entanto, diversos fatores, como a temperatura, o pH, a forca ibnica,
atividade da 4gua e os teores de fosfato e citrato sollveis, podem afetar esse equilibrio,

levando a mudancas na distribuicdo de tamanho e proporcdo de micelas livres (Walstra,
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1999). Quando ha um aumento da temperatura e do pH e aumenta o teor de calcio i6nico, da-
se um aumento dos teores de calcio e de fosfato na micela e, consequentemente, um aumento
das suas dimensdes; por outro lado, o inverso ocorre em casos de diminui¢cdo da temperatura,
acidificacdo, adicao de agua, de cloreto de sddio, de citrato ou de outro agente quelante (Eck,
1987, Alves, 2003).

O caracter acido das micelas de caseina confere ao pH do leite um grande namero de
cargas negativas. E devido as repulsdes eletrostaticas que ocorrem, que as micelas nio se
aproximam e ndo se agregam, mantendo-se em dispersao entre as mesmas, apesar da curta
distancia entre si. Para além do potencial eletrocinético, as micelas séo capazes de fixar dgua
em grande quantidade, parte desta agua tem o papel de estabilizar e proteger a micela, pois
encontra-se imobilizada a superficie (Eck, 1987). Outro fator importante para a estabilidade
coloidal é a repulsao estérica que ocorre devido a densidade da “cabeleira” das micelas, ligada

a caseina K. Esta repulsdo pode ser muito importante devido a natureza hidréfila da
componente COOH terminal da caseina K (Alves, 2003).

A composicao das micelas, mais concretamente a propor¢éo das diferentes caseinas,
nomeadamente de caseina K, o teor em fosfato de céalcio e a composicdo salina da fase
aquosa, condicionam o seu grau de estabilidade. A destabilizagéo do sistema coloidal podera
ocorrer diretamente ao nivel da micela ou indiretamente ao nivel do ambiente circundante. A
coagulacéo do leite é a base para o fabrico de queijo e esta associada a destabilizacdo do
sistema coloidal (Macedo et al., 1993, Silva & Malcata, 2005, Jacob et al., 2011).

13
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2.2. O Cardo

2.1.2. O cardo e suas utilizagdes

O cardo (Cynara cardunculus L.), € uma planta herbacea dicotiledénea, dipldide, anual
e perene, pertencente a ordem Asterales e a familia Asteraceae. Apresenta ciclos anuais,
secando completamente no verdo e rebentando com as primeiras chuvas de outono
(Conceicéo et al.,, 2018). Tem cerca de 1 a 2 metros de altura, raiz aprumada e caule
tomentoso com espessura até cerca de 17 milimetros. Apresenta folhas de grandes
dimensdes inseridas em roseta basilar ao longo do caule, de cor verde-vivo, que exibem
espinhos rigidos de cor castanha na periferia. A planta apresenta flores hermafroditas de cor

purpura que ocorrem em inflorescéncias organizadas em capitulos compactos, com 80 a 240

flores e, em cada uma delas, é possivel observar-se dois carpelos unidos no estigma (Wiklund,
1992, Martins, 1999, Martins, 2011).

Figura 2 - Cynara cardunculus. A — Vista geral das inflorescéncias. B — Inflorescéncia. C —
Insercéo das folhas no caule (Fonte: Flora On).

O género Cynara tem uma distribuicdo ao longo da regido mediterranea, sendo C.
cardunculus a espécie com distribuicdo mais alargada. Esta encontra-se distribuida por toda
a zona Norte e Sudoeste do Mediterraneo e Macaronésia (arquipélagos da Madeira e
Canarias), surgindo em regides costeiras e com influéncia maritima. No entanto, também é
invasora noutras partes do Mundo, tendo colonizado regiées como o México, Califérnia,
Argentina, Chile, Peru, Austrélia, China e Oeste de Africa. A sua alargada distribuicéio é reflexo
da grande adaptabilidade as diferentes condi¢des edafoclimaticas, visto que nasce de forma
espontanea, adaptando-se a ambientes extremos, mesmo sob stress hidrico. Por este motivo,
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cresce em varios locais, nas margens de campos de cultura, pastos, terrenos de pousio, ao
longo de caminhos e até em zonas extremas, como solos argilosos, arenosos e pedregosos,
surgindo frequentemente em regides calcéarias. Esta planta também é cultivada, por semente
OU por via vegetativa, principalmente nas regides de fabrico de queijo. Como é usada como
coagulante, o objetivo do cultivo sera contornar a caréncia desta planta, modo a ser utilizada
pelas queijarias (Wiklund, 1992, Martins, 1999, Conceicao et al., 2018).

O cardo é uma planta com algum valor econémico devido a sua utilizacdo como
substituto do coalho animal no fabrico de queijo, pois tem a capacidade de coalhar o leite
(Vieira de S4&, 1974, Verissimo et al., 1995). Mas também é importante pelo consumo das
suas folhas e caules, tradicional em Espanha e Italia, por ser uma fonte de 6leo adequado ao
consumo humano, por ser utilizada para produgédo de combustivel (biodiesel) e bioetanol ou
de pesticidas biodegradaveis (devido a presenca de furanocumarinas), na medicina (pois
apresenta propriedades nutracéuticas, farmacolégicas e terapéuticas), para a producdo de
papel, alimentagéo de ruminantes, forragem verde para o gado ou para silagem e também por
ser aplicada como cultura alternativa para terrenos marginais ou de pousio (Faro et al., 1995,
Martins, 1999, Christaki et al., 2012, Conceigéo et al., 2018).

2.2.2. O cardo naindustria queijeira

Em Portugal, esta planta é conhecida como “cardo de coalho” ou “cardo hortense”,
uma vez que as suas flores secas (concretamente os estigmas e 0s estiletes), sdo muito
usadas desde tempos antigos como agente coagulante na queijaria tradicional, devido a sua
rigueza em proteases asparticas (Martins, 1999, Roseiro et al., 2003, Silva & Malcata, 2005,
Sarmento et al., 2006, Conceicédo et al., 2018). A utilizacdo desta planta como coagulante
relaciona-se com o facto da sua distribuicdo geogréfica abranger diversas regides com
tradicdo queijeira (Martins, 1999). Varios queijos tradicionais portugueses, em particular de
ovelha, mas também de cabra, com Denominac&o de Origem Protegida (DOP) ou Indicacdo
Geogréfica Protegida (IGP), tém nas suas formulag¢des a utilizagdo de extratos aquosos desta
planta e apresentam na respetiva legislacdo obrigatoriedade do uso dos mesmos. Alguns

”

exemplos s&o os queijos “Serra da Estrela”, “Serpa”, “Azeitao”, “Nisa” e “Evora”. O mesmo se

passa em Espanha com as variedades “Torta del Casar”, “La Serena” e “Flor de Guia” (Martins
et al., 1996, Prados et al., 2007, Shah et al., 2014, Almeida & Simdes, 2018).

As enzimas coagulantes do cardo s&o utilizadas em queijaria de modo tradicional
(Sarmento et al., 2006), sendo preparados diariamente os extratos que sdo utilizados (Jacob

et al., 2011). A flor a ser utilizada, é recolhida tipicamente nos meses de junho e julho (altura
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em gque estdo num estado de maturacdo mais avancado e apresentam caracteristicas mais
favoraveis ao processo), sofre posteriormente uma secagem ao ar durante 30 a 60 dias a uma
temperatura de 25-30°C. ApGs este periodo, sdo obtidos os extratos, através da infusdo das
flores em agua, durante um periodo de tempo varidvel, seguida de maceracao em almofariz;
a mistura é filtrada, obtendo-se um liquido de cor acastanhada que é adicionado ao leite
(Martins, 1999, Conceicao et al., 2018). Muitas vezes € adicionado sal aquando da maceracao
para a obtencdo dos extratos coagulantes, no entanto, ndo se quantifica, na maioria das vezes
a 4gua e o sal utilizado (Martins, 1999). Considera-se que a presenca de cloreto de sodio néo
influencia a extracdo da enzima, no entanto, € necessaria uma concentragdo ibnica minima,

pois solucdes obtidas unicamente com agua sao menos ativas (Tsouli, 1974).

Para além disto, estes extratos apresentam por vezes uma pobre qualidade
microbiologica e alguns componentes da flor, como compostos fendlicos, que poderéo
influenciar a atividade das enzimas e as caracteristicas dos produtos-finais obtidos
(Fernandez-Salguero et al., 1999 Conceicdao et al., 2018). Torna-se, deste modo,
reiteradamente dificil relacionar a qualidade da flor com o extrato obtido, pois existem diversos
parametros que ndo sdo padronizados (Vieira de Sa, 1974, Martins, 1999, Roseiro et al.,
2003).

