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RESUMO

As enzimas coagulantes do Mucor miehed, Endothia parasitica e
renina foram estudadas para determinarmos se havia ou nao di-
ferencas de agdo sobre a caseina dcida e suas fragdes o, B e

K.

Através da diferenciacao de enzimas coagulantes em meio gel
de agar-caseina, as trés apresentaram zonas de difusao bastan
te diferéntes, mostrando, portanto, gue suas caracteristicas

fisicas sao diferentes.

Apds incubagéo das mesmas com o substrato, observamos visual-
mente que a caseina acida e suas fragSes o e B, aparentemente
nao sofreram aiteragSes, enquanto que a fracao K apresentou -
floculagao bastante intensa com todas as enzimas, deduzindo-se

que, aparentemente, tenham as mesmas caracteristi~as.

A caseina acida e suas fracgdes o, B e K, apds o tratamento re
ferido no paragrafo anterior,‘foram liofilizadas e submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de ions
dodecil sulfato de s6dio (SDS) e mercaptoetanol, mostrando-nos
gue as bandas de proteina da fracao K, de peso molecular en-
tre 17.000 e 30.000, foram hidrolisadas pelas trés enzimas em
bandas de peso molecular 8.000 e 14.000. No caso da fragéo o,
a banda de proteina de peso molecular 34.000 foi hidrolisada
por todas as enzimas em bandas de peso molecular 29.000. A en

zima da Endothia parasitica hidrolisou também as bandas de



proteina de peso molecular 16.000, 22.000 e as situadas entre
34.000 e 91.000, inclusive. Quanto a fragao B8, nenhuma das

enzimas a hidrolisou.

A fracao K, apOs tratamento a diversas temperaturas, incubada
com a enzima coagulante do Mucor miehed, foi submetida a ele-
troforese como citado anteriormente, apresentando diferencas
em relacao a fragao K nao aquecida, ou seja, observamos que
a nao aquecida foi hidrolisada, enquanto que a aquecida, pra-
ticamente nada sofreu, concluindo-se que a mesma tenha sido

desnaturada.

-ii-



SUMMARY

Calf rennin and coagulatin%enzymes from Mucor miehed and En-
dothia parasitica were used in tests to compare their actions

upon acid casein and its fractions a, B and K.

The three coagulating enzymes showed distinct diffusion bands
'in casein-agar gel which indicated that they have different

physical properties.

Incubation of whole acid éasein and its fractions o, B8 and K
with the three different coagulating enzymes showed that only
with the K fraction was there an intense floculation and this
occurs similary with all three enzymes. After the incubation
the treated protein preparations were lyophilized and submitt-
ed to gel electrophoresis in poliacrylamide in the presence

of sodium dodecyl sulfate and mercaptoethanol. The results
indicated that the K fraction of molecular weight from

17,000 to 30,000 was hydrolyzed by the three coagulating en-
zymes giving rise to bands of molecular weight of 8,000 and
14,000. In the case of the o fraction, all the three enzymes
hydrolyzed the 34,000 molecular weight bands to 29,000 mole-
cular weight bands. Furthermore, the enzyme from Endothia
parasitica also hydrolyzed tﬁe bands of molecular weight of

16,000 and 22,000 and the ones from 34,000 to 91,000. None of

the coagulating enzymes hydrolyzed the g fraction.

In the experiment to check the effect of heating upon the K

fraction before being treated by the coagulating enzyme from

-iii-



Mucorn miehed, it was found that, after heating, the hydrolysis
did not occur, suggesting that denaturation of the K fraction

protein inhibited the enzyme action.

-iv-



1. INTRODUCAO

Abordamos, agui, um assunto qgue, certamente, nao & dos mais im
portantes, mas que emergiu nesses uUltimos anos e ainda & obje-
to de debates: o coalho para caseificagao. Este, que juntamen
te com enzimas tradicionais foi usado desde os tempos remotos
da nossa pré-histdria, tende agora a ficar cada vez mais escas

so, mals caro e de baixa qualidade.

Este fenémeno pode ser devido ao aumento da produgao de queijo,
que exigiu maior quantidade de coagulante, bem como a maior de
manda de éarne,vo que diminuiu, sensivelmente, o abate de vite
los, em cujos quartos gstémagos a renina prevalece sobre ou-

tras enzimas.

Enzimas coagulantes sao muito difundidas entre os seres vivos e
sao encontradas no mundo animal, vegetal e, sobretudo, no mun-
do dos microbios, seja de bactérias ou de mofos, onde foram i-
solados ha poucos anos, coagulantes propostos como substitutos
do coalho de vitelo, no momento em gque este estad se tornando -

de dificil aquisigao.

