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A protedlise é considerada como o evento bioquimico mais importante
durante a maturacéo do queijo (Fox, 1989; Rank et al., 1985); as caseinas sdo
convertidas em compostos azotados solliveis em é&gua, tais como péptidos e
aminoécidos livres, os quais contribuem para o sabor e textura finais do
queijo (Fox, 1989). O tipo de coagulante, as enzimas nativas do leite (ex.:
plasmina) e a acidificagdo microbiana séo factores que contribuem para a
protedlise durante a manufactura e maturacdo do queijo. A evolucdo da
maturagdo pode ser seguida por varios métodos, incluindo: fraccionamento
com &gua, éacido tricloroacético (ATC), acido fosfotlngstico (AFT);
cromatografia por exclusdo molecular ou troca idnica; e electroforese em gel
de poliacrilamida com ureia (EGPA-ureia).

A Centaurea calcitrapa ¢ uma planta que se encontra largamente distribuida
em Portugal, sendo caracterizada por ser capaz de acumular nas suas folhas e
flores enzimas proteoliticas com actividade coagulante sobre as caseinas do
leite (Domingos et al., 1992; Tavaria et al., 1997). Extractos obtidos a partir
de células em suspensdo desta planta foram utilizados como aditivo no
processo de manufactura de queijo de vaca pasteurizado. Para estudar a
aplicabilidade destas proteinases, compararam-se as caracteristicas
microbioldgicas, quimicas e bioquimicas destes queijos, com as de queijos
manufacturados sem tal extracto, mas coagulados com coalho animal
comercial.

Materiais e

Manufactura do queijo

Os queijos foram manufacturados segundo o protocolo utilizado na fabrica da
Lactogal, Avis. O leite de vaca pasteurizado foi dividido em duas por¢des: 8
queijos foram manufacturados sem mais aditivos e 8 queijos foram
manufacturados adicionando extracto vegetal. Dois queijos de cada tipo foram
entdo seleccionados aleatoriamente para anélise.

Anélises microbioldgicas

As amostras de queijo (10 g) foram homogeneizadas em 90 ml de solugdo de
citrato de s6dio 2 %(w/v) durante 3 min. As diluices décimais foram feitas
em agua peptonada a 0.1 %(w/v) e plaqueadas em duplicado sobre meios
selectivos para enterobactérias, bactérias acido-lacticas  (Lactococcus e
Lactobacilli), e bolores e leveduras. Todas as determinacdes foram feitas em
duplicado e os resultados expressos em cfu/ggeijo-

Anélises quimicas

O extracto seco dos queijos foi determinado por aquecimento a 160 °C
durante 13 min, o contetido em sal (NaCl) foi determinado segundo o método
modificado de Volhard (Kosikowski, 1982), o pH foi medido directamente no
queijo com um eléctrodo de perfuracdo, o contetido de azoto total (AT) foi
determinado pelo método do micro Kjeldahl e o conteiido de gordura foi
determinado pelo método de Van Gulik.

Analises bioquimicas

O azoto soltvel em &gua (ASA), em ATC (ASATC) e em AFT (FSAFT)
(McSweeney et al., 1993) foi determinado de acordo com o método do micro
Kjeldahl. O indice de extensdo da maturacdo, representado pela razdo
ASAJ/AT, o indice de profundidade da maturacdo, representado pela razao
ASATC/AT, e o indice de aminoéacidos livres, representado pela razdo
ASAFT/AT, foram calculados a partir dos dados experimentais. Todas as
determinacdes foram feitas em duplicado, e a média das réplicas utilizada
como dado para analises subsequentes. As amostras de ASA e AISA foram
analisadas em EGPA-ureia (Andrews, 1983; Shalabi e Fox, 1987), tendo os
géis sido corados segundo o método de Blakesley e Boezi (1977). A
quantificaco das caseina B e o intactas foi feita por densitometria utilizando
um densitémetro modelo GS-700 (Bio-Rad).

Analise estatistica

Para tratamento estatistico dos resultados f0| feita uma anélise de variancia

utilizando o programa K ,1992).
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Fig.

contelido de gordura, (c) contetido de proteina, (d) contetido de NaCl, () pH no centro e (f)
pH & superficie, em queijos de leite de vaca pasteurizado, coagulado com quimosina, sem
() ou com (M) adigo de extracto de Centaurea calcitrapa. Os erros padrdes das médias
foram: a) 0.872 (~ ) e 0.520 (W); b) 0.716 (*) e 0.600 (W); c) 0.620 (~) e 0.853 (M); d)
0.417 (~) € 0.077 (m); €) 0.04 () e 0.02 (m); f) 0.02 () e 0.03 (m).
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Fig. 1- Namero de enterobactérias em VRBGA, lactococos em M17A, lactobacilos em RA, e bolores e leveduras em PDA, de queijosproduzidos com

leite de vaca pasteurizado, coagulado com quimosina, sem () ou com (—) adigéo de extracto de Centaurea calcitrapa.