No entanto, nem todas as areas de fabrico de queijo sdo regides onde o cardo ocorre
naturalmente (Pires et al., 1994) e assim, para que este possa ser comercializado para o
fabrico de queijo, € importante que se mantenham as melhores condi¢cdes no tratamento e
conservacao da flor. A sua colheita € uma operacdo importantissima para a qualidade do
coagulante a obter, deve ser selecionada apenas a porcao azul de cada flor, que corresponde
ao estigma e a regiao superior do estilete, local onde se concentram a maior parte das
enzimas coagulantes. A secagem ou quaisquer outros tratamentos a aplicar a fracao de flor
recolhida, devem ser realizados imediatamente a seguir a colheita, de forma a prevenir
qualquer deterioracdo (Martins, 1999). E recorrente a utilizacéo deste processo de secagem
tradicional, com o objetivo de conservar e uniformizar a composicao e atividade coagulante
da flor de cardo ao longo da época de producao de queijo (Roseiro et al., 2003, Conceigéo et
al., 2018). No entanto, apesar da secagem ser realizada a temperaturas baixas, verifica-se
uma diminui¢do da atividade enzimatica das flores, medida através da atividade coagulante
(Martins et al., 1996) e, em conjunto com a quebra de atividade ao longo da conservacéo da
flor, cerca de 75% do potencial de atividade coagulante, expresso por unidade de matéria
seca, pode ser perdido (Martins, 1999). Assim, reduzir o tempo de exposicao as condi¢des de
secagem tradicionais pode limitar tais perdas, como tal, seria aconselhavel a realizacdo de
uma desidratacdo a temperaturas mais elevadas, com a finalidade de reduzir o tempo de

secagem e as perdas de atividade coagulante (Conceicéo et al., 2018). Os extratos aquosos

16



2 — Revisao Bibliografica

obtidos de modo tradicional e usados em queijaria terdo, desta forma, caracteristicas variaveis
(Martins, 1999), isto porque, a atividade coagulante do extrato desta planta depende de
numerosos fatores: como o ecétipo usado, parte da planta utilizada, o seu estado de

maturacao, tempo de secagem ou o conteldo final da mistura (Almeida & Simbes, 2018).

Posto isto, o cardo € um fator-chave para a qualidade dos queijos e, por lhes conferir
certas caracteristicas particulares, tem sido cada vez mais estudado (Alcaraz et al., 2011). No
entanto, devido a variabilidade inerente a prépria planta e também relacionada com os
processos de conservacdo da flor, € de esperar alguma heterogeneidade ao nivel da
composi¢cado quimica dos extratos de cardo (Martins, 1999). O uso de coagulantes de forma
empirica pode reduzir a aceitabilidade, qualidade e homogeneidade dos queijos tradicionais
fabricados desse modo, assim como a utilizagéo de leite cru, um veiculo da flora microbiana
gue influencia as caracteristicas dos queijos. Também, as componentes relacionadas com o
rebanho (estado sanitario, alimentacao, raca, potencial genético, maneio, estadbulo, ambiente
de producédo e ordenha) e com a constituicdo do leite e sua transformacao, irdo influenciar a
qualidade do produto-final obtido (Martins, 2006). Logo, a possibilidade de se utilizar
coagulantes de forma mais controlada pode contribuir para 0 aumento e preservagdo do
fabrico tradicional de queijo (Martins et al., 1996, Alves, 2003, Almeida & Simbes, 2018).

2.2.3. As enzimas coagulantes de C. cardunculus

A atividade coagulante, i. e., a capacidade para hidrolisar de forma especifica a
caseina-K (Jacob et al.,, 2011), do cardo deve-se ao complexo de enzimas proteoliticas
existentes em grande quantidade na fragdo violeta das suas flores, mais concretamente nos
estigmas e estiletes. Este complexo engloba predominantemente dois grupos de proteases
asparticas, cardosinas e ciprosinas, geneticamente diferentes (Macedo et al., 1993, Macedo
et al., 1996, Martins et al., 1996, Silva & Malcata, 1998, Alves, 2003, Pimentel et al., 2007,
Prados et al., 2007, Martins, 2011, Shah et al., 2014, Almeida & Simdes, 2018).

As proteases asparticas (EC 3.4.23) sdo um grupo de enzimas, endopeptidases,
amplamente distribuidas na natureza, presentes em bactérias, protozoarios, fungos, plantas,
animais e também alguns virus (Verissimo et al., 1995, Dunn, 2002, Pina et al., 2003). Estas
apresentam dois residuos asparticos no seu local catalitico, s&o mais ativas a pH &cido e
mostram especificidade para clivar ligacdes peptidicas entre residuos de aminoacidos
hidrofébicos responsaveis pela atividade catalitica (Alves, 2003, Shah et al., 2014, Almeida &
Simdes, 2018). Tém funcdes bioldgicas importantes, apesar de ainda um pouco

desconhecidas, ao nivel da germinacdo, senescéncia, defesa ou reproducéo das plantas
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(Martins, 1996, Ramalho-Santos et al., 1997, Martins, 2011); tém funcfes importantes em
sistemas bioldgicos animais, nomeadamente na degradacao de proteinas e na regulacédo da
pressdo sanguinea (Conceicao et al., 2018) e desempenham um papel muito importante ao
nivel da coagulacdo das proteinas do leite, podendo substituir o coalho animal e, por estes
motivos, tal como referido, tém sido alvo de interesse da investigacao cientifica (Verissimo et
al., 1995, Jacob et al., 2011).

Nos pistilos de C. carcundulus, foi possivel isolar nove tipos de proteinases asparticas,
sendo um dos nimeros mais altos que foram isolados em apenas um organismo, sugerindo
assim a grande importancia e especificidade das func@es bioldgicas desta planta (Sarmento
et al., 2009, Conceigéo et al., 2018). Neste conjunto de enzimas existentes no cardo, surgem
dois tipos de cardosinas distintas, A e B, ambas heterodiméricas com um elevado grau de
homologia que se encontram em propor¢des acentuadas, mas diferentes. Aproximadamente
78% da proteina total corresponde a cardosina A e os restantes 22% séo representados pela
cardosina B, estas duas proteinas apresentam, ao nivel dos parémetros cinéticos, da
especificidade e da proporcdo que se encontram, semelhancas com a quimosina e pepsina
do coalho animal, respetivamente (Verissimo et al., 1995, Silva & Malcata, 1998, Martins,
1999). O coeficiente catalitico da cardosina A é préximo do da quimosina e o da cardosina B
€ da mesma ordem de grandeza que o da pepsina. A cardosina A tem uma especificidade de
substrato mais limitada e menor eficiéncia catalitica quando comparada com a cardosina B
(Martins, 1999, Alves, 2003, Almeida & Simdes, 2018). A cardosina A encontra-se altamente
restrita aos pistilos e foi detetada maioritariamente nos vacuolos do estilete das flores, mas
também ao longo das células da epiderme do estilete (Ramalho-Santos et al., 1997, Duarte
et al., 2006). Em contraste, a cardosina B esta ausente na parte superior do estigma tendo
sido detetada na matriz extracelular do tecido de transmisséo do estilete e zona inferior do
estigma (Vieira et al., 2001, Duarte et al., 2006).

As ciprosinas, que foram primeiramente designadas por cinarinas, depois por
cinarases e, posteriormente, por ciprosinas, sdo enzimas semelhantes as cardosinas, que
também se encontram na zona do pistilo da flor, no entanto com algumas caracteristicas
diferentes das mesmas (Brodelius et al., 1988, Heimgartner et al., 1990, Martins, 1999). Estas
sdo também heterodiméricas e existem sob 3 formas: ciprosina 1, ciprosina 2 e ciprosina 3.
Os trés tipos de ciprosinas distinguem-se pela sua atividade proteolitica especifica. As
ciprosinas 2 e 3 tém maior atividade que a quimosina e que a ciprosina 1, sendo a ciprosina
3 a que apresenta maior atividade coagulante (Heimgartner et al., 1990, Martins, 1999,
Roseiro et al., 2003, Almeida & Santos, 2018).
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As duas cardosinas séo ativas a pH entre 2 e 7, sendo o pH étimo entre 5 e 5,5. As
trés ciprosinas mostram um maximo de atividade a um valor de pH préximo de 5,1 a 37°C, no
entanto a ciprosina 3 apresenta um pH 6timo de 4,1 (Martins, 1999, Alves, 2003, Almeida &
Santos, 2018).

2.2.4. A utilizagdo do cardo vs. outros coagulantes no fabrico de queijo

Devido ao grande crescimento na producao de queijo a partir de 1960 e a reducao da
disponibilidade de coalho animal, por restricbes ao acesso a estdbmagos de vitelo, tém-se
assistido a procura de substitutos com potencial para o fabrico de queijo, que devem mimetizar
as propriedades do coalho no fabrico de queijo, i. e., uma elevada proporcéo entre atividade
coagulante e proteolitica nas condicbes de pH e temperatura especificas para o fabrico de
gueijo. Os mais importantes substitutos para o coalho animal incluem enzimas de origem
microbiana, enzimas recombinantes obtidas a partir de organismos geneticamente

modificados e proteases de plantas (Jacob et al., 2011).

O uso de coalho animal tem algumas limitacdes religiosas (Judaismo e Islamismo) e
em termos de dieta (vegetarianismo), existindo ainda alguma oposi¢ao quanto a utilizacéo de
alimentos ou ingredientes geneticamente modificados (na Alemanha e na Holanda, por
exemplo, ha a proibi¢éo do uso de coalho de vitela recombinante). Mais recentemente, devido
a incidéncia de encefalopatia espongiforme bovina (BSE), reduziu-se tanto a oferta como a
procura de coalho bovino. Como tal, atualmente, o interesse na utilizacdo de coagulantes
vegetais tem vindo a aumentar (Roseiro et al., 2003, Almeida & Simdes, 2018). O cardo é uma
das fontes mais importantes de coagulante vegetal. Outras plantas, como, por exemplo, a
papaeira (Carica papaya) e a figueira (Ficus canta), ttm também sido alvo de investigacao,
no entanto ndo tém aplicacdo industrial devido a extrema atividade proteolitica ndo especifica
das enzimas que lhes estdo associadas, a papaina e a ficina, que geram problemas a nivel

tecnolégico e nos produtos finais obtidos (Martins, 1999, Jacob et al., 2011).