Muitos foram os microrganismos que forneceram resultados posi-
tivos, porém, somente de trés deles conseguiu-se obter produ-
tos comerciais ja disponiveis no mercado: Mucor pusiflus, Mu-

con miehel e Endothia parasitica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A caseina foi por muito tempo, considerada uma proteina pura,
porém, a partir dos estudos de Linderstrong-Lang (28) em 1925,
esse conceito teve de ser modificado.

As investigacgOes de Melander (33) em 1939, também demonstraram
que a caseina era composta de, no minimo, trés componentes que

designou como o, B e y-caseina, de acordo com a ordem decrescen

te de suas mobilidades.

Em 1944, Warner (52), descobriu o primeiro método quimico para
separar o e B-caseina porém, esse método dependia das diferen-
cas de solubilidade das duas fragoes em agua a pH 4,4 e tempe-
ratura de 2°C. Além disso, requeria repetidas precipitacgoes a
parﬁir de solugées diluidas, tornando-se tedioso guando grandes

quantidades desses componentes eram desejadas.

Em 1950, Hipp et al (21), descreveram um método de separagao -

da y-caseina, baseado na sua solubilidade em alcool a 50%.

Hipp et al (22), 1952, descreveram dois métodos para a separa-
cao dos componentes eletroforéticos da caseina. No primeiro,a
separagao foi acompanhada por precipitagao em solugao alcodli-
ca a 50%, por meio de variagdes de temperatura, pH e forga io-
nica e, o segundo, baseado na solubilidade dos componentes da
caseina em solugao aquosa de uréia. Esse método & relativamen
te simples e fornece produtos com a mesma composigao e proprie

dades daqueles obtidos por pH e solugao alcodlica a 50%.



Waugh e Von Hippel (54) em 1956, descobriram que a micela de
caseina era composta de caseinato de calcio, B-caseina e um
complexo de a e K-caseina, sendo gque a K-caseina era o fator
mais importante, responsavel pela estabilizagao da micela e
da proteina sobre a qual a renina atuava imediatamente. As
porcentagens relativas relatadas por eles, foram cerca de 55%

de o~-caseina, 30% de B-caseina e 15% de K-caseina.

Em 1958, Tessier e Dyson Rose (50), descobriram gque o leite -
continha cerca de 2,5 a 3,4 mM de calcio por litro. Descobri
ram também, que a adicgao de calcio ao leite precipitava tanto
o fosfato como o citrato, porém, aumentava o calcio idnico.

outro fato por eles descrito, foi que o aquecimento do leite
desnatado causava a precipitagdo do fosfato de cadlcio e dimi-
nuia o calcio idnico. Ja a concentragao do leite causava tam
bém a precipitacdo do fosfato de calcio porém, aumenfava o

calcio iodonico.

Yaguchi et al (56), em 1958, descreveram um procedimento para
a separagao de K-caseina pura por filtragao em gel Sephadex,-
onde a caseina inteira era filtrada através de uma coluna de
gel Sephadex G-150, equilibrada com tampao citrato 0,005 M, -

pH 8,6, contendo 6,0 M de uréia.

zitlle et al (63), em 1959, descreveram uma modificagao rela-
tivamente simples do método de fracionamento da caseina por
solugdao de uréia, para se obter @-caseina sensivel ao calcio.

A porcentagem obtida foi de 40% do total da a-caseina.

‘



Ainda em 1959, Warren (53), desenvolveu um ensaio colorimétri-
co para o acido sidlico, onde o mesmo era oxidado com perioda-
to de sddio em acido fosfdrico concentrado. O produto da oxi-
dacac era adicionado ao acido tiobarbiturico e o crombforo re-
sultante era extraido com ciclo-hexano. Segundo o autor, esse
ensaio é reproduzivel, sensivel e consideravelmente mais espe-
cifico que outros métodos e permite andlises acuradas para o

3cido siidlico diretamente em hidrolisados de tecidos.

Em 1961, Mc Kenzie e Wake (30), descreveram um método melhora-

do para o isolamento da K-caseina, onde o material de partida
- - . -

era a caseina acida. Segundo os mesmos autores, a K.caselna =

tem sido caracterizada por velocidade de sedimentagao, solubi-

lidade ao calcio e renina e por eletroforese de zona em uréia

concentrada.