A microbiologia dos queijos contendo extracto vegetal (Fig. 1) ndo foi significativamente diferente da
apresentada por queijos sem tal extracto. O nimero de enterobactérias decresceu significativamente ao longo da
maturacdo, contrariamente ao nimero de lactococos e lactobacilos que atingiram o méximo de crescimento aos
14 dias, decrescendo para valores de 10° ufc/ gguej N0 fim da maturagéo. Os bolores e leveduras estiveram
sempre presentes nos queijos, tendo diminuido significativamente em nimero a partir dos 14 dias de maturagéo.
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Fig. 3- Valores médios para o indice de maturagio: (a) ASAJAT (indice de
extensdo da maturagao), (b) ASATC/AT (indice de profundidade da maturagéo), (c)
ASAFT (indice de aminoécidos livres), em queijos de leite de vaca pasteurizado,
coagulado com quimosina, sem (*') ou com (M) adigdo de extracto de Centaurea
calcitrapa. Os erros padrdes das médias foram: a) 0.386 () e 0.300 (m); b) 0.238
() 0.104 (m); ¢) 0.097 (~) e 0.113 (m)

2- Valores médios a0 longo da maturagio para : (a) conteido de humidade, (b)

Quando adicionado, o extracto vegetal influenciou a composi¢do quimica dos queijos, mais propriamente o
conteido de humidade, ao longo do periodo de maturacdo, ao nivel de significancia de 1%. A percentagem
maior de humidade foi registada nos queijos contendo tal extracto (Fig. 2-a). O pH a superficie dos queijos foi
influenciado pela presenca do extracto vegetal, que atingiu os valores mais baixos aos 14 dias (Fig. 2-e e f). A
diminuic@o do pH no centro e a superficie, durante o dessoramento, podera ser devida a actividade metabdlica
dos microorganismos no interior do queijo (lactococos e lactobacilos). Os teores de proteina e gordura
mantiveram-se constantes ao longo do tempo (Fig. 2-b e c), sem diferencas significativas entre os dois tipos de
queijo. O conteido de NaCl (Fig. 2-d) aumentou durante os primeiros 14 dias, permanecendo constante sem
quaisquer diferencas significativas entre os dois tipos de queijo, ao longo da maturacéo.

Os niveis de ASA/AT e ASATC/AT (Fig.3-a e b) em queijos manufacturados com ou sem o extracto de C.
calcitrapa aumentaram ao longo do tempo de maturagéo, mas ndo foram significativamente diferentes entre os
dois tipos de queijos. A fraccdo de azoto solGvel no queijo ndo s6 é produzida maioritariamente por accéo do
coalho (O’ Keeffe et al., 1976), como também por accdo de culturas lacticas de arranque e da plasmina do leite
(Visser, 1977). Dado que as diferencas microbioldgicas ndo foram significativas entre os dois tipos de queijo, e
as quantidades de plasmina no leite foram supostamente iguais deduziu-se que o extracto possui uma actividade
proteolitica insignificante. A razdo ASAFT/AT foi significativamente menor em queijos aos quais se adicionou o
extracto vegetal relativamente aos queijos manufacturados unicamente com quimosina, 0 que sugere uma baixa
actividade peptidica do extracto de C. calcitrapa utilizado. Resultados analogos foram obtidos por Sousa e
Malcata (1997) em queijos de ovelha coagulados com Cynara cardunculus.

Fig.4- EGPA-ureia (125 % C, 4 % T; pH 8.9) do azoto
insolivel em agua (AISA) e do azoto sollvel em &gua
(ASA), em queijos de leite de vaca pasteurizado,
coagulados com quimosina, sem (A) ou com (B) adigo de
extracto de Centaurea calcitrapa apds 0, 7, 14 e 28 dias de
maturagdo. O caseinato de vaca (CNV) foi utilizado como
padro.
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A analise por EGPA-ureia do AISA indicou uma maior percentagem de degradacéo da caseina o, do que da
caseina B3, a qual ndo foi afectada pela adigdo de extracto de C. calcitrapa. A extenséo da degradacéo da caseina
o foi superior aos 7 dias de maturagdo em queijos com extracto vegetal (14.9 % vs. 10.8 % em queijos sem tal
extracto), mas aos 28 dias as diferencas deixaram de ser significativas (72.9 % vs. 73.3 % em queijos sem tal
extracto). As caseinas y aumentaram de densidade ao longo da maturagdo, especialmente em queijos com
extracto vegetal. Nos electroforetogramas do ASA observou-se um aumento do nimero de bandas ao longo do
tempo de maturacéo, com algumas diferencas entre os dois tipos de queijo; uma banda (banda A, Fig. 4) com
maior mobilidade electroforética do que caseina o, produzida desde o inicio da maturacéo, foi produzida mais
intensamente nos queijos aos quais se adicionou o extracto de C. calcitrapa.
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