Contrariamente ao que acontece com o0s extratos de cardo, existem diversas
preparagdes comerciais que disponibilizam enzimas ou misturas de enzimas purificadas para
fabrico de queijo, de origem animal, de origem microbiana ou de enzimas de origem animal
obtidas a partir de organismos geneticamente modificados, ndo sendo estas Ultimas
permitidas no fabrico de queijos DOP (Jacob et al., 2011). A utilizacdo de preparacdes, na
forma liquida ou em pé, com atividade coagulante padronizada, permite aos produtores de
queijo a planificacdo dos seus fabricos. Possibilitam, além disso, a reproducédo das mesmas

tecnologias de fabrico de forma a poderem apresentar produtos com alguma homogeneidade,
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0 que motiva a fidelizacdo do consumidor na escolha dos produtos que prefere (Shah et al.,
2014). No entanto, para os extratos de flor de cardo, tal como referido, ndo existem ainda
formulacdes standard purificadas, pelo menos com a garantia necessaria para poderem ser
utilizadas em gueijos DOP nacionais (Martins et al., 1996, Almeida & Simdes, 2018). Por isso,
os produtores de queijo continuam a utilizar o cardo de forma tradicional, empirica, sem outra
medida de padronizacdo que ndo seja a quantificacdo da quantidade da flor. Esta,
apresentando composi¢ao e caracteristicas muito variaveis, e sem processos padronizados
de extracdo, contribui para a frequente falta de homogeneidade quanto as caracteristicas dos
queijos (Vieira de S& & Barbosa, 1972, Martins et al., 1996, Martins, 1999, Martins, 2006,
Jacob et al., 2011).

Numa grande parte dos queijos tradicionais de elevada qualidade, é utilizado o cardo
como agente coagulante (Prados et al., 2007), no entanto, isto é dificil transparecer para uma
escala industrial. Por este motivo, a este nivel ainda é mais utilizado o coalho de origem
bovina. A utilizacdo de agentes coagulantes alternativos seria uma mais-valia, tanto ao nivel
da inovacao dos produtos, como das propriedades organoléticas e reol6gicas dos mesmos.
Apesar de todas as propriedades Unicas intrinsecas do cardo, este ndo pode ser utilizado a
uma escala mais alargada devido a sua variabilidade no que diz respeito a atividade
enzimatica, qualidade microbiolégica e pelas limitagcdes de acesso a planta em alguns locais,
0 que contribui para uma elevada heterogeneidade dos produtos finais (Fernandez-Salguero
et al., 1999, Almeida et al., 2015, Almeida & Simdes, 2018).

2.2.5 A acdo das proteases asparticas de C. cardunculus no fabrico de

queijo vs. outros coagulantes

O complexo enziméatico, formado pelas cardosinas e ciprosinas, ndo apresenta
caracteristicas e propriedades assim tdo distintas das restantes enzimas utilizadas na
indastria queijeira, o seu efeito no processo tecnoldgico é semelhante (Silva & Malcata, 2005).
Estas enzimas também clivam especificamente a ligacdo Fen 105-Met 106 da caseina K de
origem bovina e ovina, que tem o papel de estabilizar a micela de caseina, da mesma forma
gue a quimosina e a pepsina, permitindo a agregagéo das micelas de caseina, por intermédio
da acédo do célcio ionico (Silva & Malcata, 2005, Broome et al., 2006, Sarmento et al., 2006,
Martins, 2006, Prados et al., 2007, Galan et al., 2008, Jacob et al., 2011, Almeida & Simdes,
2018, Conceicdo et al.,, 2018). No entanto, nos coagulantes distingue-se a atividade
proteolitica especifica para a fase primaria coagulacdo e a atividade proteolitica nao
especifica. O facto das proteases do cardo apresentarem uma forte atividade proteolitica ndo

especifica (que se reflete na maior libertacdo de azoto solavel) (Vieira de S4, 1974, Martins,
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2006), promovendo uma hidrélise mais acentuada das caseinas as, 3 e y, quando comparadas
com outras enzimas coagulantes, diferencia-as das restantes proteases asparticas utilizadas
no fabrico de queijo (Alves, 2003). Em C. cardunculus, aponta-se uma relacdo atividade
proteolitica/atividade coagulante significativamente maior comparativamente a quimosina e
ao coalho. Estes efeitos sdo mais notdrios no leite de ovelha e menos evidentes em leite de

vaca (Conceicao et al., 2018).

7

Esta atividade proteolitica ndo especifica das enzimas do cardo, é muitas vezes
apontada como um aspeto negativo, estando associada a alguns defeitos ao nivel da textura
e sabor, e a uma quebra de rendimento (Vieira de S& & Barbosa, 1972, Martins 1999). O soro
resultante do fabrico de queijo com cardo como agente coagulante, apresenta maior turbidez
relativamente ao soro oriundo do fabrico de queijo com coalho animal, considerando-se que
isto se deve a presenca de caseinas em suspensdo, o que pode ser uma explicacdo para a
quebra de rendimento no fabrico (Vieira de S&, 1974). No entanto, a fracdo residual de
proteases que fica retida na coalhada influencia a protedlise ao longo da maturagéo, sendo
muito importante para definir certas caracteristicas dos queijos, como a textura (cremosidade)
em queijos feitos a partir de leite de ovelha (Conceicéo et al., 2018). Assim, em situacdes
especificas, como a utilizagdo do cardo em leite de ovelha, que por si s6 apresenta
propriedades fisico-quimicas Unicas, podera ser um fator favoravel tanto na coagulacdo como
na maturacdo, levando ao surgimento de produtos com elevado valor intrinseco e
caracteristicas particulares de textura, aroma e sabor (Martins, 1999, Martins, 2006, Galan et
al., 2008, Alcaraz et al., 2011, Almeida & Simdes, 2018).

A acdo das proteases do cardo nas regiées hidrofébicas das caseinas resulta na
formacdo de maior proporcdo de péptidos com caracteristicas diferentes dos formados
aquando da adi¢do de outros coagulantes, devido a pronunciada protedlise das caseinas. Isto
resultara no desenvolvimento de algumas caracteristicas comuns, em particular em queijos
produzidos com leite de ovelha, que estdo relacionadas com um sabor amargo ou por vezes
picante e uma pasta mole (Martins, 1999, Prados et al., 2007, Correia et al., 2014, Almeida &
Simdes, 2018). Estes péptidos, relacionados com o sabor amargo, devem-se a degradacgéo
das caseinas a e 8 e a sua concentragado € mais elevada quanto maior a protedlise da caseina,
como em queijos de cura mais prolongada (Toelstede & Hofmann 2008, Jacob et al., 2010).
Sera ao nivel das caseinas as1 que as proteases do cardo terdo maior influéncia a nivel fisico
e organoléptico, pois a sua acdo é muito diferente relativamente & de outros coagulantes
usados (Alves, 2003).

Agboola et al. (2004) verificaram que, queijos de ovelha produzidos com o cardo como

coagulante apresentam maiores niveis de péptidos hidrofilicos e hidrofébicos,
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comparativamente aos queijos produzidos utilizando coalhos de origem animal e microbiana.
No entanto, detetaram que 0s primeiros ndo apresentavam um sabor amargo tao intenso
como queijos feitos com coalho microbiano e animal, possivelmente estando este mascarado
por outros componentes do queijo, sendo 0s queijos produzidos com coalho microbiano, os
que demonstraram ser mais percebidos como “picante” pelo painel sensorial, tendo o0 mesmo
sido referido por Jacob et al. (2011) no seu trabalho de revisdo. Fernandez-Salguero &
Sanjuan (1999) investigaram o efeito, tanto do cardo como do coalho, como coagulantes, na
protedlise durante a maturagcéo do queijo “Los Pedroches”, produzido com leite de ovelha. E,
indo de acordo com o que ja foi referido, neste trabalho também verificaram que a hidrélise
das caseinas ocorreu de forma mais extensiva e rapida, aquando da utilizacdo de C.

cardunculus.

Noutro trabalho, Pino et al. (2009) compararam as a¢fes do cardo como coagulante e
do coalho de origem bovina, para o fabrico de queijo com leite de cabra. Concluiram que, os
queijos confecionados com o0 uso das proteases de C. cardunculus como coagulante,
apresentaram maiores teores de péptidos hidrofébicos e um maior racio de péptidos
hidrofébicos/hidrofilicos durante todo o processo de maturacdo, comparativamente queijos
aos produzidos com coalho bovino. Também entenderam que a acdo do cardo como
coagulante, em queijo de cabra tradicional, levou a uma atividade proteolitica superior a
resultante da acdo da quimosina, nos primeiros estagios da maturacdo. O uso de cardo como
coagulante no fabrico do queijo de cabra pode acelerar a maturacédo, contribuindo para o
surgimento de caracteristicas sensoriais diferentes, causadas pelo aumento da atividade
proteolitica da ciprosina (Tejada et al., 2008). No entanto, a sua utilizacdo pode ser uma via
favoravel ao aumento da producdo deste tipo de queijos, com reducdo de custos e

amplificando o mercado para os mesmos (vegetarianismo) (Alcaraz et al., 2011).