Em 1961, Zitlle (60), investigando varias preparagoes de K-ca-
seina submetidas ao calop, descobriu que algumas eram termo-es
taveis e que, depois do aquecimento, tinham ainda a habilidade
de estabilizar a a-caseina sensivel ao calcio, enquanto que ou
tras eram termo-laveis. As ultimas eram adequadas estabiliza-
doras antes do aquecimehto, porém, depois perdiam parte ou to-
da essa propriedade. A explicacao dessa diferenga apos o efei

‘

to do aquecimento ainda nao foi evidenciada.

Hill e Hansen (20), em 1963, estudaram os efeitos de mudangas
nas condigoes de preparagao do complexo de K-caseina e um méto
do de separag¢ao foi sugerido, reunindo todas as condigoes Oti-

mas. As varias condigoes incluiram temperatura de precipitacao



da caseina acida, pH, temperatura, concentragao de cloreto de
cdlcio, duracdao do tratamento com cloreto de cdlcio e condigoes

de centrifugagao.

Ainda em 1963, Hill (19), descreveu um método de preparagao da
K-caseina e sua purificagao por cromatografia em DEAE—célulose,
onde as condigoes de preparagao foram escolhidas de maneira a
evitar alteragaeé drasticas na K-caseina e permitir o isolamen
to em forma relativamente pura de, pelo menos, a metade da -

guantidade teoricamente possivel.

Segundo Zittle.e Walter (62), 1963, a B-caseina foi precipita-
da em 80% por 10 mM de cloreto de sdodio a 30°c. A K-caseina,a
razao de 0,15 K/a-caseina previniu, completamente, a precipita
¢ao. Essa estabilizagao pelé K-caseina dependeu também do pH
e, principalmente, da concentragao de B-caseina, sendo que a

efetividade maxima da K-caseina foi em pH 7,0.

Marier et al (29), em 1963, examinaram o conteldo de acido sia
lico do leite em pd desnatado, usando uma modificagao do méto-
do do acido tio-barbittrico de Warren. Segundo os autores, a

lactose interferiu no método.

Segundo Neelen (37), 1964, a adicao de pequenas concentragoes:
de cistina ou mercaptoetanol a solucgdao concentrada de uréia pa
ra a eletroforese de zona em gel de amido, melhorou, marcadamen
te, a resolucadao das zonas de K-caseina, tanto da caseina acida,
como em varias preparagoes de K-caseina. Essa resolugao demons:

trou variacgoes da K-caseina em leites individuais.
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Em 1965,Purkayastha e Dyson Rose (42), informaram que a eletro
forese em gel de poliacrilamida da K-caseina em presencga de
mercaptoetanol e uréia, apresentou, no minimo, trés bandas na
regido da K-caseina. O tratamento da K-caseina com a enzima -
neuraminidase, que remove seletivamente o acido sialico, pode-
ria reduzir sua contribuigéo e, consequentemente, sua mobilida
de, poré@, experimentos preliminares indicaram que apenas uma
das zonas da K-caseina foi afetada por esse tratamento. Essa
observagzo, aliada a outras consideracgoes, sugere que a mobili
dade do acido sialico da K-caselna estaria contido apenas em
uma das zonas separadas por eletroforese em gel de poliacrila-

mida.

Noble Jr. e Vaugh (39), em 1965, estudaram as interagoes ocor-
ridas antes e durante a formacao da micela, usando uma varieda
de de misturas de o e K-caseina ou leite em pO solubilizado. -
Em auséncia de calcio, a pH 7,0 e 2°Cc a o e K-caseinas mostra-
ram peguena ou nenhuma tendéncia a interagir. Os produtos da
interagao nao se desenvolveram depois do tratamento com uréiu

ou alcali.

Ainda em 1565, segundo Delfour et al (9), quando a renina rea-
giu com caseina a pH 6,8, a para-caseina precipitou em presen-
ca de calcio e, sem cilcio, no caso da K-caseina. Segundo oOs
autores, o sobrenadante continha, principalmente, um caseino -
-glicopeptideo soluvel ém acido tricloracético a 12% e nao dia

lisavel.



De acordo com Paterson e Kopfler (41), 1966 , se a eletrofore-
se for conduzida em tampao acido formico/acido acético a pH

3,0, as 4 B~caseinas podem ser separadas da mistura.

Segundo Shapiro et al (46), 1967, a eletroforese em gel de po-
liacrilamida, em presenga do detergente anidnico dodecil sulfa
to de sb6dio (SDS), tem provado ser um Otimo instrumento para a
separagao e identificagao de cadeias polipeptidicas. Esta mes
ma técnica, segundo os autores, pode ser usada para a rapida e
simples estimagao do peso molecular das proteinas e suas sub-u

nidades.