E possivel considerar, de forma consensual, que a fase de agregacéo micelar durante
a coagulacdo do leite, a segunda fase do processo de coagulacdo, é composta por um
conjunto de reacBes que dependem da composicdo do leite, relativamente aos seus
elementos proteicos e minerais, em particular o célcio iénico, ndo diretamente dependentes
das enzimas coagulantes. No entanto, o tipo de coagulante apresenta uma influéncia indireta
através da atividade proteolitica exercida sobre a proteina destabilizada na fase primaria da
coagulacéo, interferindo na velocidade da reacéo e firmeza do gel. O tipo de coagulante tem,
deste modo, um importante papel na definicdo das caracteristicas da coalhada (Conceigéo et
al., 2018).
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2.2.6. Conservacao de extratos de cardo

O aprovisionamento de flor de cardo para o fabrico de queijo baseia-se sobretudo na
conservacdo da mesma, por secagem, uma vez que a colheita se concentra na época de
floracdo. Sendo um processo eficiente sob o ponto de vista da conservacao da flor, ndo deixa
de provocar alguma quebra relativamente ao potencial coagulante, quer pelo processo de
secagem, com quebras estimadas em cerca de 20 a 50%, quer ao longo do tempo, num total
de até 75% da atividade inicial da flor até ao momento de nova colheita (Martins et al., 1996;
Martins, 1999; Conceicao et al., 2018).

O aumento do volume de producéo de queijo que vem ocorrendo ao longo dos ultimos
anos e a extensao do consumo de flor de cardo como coagulante ao nivel da industria,
acompanhando o aumento de dimensdo das unidades de transformacéo, intensifica a
necessidade de dispor de solugbes padronizadas deste coagulante de origem vegetal e que,
para além disso, apresentem boas condi¢cfes de conservacao e atividade coagulante. Assim,
sera importante o desenvolvimento de formulacbes que mantenham a sua atividade
coagulante e proteolitica, parametros importantes no que diz respeito a avaliacdo dos
coagulantes para o fabrico de queijo, e que possam ser utilizadas em queijaria de modo
industrial, ao longo do tempo (Martins, 1996). Desta forma sera possivel incrementar a
guantidade de produto e a qualidade dos queijos produzidos, aproveitando igualmente o
potencial nutricional e propriedades fisico-quimicas do leite de ovelha e de cabra (este Gltimo
utilizado no queijo mestico de Tolosa, com designagéo IGP), superando a caréncia de um
coagulante adequado para o fabrico destes tipos de queijo a uma escala industrial (Almeida
& Simoes, 2018).

Com estes objetivos, isto €, visando o desenvolvimento de solu¢des mais eficazes com
potencial para aumentar a producdo e aplicacdo comercial, varias estratégias foram
empreendidas nos Ultimos anos para estabelecer novos coagulantes a base de cardo.
Regista-se o0 desenvolvimento e a disponibilizacdo de trés tipos de solucdes: formulacdes de
extrato de cardo, ciprosina B (designacdo dada a cinarase 3 pelos autores) recombinante e

cardosinas A e B recombinantes (Almeida & Simdes, 2018).

Os extratos de cardo poder&o ser um fator adicional de contaminac¢do microbiana, por
vezes, favoravel para a maturacdo dos queijos, mas também poderdo contribuir com
microrganismos ndo desejaveis ao processo (Vieira de Sa, 1974, Fernandez-Salguero et al.,
1999, Prados et al., 2007). Para evitar esse tipo de situagdes, foi desenvolvido ha alguns anos
um coagulante vegetal em p6, obtido por liofilizacdo dos extratos aquosos de flores de C.
cardunculus. Este € um produto livre de microrganismos, sollvel em agua ou no leite, estavel,

sem necessitar de conservantes, com atividade coagulante facil de tipificar e de simples
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utilizagdo, com sucesso em diversas variedades de queijo (Fernandez-Salguero et al., 2002,
Jacob et al., 2011). Em diferentes queijos, como por exemplo, “Los Pedroches” e “Manchego”,
0 uso deste coagulante em p6 deu origem a produtos com caracteristicas organoléticas e
reoldgicas semelhantes as dos obtidos com extratos aquosos de cardo, nho entanto, com
menor carga microbiana. A sua utilizacdo também pode ser estendida a um conceito de
aceleracdo da maturacdo e, dessa forma, contribuir para produtos finais com melhores

atributos sensoriais, mais cremosos e suaves (Almeida & Simdes, 2018).

Em relacdo a comparacao da utilizacdo do coagulante em pé com o coalho animal, no
fabrico dos mesmos tipos de queijo, concluiu-se que os dois tipos de coagulante nédo
apresentaram diferencas significativas na maioria dos parametros quimicos estudados, no
entanto, ao nivel da qualidade sensorial (odor, cor, intensidade do sabor e cremosidade), esta
foi superior em queijos obtidos com a utilizacdo do coagulante vegetal em po (Tejada &
Fernandez-Salguero, 2003, Prados et al., 2007). A maior limitacdo deste tipo de coagulante
em pé a escala industrial prende-se com a disponibilidade de flor de cardo e com a
variabilidade de ecétipos existente, que se reflete em diferengcas ao nivel da atividade
proteolitica (Correia et al., 2016, Almeida & Simdes, 2018).

Através de duas espécies de leveduras, concretamente Pichia pastoris e
Saccharomyces cerevisiae, foi possivel obter ciprosinas B recombinantes que geraram, no
fabrico de queijo, uma protedlise elevada, refletindo-se numa maior taxa de azoto solluvel e
num maior indice de maturagdo, comparativamente queijos fabricados com coalho animal.
Considerou-se que as ciprosinas B recombinantes apresentam os mesmos padrdes de
hidrélise que os extratos aquosos da flor de cardo ou que o coagulante em pé descrito

anteriormente (Fernandez-Salguero et al., 2003, Almeida & Simdes, 2018).

As cardosinas A e B englobam a maioria da proteina solavel presente nas flores de
cardo, consideradas como tendo uma importancia fundamental na coagulagéo do leite, tém
sido estudadas desde ha varios anos no sentido de desenvolver um coagulante vegetal
sintético a base das mesmas (Almeida & Simdes, 2018). Foi possivel expressar cardosina A
em Escherichia coli, com propriedades idénticas as da enzima natural (Castanheira et al.,
2005). Em estudos mais recentes, procurou-se o desenvolvimento de uma forma
recombinante de cardosina B com aplicag&o industrial no fabrico de queijo, em particular de
leite de ovelha e de cabra. Neste caso, 0 sistema de expresséo escolhido foi Kluyveromyces
lactis e foi demonstrado que a enzima secretada demonstra propriedades proteoliticas
idénticas as da cardosina B natural e com maior rendimento comparativamente a quimosina
sintética (Almeida et al., 2015). A cardosina B sintética mostrou ter menor eficiéncia catalitica,

mas ser mais seletiva que a cardosina B. Ambas as propriedades foram apontadas como
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aspetos positivos, podendo influenciar positivamente o desempenho deste tipo de preparacao

enziméatica no fabrico de queijo (Almeida & Simdes, 2018).

Uma outra alternativa € a disponibilizacdo de extratos liquidos titulados de flor de
cardo, a semelhanca do que acontece para outros coagulantes de origem animal ou
microbiana. Ja existem no mercado solu¢des comerciais deste tipo, ho entanto sem garantias
gue permitam a respetiva utilizacdo em queijos DOP, para os quais ainda hoje a forma
tradicional de preparacdo de extratos € a Unica permitida. Ao nivel das queijarias que
produzem estes tipos de queijo, existem tentativas de preparacdo de extratos em maior
escala, para utilizacdo que ultrapasse a quantidade necesséria a cada fabrico. A questao que
se coloca nestas situacdes seré a capacidade de conservagdo destas solu¢des. Na verdade,
alguns trabalhos efetuados para avaliar a capacidade de conservacao dos extratos aquosos
de cardo, obtidos de forma tradicional, revelam que a sua atividade proteolitica diminui ao
longo do tempo, mesmo com conservacao a 4°C, o que motiva a procura de outro tipo de
solucdes ou métodos de conservacao mais adequados (Tavaria et al., 1997, Conceigéo et al.,
2018). Foi demonstrado por Tavaria et al. (2001) e por Tejada et al. (2008), que a liofilizag&do
dos extratos apresenta vantagens em relacao a refrigeracao e congelagéo, no que diz respeito
a conservacdo da atividade coagulante. Segundo Tavaria et al. (2001) a liofilizacdo dos
extratos da flor de cardo retarda as perdas de atividade coagulante durante o armazenamento,
providenciando uma maior estabilidade conformacional da enzima coagulante. Os mesmos
autores concluiram também que a liofilizacdo em conjunto com a reconstituicdo com agua,
resultou em maior atividade coagulante e melhor atividade proteolitica, que os extratos frescos

ou reconstituidos com tampao citrato (pH 5,4).

Silva & Malcata (2005) verificaram a atividade coagulante e proteolitica em extratos
liofilizados de C. cardunculus, reconstruidos com tampao citrato (pH 6,2) e, em alternativa,
com tampado citrato (pH 5,0) 10mM com 20 g/L de NaCl. A incubacéo das enzimas coagulantes
em tampao citrato (pH 5,0) mostrou ter efeitos significativos na sua atividade, demonstrando-
se que é mais elevada a pH mais acido, o que ndo é surpreendente, pois tratam-se de

proteases asparticas.

Noutro estudo, Sousa & Malcata (1998) investigaram o efeito do tampao fosfato, a pH
6,5 ou 5,5, na auséncia de NaCl, e a pH 5,2 com NaCl a 5% (g/v), na atividade proteolitica
priméaria do complexo de caseinato de sodio de ovelha e cabra, de extratos aquosos de cardo.
O caseinato caprino apresentou maior degradacédo que o ovino, has mesmas condicfes (pH
6,5 e 5,5), na auséncia de NaCl, e verificaram, em ambos os caseinatos de sodio, que a
presenca deste sal reduz a protedlise das caseinas as e 3. Neste trabalho também verificaram

que a pH mais baixo a degradagéo das B caseinas foi mais rapida, o que corrobora outros

25



2 — Revisao Bibliografica

estudos. Assim, entende-se que tanto o pH como a forca idnica afetam a atividade destas

enzimas.

A introducéo de um sistema orgénico numa mistura reacional pode afetar a atividade,
estabilidade e especificidade das enzimas, dando-lhes novas propriedades (Sarmento el al.,
2006). A nivel laboratorial, ndo aplicavel ao setor alimentar, tém-se vindo a desenvolver
estudos, desde o inicio dos anos 90, acerca da estabilidade das proteases de Cynara
carduculus em sistemas organicos aquosos. Barros et al. (1992), testaram a preservacao das
propriedades destas enzimas em sistemas bifasicos contento acetato de etilo, n-hexano e
isoctano e compararam-nas com as da pepsina. Verificaram que o n-hexano e o isoctano
apresentam maior capacidade de desnaturacdo que o acetato de etilo e, relativamente a
comparagdo entre a enzima vegetal e a pepsina, concluiram que a retengéo da atividade
enzimatica por parte da protease acida do cardo se mantem mais estavel e mais elevada, com
as solucdes de n-hexano e o isoctano; o acetato de etilo ndo demonstrou reter tdo eficazmente
as propriedades de ambas as enzimas. No mesmo estudo, investigou-se o efeito da
temperatura, sendo que a temperaturas mais altas, a atividade de ambas as enzimas

decresceu significativamente ao longo do tempo.

Mais recentemente, foi testado o efeito do acetronitrilo na estabilidade da cardosina A.
Verificou-se algum efeito ao nivel da estrutura e cinética sem resultar numa perda significativa
de atividade da enzima. Demonstrou-se que o solvente pode afetar a atividade da enzima
através de mudancas conformacionais, ndo sendo possivel, no entanto, descartar uma
presumivel interagcdo com o sitio ativo da enzima (Shnyrova et al., 2006). Noutro estudo, foi
testado o efeito de solventes organicos na especificidade da cardosina A, em substratos
complexos, como as caseinas a, B e K, sem que se demonstrassem consequéncias de
qualquer uma das solucdes utilizadas, na especificidade desta enzima. Sarmento et al. (2006)
demonstraram que a cardosina A ndo s0 se mantém ativa nesses sistemas organicos como

a sua especificidade se mantém.

Estudos como estes, acerca da conservacao das propriedades destas enzimas, séao
muito importantes para compreender o seu comportamento ao longo do tempo. No entanto
nado se podem aplicar a industria alimentar, pois as solucfes testadas apresentam solventes
organicos com alguma toxicidade. Sera realmente importante, por isso, testar solucdes
aguosas, nao toxicas, que ajudem a manter as propriedades das enzimas do cardo durante o

maior tempo possivel, para que este seja utilizavel a escala industrial (Martins el al., 1996).
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3. Trabalho experimental

Este trabalho pretendeu dar alguma resposta as questdes abordadas no final do
capitulo anterior, através do estudo da conservacao de extratos de flor de cardo sob diferentes
condi¢cdes de formulagao.

Foram preparados extratos de flor de cardo utilizando o mesmo lote de flor seca de
cardo e quatro solucbes de extracdo diferentes, as quais funcionaram como formulactes
enzimaticas relativamente as quais foi avaliada a respetiva acdo coagulante ao longo do

tempo sob condicdes de refrigeracéo.

Todos os extratos foram preparados em simultaneo, e conservados has mesmas
condigbes (4°C) ao longo de 135 dias (quatro meses e meio). Apos a avaliacdo das
caracteristicas iniciais, os extratos foram colocados sob refrigeracdo, procedendo-se a sua
avaliacao ao fim de 45 dias, 90 dias e 135 dias.

3.1. Material e métodos

3.1.1. Leite

Para a medicdo da atividade coagulante utilizou-se um leite de referéncia (spray dried
skimmed milk powder, Actalia Cecalait, Poligny, France) e um coalho em p6 padrdo de
referéncia (Calf rennet reference standard powder, Chr. Hansen, Hgrsholm, Denmark) de
acordo com a Norma ISO 23058|IDF 199: 2006.

Na caracterizacdo da aptidao tecnoldgica para a coagulacao utilizou-se leite em po
magro de vaca, reconstituido a 11% (m/v) com uma solucdo de cloreto de calcio 0,01M,

acertado a pH 6,6.

Tanto para a medicao da atividade coagulante como para a caracterizacao da aptidao
tecnoldgica, a preparacéo do leite foi sempre efetuada no préprio dia dos ensaios e realizada

do mesmo modo, para diminuir a respetiva influéncia nos resultados.
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3.1.2. Cardo

O material utilizado foi um lote de cardo colhido em Oeiras, no campus do INIAV, no
periodo de junho a julho de 2016. Utilizou-se a técnica de corte ao nivel da base dos estiletes,
nas inflorescéncias com flores que apresentaram o desenvolvimento de estigmas de cor azul
ou lilds caracteristicos, com o cuidado de selecionar as partes das inflorescéncias com
interesse para a coagulacao, evitando as bracteas ou o recetaculo. O material recolhido sera
designado por “flor de cardo”, no entanto sabe-se que apenas foi colhida e utilizada uma parte

da flor para a preparacéo dos extratos.

A flor colhida foi armazenada em sacos de papel e seguiu para o local de secagem
apos a colheita. Ai procedeu-se a secagem sem incidéncia direta da luz solar, em camada
fina, a temperatura ambiente (25-30°C), de acordo com o modo tradicional. A secagem

funciona como um método de conservacao da flor, caso esta ndo seja utilizada de imediato.

Apés a secagem, o material foi armazenado em saco de papel para posterior utilizacéo
na preparacdo dos extratos.

3.1.3. Preparacdo das amostras e extragao

Para a preparacao dos extratos de cardo foram utilizadas quatro solugdes diferentes:
tampdao acetato a pH 5,5, tampdo citrato a pH 3, uma solucéo de cloreto de sddio a 5% (m/v)

e uma solucao de cloreto de sodio a 20% (m/v).

O tampao acetato foi preparado de acordo com a Norma 1SO 23058|IDF 199: 2006 e
para o tampao citrato misturaram-se quantidades iguais de uma solucao de acido citrico a
50mM e de uma solugéo de citrato de sédio a 50mM, procedendo-se no final a um acerto do

pH com acido cloridrico 1M, para se obter o pH final desejado.

A extracao foi efetuada por maceracdo em almofariz, a temperatura ambiente
(aproximadamente 15-20°C), de 4g de flor de cardo seca até obtencao de 100mL de solucéo
apos filtracao através de papel de filtro Whatman n° 54, obtendo-se quatro extratos diferentes.
A todos os extratos foi adicionado 2% de sorbato de potéssio e as formulagbes foram

posteriormente armazenadas a 4°C.
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3.1.4. Medicédo da atividade coagulante

A determinacdo da atividade coagulante foi efetuada de acordo com a Norma ISO
23058|IDF 199: 2006. Utilizou-se leite padréo reconstituido a 11%, pH 6,5, estabilizado a 32°C
em banho de agua termostatizado. Para determinacéo da atividade coagulante, adicionou-se

500 pL de solucéo coagulante a 25mL de leite e mediu-se o tempo até ao inicio da floculacao.

3.1.5. Propriedades tecnoldgicas

Para caracterizar as propriedades tecnologicas na coagulacdo induzidas pelos
coagulantes, recorreu-se ao Optigraph®. Este equipamento foi desenvolvido em 1999 pelo
INRA (Institut Nacional de la Recherche Agronomique) de Grignon e pela empresa Ysebaert,
com o objetivo de monitorizar a coagulagdo do leite em laboratorios de industrias de

lacticinios, através de um método éptico.

O Optigraph® é um sistema composto por um hardware e um software e caracteriza o
comportamento do leite ao longo da coagulag&o. Permite calcular, em tempo real, todos os
parametros necessarios a ter em conta no fabrico de queijo, o tempo de coagulacdo e varios

pontos que permitem avaliar a evolugéo da firmeza do coagulo, ao longo do tempo.

Neste método, é medida a atenuagdo do sinal 6tico na gama do infra-vermelho
proximo; a medida que a coagulacdo evolui, a luz emitida que atravessa o leite &
progressivamente atenuada devido a alteracdes que ocorrem na estrutura da micela de
caseina. Sao obtidos graficos, os “optigramas” que sao construidos de acordo com a evolugéo
do sinal (Ysebaert, 2000).

Este equipamento mede, entre outros parametros, o tempo de inicio da floculagéo (R),
a intensidade do sinal 6tico (em Volt) quando decorreu um tempo igual ao dobro do tempo de
coagulacéo (AR) e quando decorreu um tempo igual ao triplo do tempo de coagulacéo (A2R).
Mede também o tempo decorrido, a partir do inicio da coagulacdo, até se obter uma
consisténcia padrdo (0K20) e a intensidade do sinal apds 20 e 40 minutos desde o inicio do
ensaio (A e Aso, respetivamente). Os parametros 0K20, Az e A4 sdo, assim, medidos

independentemente do tempo do inicio da coagulagéo.

O suporte do Optigraph® contém 10 células, tendo assim capacidade méxima para 10
amostras, podendo funcionar de forma independente. O volume de leite a utilizar deve ser de

10mL e a quantidade de coagulante para cada um de 1mL.
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Os ensaios de coagulacao em Optigraph® foram realizados durante 120 minutos, para
0s guatro tipos de solucbes de cardo a testar, procurando analisar a respetiva influéncia na
coagulacdo, quer no que se refere a atividade coagulante (R) quer no que se refere ao
comportamento do leite em fun¢éo da formulacdo e do tempo de conservacdo. Cada uma das

amostras foi analisada em duplicado.

3.1.6. Caracterizacdo microbioldgica dos extratos de flor de cardo

A caracterizacdo microbioldgica dos extratos teve como objetivo avaliar a componente
microbiana dos mesmos ao longo do tempo. Os grupos de microrganismos pesquisados
contemplam parametros relacionados com o ponto de vista higiénico-sanitario, como a
contagem de Enterobacteriacea e alguns indicadores de contaminacdo genérica, contagem
de psicrotréficos, mesdfilos totais, bolores e leveduras. As determinac6es foram efetuadas
segundo as seguintes metodologias:

= Contagem de Enterobacteriaceae — sementeira por incorporacdo em placa de VRBGA
com incubagéo a 37°C durante 24 horas, segundo a Norma 1SO 21528-2: 2004, com
contagem das colonias vermelhas caracteristicas e com os resultados expressos em
ufc.mL™.

= Contagem de psicrotréficos — sementeira por incorporacdo em placa de PCA com
incubacao a 6,5°C durante 10 dias, segundo a Norma 1SO 6730]|IDF 101: 2005, com
contagem de todas as colonias desenvolvidas e com 0s resultados expressos em
ufc.mL™.

= Contagem de mesofilos totais — sementeira por incorporagdo em placa de PCA com
incubacdo a 30°C durante 72 horas, segundo a Norma ISO 4833-1: 2005, com
contagem de todas as col6nias desenvolvidas e com 0s resultados expressos em
ufc.mL™.

= Contagem de bolores e leveduras — sementeira por espalhamento em superficie em
placas de Rose Bengal Chloramphenicol Agar com incubacédo a 25°C durante 5 a 7

dias, segundo a Norma ISO 21527-2: 2008, com os resultados expressos em ufc.mL
1

3.2. Tratamento dos resultados

Como se referiu, os ensaios de conservacdo foram efetuados em duplicado. Os

resultados foram analisados com o recurso a andlise de variancia, utilizando o package
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software Statistica 8 (StatSoft), considerando a formulacéo e o tempo de conservacao como
fatores. Foi utilizado o teste de Tukey para comparacdo dos grupos em funcéo da interacdo

entre os dois fatores, considerando dois niveis de confianca (95% e 99%).
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4, Resultados e discusséo

4.1. Propriedades tecnolégicas

Relativamente as propriedades tecnologicas, apresenta-se em seguida (Tabela 3), a
tabela-resumo da ANOVA, para os parametros analisados.

Tabela 3 - Tabela-resumo da ANOVA, testando a influéncia das variaveis independentes
Tempo e Solugcdo em cada uma das variaveis dependentes, relacionadas com as
propriedades tecnologicas.

AC R AR A2R Azo Aso OK20
Tem po ns *%* *%* *%* *% * ns
SO I ugéo *% ** ** ** *% *% *%*
Tempo
X ns ns ns ns * ns ns
Solucao

** _ p-value < 0,01
* — p-value < 0,05
ns — Diferencas nédo significativas estatisticamente

A analise da tabela mostra que ambos os fatores em estudo revelaram efeito
significativo nas diversas propriedades tecnoldgicas avaliadas, enquanto a interagéo dos dois
apenas revelou efeito significativo na firmeza do gel em momentos préximos do inicio da
floculacéo (A20).

4.1.1. Atividade coagulante

Verificando os dados presentes na Tabela 4 e o grafico da Figura 3, € possivel concluir
que a solucao de NaCl 20% teve influéncia significativa na atividade coagulante, originando a
atividade coagulante mais baixa desde o inicio dos ensaios. Nos Ultimos meses de ensaio,
verificou-se que esté foi significativamente mais baixa para esta solu¢cdo quando comparada

com as restantes formulagfes, como se observa claramente na Figura 3.

No tempo 3 meses, também se verificou que a solugdo de NaCl 5% apresentou valores
mais baixos de AC, relativamente as duas solu¢des tampdo testadas. Isto poderd ser um
indicador de que as solucdes salinas, embora conservando a AC ao longo do tempo, afecta

as propriedades coagulantes das enzimas quando em comparag¢ao com as restantes solugdes
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testadas. Estas parecem induzir algum acréscimo de AC com a conservagao, embora as
diferencas ndo sejam significativas.

Tabela 4 - Valores médios da atividade coagulante para cada solucéo ao longo do tempo
(lUMC.mL7%).

Tempo (meses) NaCl 20% NaCl5% Sol. T. Citrato Sol. T. Acetato

0 - 2,15% 3,5% 3,294 3,45%A
1,5 16 2,994 3,194 3,204
3 . 2,05%® 3,5%8 4,32 4,25
4,5 14 3,55% 42A 4,15%

Nota: Letras mindsculas diferentes em cada coluna significam uma diferenca significativa. Letras mailsculas
diferentes em cada linha significam uma diferenca significativa.

4,5
4
3,5
3
S sl NaCl 20%
O 2
S | - - = = NaCl 5%
o e .
= | T e T Sol. T. Citrato
5 | T T
— - — Sol. T. Acetato
1
0,5
0

0 1,5 3 4,5
Tempo (meses)

Figura 3 — Evolucao dos valores médios da atividade coagulante para cada solucao ao longo
do tempo.

A AC relaciona-se com o parametro R (tempo de inicio de floculagdo), analisado em
seguida.
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4.1.2. Medidas obtidas a partir do Optigraph®
e Parémetro R — Tempo de inicio da floculacao

A diferenca significativa associada ao tempo (meses), para a variavel R, tempo de
inicio da floculacéo, esta associada a formulacdo de NaCl 20%; o tempo de conservacdo
afetou o tempo de inicio da floculag&o, verificando-se um aumento deste tempo caracteristico,
relacionado com uma diminuig&o da atividade coagulante.

Tabela 5 - Valores médios do tempo de inicio da floculacdo (R), em segundos, para cada
solugéo, ao longo do tempo.

Tempo (meses) NaCl 20% NaCl5% Sol. T. Citrato Sol. T. Acetato

0 959 8372A 6402 746%
1,5 | 1396% 91828 863°° 88728
3 . 1460* 861%° 825 83128
4,5 1271 716%A 85924 67927

Nota: Letras minUsculas diferentes em cada coluna significam uma diferenca significativa. Letras
maiulsculas diferentes em cada linha significam uma diferenc¢a significativa.

1600
1400
1200
1000

............. NaC| 20%
s 800

= == NaCl 5%
600 Sol. T. Citrato
400 — - — Sol. T. Acetato

200
0

0 1,5 3 4,5
Tempo (meses)

Figura 4 - Evolucéo dos valores médios do tempo de inicio da floculacéo (R), em segundos,
ao longo do tempo de conservagéo.

Para a solucdo de NaCl 20% verificou-se que no momento inicial (O meses), o tempo
de inicio da floculacéo foi de 959 s, no segundo momento (1,5 meses), este tempo aumentou

para 1396 s, 0 que se refletiu num aumento significativo (p-value<0,01), de 45,6% do tempo
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de inicio de floculacdo, que se reflete numa perda de atividade coagulante acentuada,

mantendo-se estatisticamente estavel até ao final do ensaio (4,5 meses).

Em todas as outras formulages ocorreu genericamente algo de semelhante, embora

0 aumento de R tenha tido menor expressao.

Nos tempos 1,5 meses e 3 meses verificou-se que o tempo de inicio de floculagdo para
a solucao de NaCl 20% foi significativamente mais elevado do que para as restantes solugdes.

e Parametro AR - firmeza do gel (medida em equivalente de atenuacédo do sinal optico,
em Volt) medida ao fim de um tempo igual ao dobro do tempo de coagulacdo

O parametro AR é uma medida de firmeza do gel ap6s o dobro do tempo de inicio da
floculagdo, ou seja, depende desse tempo (R), e esta tecnologicamente associado ao
momento de corte da coalhada para queijos de pasta mole.

Uma vez que é uma medida dependente de R, esta afetada por este; o que se verificou
€ que a tendéncia geral foi de diminuicdo desta medida de firmeza do gel com o tempo, na
medida em que os valores de R foram aumentando com o tempo de conservacao, sendo os

valores significativamente inferiores para o final do tempo de conservagéo.

Nos dois ultimos ensaios (3 meses e 4,5 meses), a solucdo de NaCl 5% mostrou ter
uma consisténcia superior as restantes. O tempo ndo demonstrou ter uma influéncia

estatisticamente significativa.

Tabela 6 - Valores médios de AR (V) para cada formulagéo ao longo do tempo.

Tempo (meses) NaCl 20% NaCl5% Sol. T. Citrato Sol. T. Acetato

0 0,96 1,684 1,084 1,75%A
1,5 - 1,75 1,58% 1,23% 1,43%
3 147 2,06 1,39% 1,16%
4,5 . 1,34% 1,97 1,372 1,252

Nota: Letras minUsculas diferentes em cada coluna significam uma diferenca significativa. Letras
maiulsculas diferentes em cada linha significam uma diferenca significativa.
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2,5
2
1,5
............. NaC| 20%
Vv
. - = = NaCl 5%
Sol. T. Citrato
— . — Sol. T. Acetato
0,5
0

0 1,5 3 4,5
Tempo (meses)

Figura 5 — Valores médios de AR (V) para cada uma das formulacées, ao longo do tempo.

e Paradmetro A2R - intensidade do sinal ético (em Volt) quando decorreu um tempo igual
ao triplo do tempo de coagulagéo

Tal como o pardmetro AR, o A2R também depende do tempo de inicio da floculagéo,
simplesmente é medido ao fim de um periodo de aumento de firmeza mais longo, o que dilui
o efeito das diferencas de R. Este parametro esta tecnologicamente associado a firmeza de
gel adequada ao corte no caso dos queijos de pasta mais dura.

Nestes ensaios, verificou-se que para o parametro A2R, a solugdo de NaCl 5%, no
tempo 3 meses, apresentou uma consisténcia do gel significativamente superior ao que se
verificou para as restantes formulagbes testadas. Ao longo do tempo, este parametro

tecnoldgico néo variou significativamente em fungdo das formulagdes.

Tabela 7 - Valores médios de A2R (V) para as diferentes formulag6es ao longo do tempo.

Tempo (meses) NaCl 20% NaCl5% Sol. T. Citrato Sol. T. Acetato

0 - 16 2,73 1,752 1,473~
1,5 2,83 2,56% 2,05% 2,32%
3 | 2,39%® 3,324 2,268 1,858
4,5 2,19 3,09 2,15%A 1,94~

Nota: Letras minudsculas diferentes em cada coluna significam uma diferenga significativa. Letras
maiusculas diferentes em cada linha significam uma diferenca significativa.
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3,5
3
2,5
2 ............. NaC| 20%
Vv
1,5 - - = NaCl 5%
Sol. T. Citrato
! — . — Sol. T. Acetato
0,5
0

0 1,5 3 4,5
Tempo (meses)

Figura 6 - Valores médios de A2R (V) ao longo do tempo, para cada uma das formulagdes.

o Parametro Ay - firmeza do gel (em Volt) ap6s 20 minutos de ensaio

Analisando os resultados relativos a consisténcia da coalhada apds 20 minutos de
ensaio, conclui-se que o tempo apresenta uma influéncia significativa apenas para a solugéo
de NaCl 5%, observando-se um aumento significativo da consisténcia no ultimo tempo de
ensaio. Isto relaciona-se com facto do tempo de inicio de floculacéo (R), ter sido mais baixo
neste tempo (716 segundos — Tabela 5); ao ser mais baixo torna possivel que a coalhada se

encontre mais consistente aos 20 minutos de ensaio.

Tabela 8 - Valores médios de Az (V) para cada formulagéo ao longo do tempo.

Tempo (meses) NaCl 20% NaCl5% Sol. T. Citrato Sol. T. Acetato

0 0,38 0,88 0,972 0,5828
1,5 0 0,58 0,59 0,592
3 | 08 0,920~ 0,6828 0,562
4.5 | QvB 1,44 1,260 1,020A

Nota: Letras minusculas diferentes em cada coluna significam uma diferenga significativa. Letras
maiusculas diferentes em cada linha significam uma diferenca significativa.
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1,6
1,4
1,2
1
............. NaC| 20%
V 0,8
- = = NaCl 5%
0,6 Sol. T. Citrato
0,4 — . — Sol. T. Acetato
0,2
0

0 1,5 3 4,5
Tempo (meses)

Figura 7 — Valores médios de Az (V) para cada formulacdo ao longo do tempo.

O tipo de solucéo também influenciou significativamente os resultados. No inicio dos
ensaios, a formulacdo com tampao citrato apresentou também uma consisténcia superior as
restantes solugdes. Ao observar, no tempo 0, os tempos de inicio de coagulacao R, verifica-
se que 0 mais baixo é para a solugéo de citrato, como tal, naturalmente ap6s 20 minutos, a
coalhada j& se encontraria mais consistente. Por outro lado, verifica-se que para a formulagéo
com NaCl 20% a coagulagdo iniciou-se ap0s os 20 minutos, donde os resultados
apresentados mostram que neste momento ainda nao havia firmeza da coalhada (tempos 1,5,

3 e 4,5 meses).

o Parametro A4 - firmeza do gel (V) apés 40 minutos de ensaio

O parametro A4 € uma medida de firmeza do gel para a qual, de certa forma, a
influéncia de R se atenua quando comparada com Az. Para este parametro ndo se verificaram
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao tempo, no entanto verificaram-se

diferencas significativas associadas as solucgdes.
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Tabela 9 - Valores médios de A4 (V) para cada solugéo nos quatro tempos testados.

Tempo (meses) NaCl 20% NaCl5% Sol. T. Citrato Sol. T. Acetato

0 - 127 2,63 2338 1,568
1,5 o131 2,23 1,93 2,042~
3 1,02 3,07 2,18 1,788
4,5 1,218 3,37 2,58% 2,19%

Nota: Letras minusculas diferentes em cada coluna significam uma diferenca significativa. Letras
maiusculas diferentes em cada linha significam uma diferenga significativa.

3,5
3
2,5
............. NaC| 20%
vV 2
- = = NaCl 5%
1,5 .
Sol. T. Citrato
1 — . — Sol. T. Acetato
0,5
0

0 1,5 3 4,5
Tempo (meses)

Figura 8 - Valores médios de A4 (V) para cada formulagéo ao longo do tempo.

A formulacdo NaCl 20% revelou sempre os menores valores de firmeza, que

mantiveram relativamente constantes ao longo do tempo de conservacao.

No inicio, a solucdo de NaCl 5% apresentou um valor significativamente superior de

A4 relativamente as restantes formulaces, 0 mesmo se passando no tempo 3. No ultimo

se

tempo de ensaio (4,5 meses), as solucbes de NaCl 5% e de tampao citrato, foram as que

proporcionaram uma consisténcia superior apds 40 minutos de ensaio.
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o Parametro 0K20 - tempo de ensaio (em segundos) necessario para se obter uma

consisténcia padrdo

O parametro 0K20 é uma medida importante, que proporciona indicacdes acerca da
taxa de agregacdo micelar, sobretudo dependente da quantidade e qualidade da proteina,
bem como da acdo dos coagulantes sobre a fracdo caseinica. Dado que sofre influéncia de
varios fatores, apresenta, em geral, valores médios com desvios padréo elevados, o que se

reflete frequentemente em diferencas estatisticamente nao significativas.

De facto, para este parametro nao foram observadas quaisquer diferencas
estatisticamente significativas, apesar de numericamente se registarem algumas diferencas
acentuadas nos valores médios obtidos.

Tabela 10 — Valores médios de 0K20, para cada formula¢éo ao longo do tempo.

Tempo (meses) NaCl 20% NaCl5% Sol. T. Citrato Sol. T. Acetato

0 . 2826 1205 1732 2710
1,5 . 1368 1604 1776 1595
3 2677 1090 1799 2604
4,5 . 3169 1148 1657 2310

Nota: Valores de tempo mais baixos em linha encontram-se destacados a negrito.

3500
3000
2500 \ A~
2000 R S NaCl 20%
1500 _om - - - NaCl 5%
-7 TNe - Sol. T. Citrato
1000
— - — Sol. T. Acetato
500
0
0 1,5 3 4,5

Tempo (meses)

Figura 9 - Valores médios de 0K20 para cada formulacéo ao longo do tempo.
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Na Tabela 10, encontram-se destacados os valores mais baixos, que indicam os casos
em gque a taxa de agregacao micelar foi mais elevada, isto €, em que a estruturacdo micelar

da coalhada foi mais rapida.

Verifica-se que estes valores se mostraram mais baixos para a formulacdo NaCl 5%
nos tempos 0, 3 e 4,5 meses, 0 que vai de encontro com o facto desta solugéo ter demonstrado
atingir uma consisténcia superior antes das restantes, observado aquando da andlise dos

parametros acima referidos.

4.1.3. Conclusdes parciais

Os resultados obtidos para as propriedades tecnolégicas dos extratos de cardo
mostraram alguma superioridade para o extrato obtido com a solugcdo de NaCl 5%, quer no
inicio quer nos momentos monitorizados ao longo da conservacdo, mesmo que considerando

alguma flutuacéo pontual dos resultados.

A atividade coagulante, medida por processo padronizado, mostrou que a preparagao
do extrato com solucdo de NaCl 20% é muito penalizadora, reduzindo muito esta atividade
logo no inicio do ensaio. As outras solugbes mostraram maior atividade, praticamente ao

mesmo nivel quer no inicio quer ao longo da conservacao.

As propriedades tecnoldgicas avaliadas através da monitorizacdo dos ensaios de
fabrico de queijo com o Optigraph, em contexto mais real de fabrico, designadamente em
termos do pH do leite, confirmaram que a solugcdo de NaCl 20% foi extremamente

penalizadora para o inicio da floculacdo. Isto €, a reducdo de atividade coagulante

padronizada é potenciada a valores de pH comuns em leite.

Para todas as medidas de firmeza do gel (coagulo), o extrato obtido com a solugéo de
NaCl 5% mostrou-se sempre superior, conduzindo a valores superiores de firmeza, o que
significa a obtencdo de coagulos de melhor qualidade, mais faceis de trabalhar e com
melhores condi¢cdes de dessoramento. A extragcdo com as solu¢des tampdo ndo mostrou
diferencas entre elas e a solucdo NaCl 20% conduziu aos piores resultados. A velocidade de
agregacdo micelar confirma estes resultados; a solugdo NaCl 5% apresentou melhores

resultados, em paralelo com o tampao citrato.
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4.2. Caracterizacdo microbioldgica dos extratos de flor de cardo

A Tabela 11 resume a andlise de variancia efetuada relativamente a caracterizacéo

microbiol6gica das formulagées, tendo como fatores a formulacéo e o tempo de conservacao.

Tabela 11 - Tabela-resumo da ANOVA, testando a influéncia das variaveis independentes
Tempo e Solugdo para cada uma das variaveis relacionadas com a caracterizacao
microbiologica dos extratos de flor de cardo.

Log Meso. Log Fungos Log Bolores Log Leveduras

Tempo | 2 ns ns ns
Solucéo | o ns ns ns
Tempo x Solugéo | ns ns ns ns

** — p-value < 0,01
* — p-value < 0,05
ns — Diferencgas néo significativas

Nesta tabela observa-se que a formulagdo e a solucdo apenas influenciaram
significativamente a contagem de mesofilos a 30°C. A interagdo dos dois fatores ndo revelou

efeito significativo de diferenciacéo relativamente aos ensaios efetuados.

De seguida, discutem-se os resultados obtidos para os diferentes grupos microbianos

monitorizados.

Também foi avaliada a contagem de Enterobacteriaceae e de microrganismos

psicrotréficos mas néo se registou presenca destes grupos.

e Mesodbfilos Totais

Analisando a Tabela 12 e o grafico da Figura 10, referentes ao logaritmo da contagem
de mesdfilos totais obtida para cada formulagcédo, nos quatro periodos de tempo testados,
observa-se que a solucdo de tampéo citrato se mostrou mais resistente e com maior

capacidade para, ao longo do tempo manter este tipo de contamina¢cdo num nivel mais baixo.
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Tabela 12 - Valores médios do Log do nimero de mesdfilos totais presentes (log ufc.mL?)
em cada formulacao ao longo do tempo.

Tempo (meses) NaCl 20% NaCl5% Sol. T. Citrato Sol. T. Acetato

0 1,5 1,93 0,4 1,56
1,5 0,89% 1,04 08 0,717
3 0,93* 1,274 08 0,74
45 1,24 1,15 0,33* 0,54*

Nota: Letras mailsculas diferentes em cada linha significam uma diferenca significativa.

2,5
2
\
\
\
il \
-1 15 NN
E N NaCl 20%
8} N\ - - - .
5 A N S - - = NaCl 5%
> 1 Noe, T e
2 .\ ..................... Sol. T. Citrato
- =~ —-— Sol. T. Acetato
0,5
0
0 1,5 3 4,5

Tempo (meses)

Figura 10 - Evolug&o ao longo do tempo dos valores médios do Log do niumero de mesofilos
totais (log ufc.mL™?) para as diferentes formulacgées.

No geral, as contagens iniciais de mesdfilos ndo ultrapassaram 1,5 - 2 log e diminuiram
ao longo do tempo para todas as formulacées. As solu¢bes salinas proporcionaram os niveis

mais elevados das formulacfes em avaliacéo.

e Fungos, bolores e leveduras

Os resultados da avaliagdo referente & componente dos fungos, bolores e leveduras

dos extratos e respetiva evolugédo ao longo da conservacdo contam das Tabelas 13, 14 e 15
e das Figuras 11, 12 e 13.
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Tabela 13 - Valores médios do Log do nimero de fungos presentes (log ufc.mL') em cada
formulacéo ao longo do tempo.

Tempo (meses) NaCl 20% NaCl5% Sol. T. Citrato Sol. T. Acetato

0 . 015 0,5 1,08 0,45
1,5 | 0 0,15 0 0,45

3 | 0 0 0 0,15
4,5 | 0 0 0 0

Da analise da Tabela 13 e da Figura 11, verifica-se que a presenca de fungos foi muito
limitada desde o inicio dos ensaios e que a tendéncia foi de diminuicdo ao longo da
conservacao. As diferencas encontradas quer ao longo do tempo, quer entre tratamentos n&o

foram significativas; ao fim de 4,5 meses, ndo foram detetados fungos nos extratos

conservados.
1,2
1
. 08
1
e  \ NaCl 20%
S 06
> - == NaCl 5%
o
294 Sol. T. Citrato
— - — Sol. T. Acetato
0,2
-
\ .
~
0 )
0 1,5 3 4,5

Tempo (meses)

Figura 11 — Evolugéo ao longo do tempo dos valores médios do Log do numero de fungos
presentes (log ufc.mL?) para cada formulacgéo.

Do grupo dos fungos, separando as contagens de bolores (Tabela 14, Figura 12) das
contagens de leveduras (Tabela 15, Figura 13), verifica-se que foram os bolores que
contribuiram mais para os niveis de fungos registados. Os niveis de contaminacdo foram

muito baixos e as diferencas ao longo do tempo e entre os tratamentos ndo foram
significativas.

O grupo das leveduras apenas esteve representado nos extratos correspondentes ao
inicio dos ensaios e o extrato efetuado com solucao de NaCl 20% n&o registou presenca de
leveduras.
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Eventualmente estes resultados poderdo ter alguma ligacdo com a adicdo a todos os

extratos de sorbato de potassio (2%), como referido anteriormente, verificando-se que essa
adicdo se podera ter revelado eficiente.

Tabela 14 - Valores médios do Log do nimero de bolores presentes (log ufc.mL?), para
cada solucéo nos quatro tempos testados.

Tempo (meses) NaCl 20% NaCl5% Sol. T. Citrato Sol. T. Acetato

0 . 015 0,39 0,6 1,33
1,5 | 0 0,15 0 0,45
3 | 0 0 0 0,15
4,5 | 0 0 0 0
1,4
\
1,2 \
1 .\°
H \
- \
E 018 ............. NacCl 20%
g) 0,6 - — - NaCl 5%
=) Sol. T. Citrato
0,4
—-— Sol. T. Acetato
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0 1,5 3 4,5

Tempo (meses)

Figura 12 — Grafico com os valores médios do Log do numero de bolores presentes (log
ufc.mL™?), para cada solucédo nos quatro tempos testados.

Tabela 15 - Valores médios do Log do nimero de leveduras presentes (log ufc.mL™), para
cada solucéo nos quatro tempos testados.

Tempo (meses) NaCl 20% NaCl5% Sol. T. Citrato Sol. T. Acetato

0 0 0,3 1,06 1,33

1,5 0 0 0 0
3 | 0 0 0 0

4,5 | 0 0 0 0
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Figura 13 — Grafico com os valores médios do Log do numero de fungos presentes (log
ufc.mL™?), para cada solucéo nos quatro tempos testados.

4.2.1. Conclusdes parciais

Relativamente a andlise microbiolégica dos extratos de cardo, verificou-se que as
contaminacdes foram muito baixas. Apesar de alguma contaminac&o inicial, muito baixa para
a maioria dos microrganismos nas quatro solugdes testadas, conclui-se que em termos

microbioldgicos as solugfes se conservaram bem ao longo dos 4,5 meses de estudo.

Apenas houve diferencas estatisticamente significativas na analise de mesdfilos totais.
Neste caso, a solucdo de citrato mostrou ter maior capacidade antimicrobiana, com valores
de logaritmo de mesdfilos totais sempre mais baixos que as outras solucdes e, nos tempos

1,5 e 3 meses, significativamente mais baixos.

Também foi feita a andlise microbiol6gica para detetar microrganismos psicrotroficos
e Enterobacteriaceae, no entanto devido as contagens extremamente baixas ou até

inexistentes, ndo se procedeu a uma analise estatistica desses dados.
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4.3. Conclusdes gerais

De um modo geral, as solu¢des salinas apresentaram uma maior reducdo da AC, com
valores estatisticamente mais baixos relativamente as duas solu¢gbes tamp&o, nos ultimos
tempos de estudo. O extrato obtido com solucdo NaCl 20% foi a mais penalizadora,
mostrando-se pouco adequada para a extracdo. Esta solucdo foi a que apresentou pior
desempenho quanto ao comportamento no fabrico de queijo, quer no inicio dos ensaios quer

ao longo da conservacao.

A solugdo de NaCl 5% mostrou-se como a solucdo mais adequada quer para a
extracdo quer a nivel da conservacdo; apresentou em varios momentos do estudo
propriedades tecnoldgicas superiores, com uma consisténcia do gel superior as restantes
solugdes, fruto de uma maior velocidade de agregacdo micelar. Esta solu¢gdo mostrou, na
conservacgdo, desempenho inferior relativamente a componente bacteriana. No entanto, os
niveis microbianos registados estdo muito aquém dos limites que acompanham as fichas

técnicas da maioria das solugdes coagulantes.

A preparacgédo de extratos com solugéo tampao citrato mostrou razoavel desempenho.
Nos ensaios de conservagdo mostrou um bom desempenho a nivel do controlo dos diferentes
grupos microbianos e as propriedades tecnolégicas foram pouco afetadas relativamente a

generalidade dos parametros considerados.

4.4, Sugestdes para trabalhos futuros

Serd importante que no futuro sejam estudados os aspetos acima mencionados
relativamente ao efeito de outras formulagfes de extratos de cardo, como por exemplo outras
solucdes tampao ou solugbes salinas com diferentes concentragdes de sal, considerando a
afinacdo da eficiéncia da extragéo, da extensédo da conservacao por periodos mais longos e
o teste em outros tipos de leite, por exemplo de ovelha, pois este € muito utilizado em queijos
DOP onde se usa o cardo como coagulante. Também seria importante a realizacao dos
ensaios com mais réplicas, o que foi dificil por constrangimentos temporais, pois iria contribuir

para uma acuidade dos resultados obtidos.
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