De acordo com Yaguchi e Tarassuk (57), 1967, os componentes da
caseina sao agregados a PH neutro e temperatura ambiente e ten
dem a formar varios complexos com outros componentes. Esses a
gregados e compiexos sao dissociados em pequenas unidades, pro

vavelmente em mondmetros, em certas condig¢aos, como a presencga

de uréia, extremos de pH e baixas temperaturas.

Em 1968, El1 Negoumy (11), investigou através de eletroforese -
em gel de amido de alta resolﬁgéo, a fase primaria e secundaria
da acao da renina sobre a caseina e K-caseina. Verificou que
a K-caseina foi o Unico componente da caseina inteira, atacada
durante 50 minutos de agéo da enzima, resultando num componen-
te maior e dois menores com a mobilidade maior que a da a-case
ina e dois menores com mobilidades menores que a da K-caseina.
Nenhuma mudanga eletroforética especifica acompanhou o coagulo

caracterizando a fase secundaria da renina sobre a caseina.



Ashworth (2), em 1968, trabalhando com solugao pura de K~-casei
na em concentracoes menores do que 0,1%, produziu turbidez mensuravel
em tampao acetato em preseng¢a de solugoes diluidas de renina a
PH 5,8 e a 30°C. Em mistura de a-caseina e K-caseina, o aumen
to da turbidez depois de 5 minutos foi propo?cional a porcenta
gem de K-caseina na mistura. A turbidez da a-caseina pura nao
foi afetada pela adigao de renina. Aumentos variaveis na tur-
bidez, depois da agao da renina em B-caseina purificada, foram

devidos a dificuldade de separagao da K-caseina da B-caseina.A

caseina inteira reage mais vagarosamente do que a K-caseina.

Melachouris e Tukey (32), em 1968, investigaram e compararam -
as propriedades coagulantes da enzima de uma .cultura de Ba-
cillus cereus com a renina de estdmago. A atividade da enzi-
ma ﬁicrobiana foi menos sensivel a mudangas de pH do que a re
nina, Distribuigéo de nitrogénio, eletroforese e placas de
ayar contendo caseina foram usadas para determinar a agao pro
teolitica das duas enziméé. A enzima microbiana foi mais pro
teolitica do que a renina e exibiu uma agao proteolitica so-
bre a K-caseina similar a obtida pela rehina. Outras fragoes

foram degradadas continuamente e nao especificamente, mas a

B-caseina foi a fragao mais sucetivel & hidrdlise.

= J

Ainda em 1968, Hagemeyer et al (17), purificaram a protease -
do fungo Endothia panrasiiica por dois métodos, sendo que o
primeiro envolveu fracionamento por sulfato de amdnia, filtra
cao em gel Sephadex G-100 e duas vezes cromatografia em DEAE-

-celulose a pH 4,6. O segundo método envolveu fracionamento



por sulfato de amdOnia, acetona, tratamento com carvao ativo,
filtragao em gel Sephadex G-100 e cristralizagao a partir de
uma solugao agua/isopropanol. O pH isoelétrico foi abaixo de

4,6.

Segundo Ledford e Chen (27), em 1968, o extrato da enzima re
nina parece degradar preferivelmente a a-caseina. A B-casei-
na, evidentemente, & mais resistente a protedlise. Os resul-
tados obtidos sugerem que o sucesso dos substitutos da renina
precisam ter a delicada e diferente caracteristica proteoliti

ca da renina.

De acordo com Hansen (18), 1969, o coldide hidrofilico carra-
geenan estabiliza a o-caseina contra a precipitagao pelos
ions calcio, por uma interagao entre a a-caseina e um componen
te talvez presente tanto na K-caseina como no delta-carragee-
nan. Esse componente ocorre, predominantemente, na fragéo K.
O complexo resultante & semelhante ao complexo.da a-caseina,-
porém, nao & atacado pela renina. A estabilidade ao calor do
complexo calcio/carrageenan/o-caseina & maior do que o corres

pondente complexo calcio/K-caseina/o-caseina.

Rose et al (45), em 1969, realizaram uma determinagao quanti-
tativa das caseinas o, B e K contidas nas amostras de caseina
inteira através de cromatografia em DEAE-celulose em presenga
de uréia. A resolucgao das caseinas nao foi completa, porém,-
reproduzivel.até 3% de erro e a acuidade estimada do método -

foi de mais ou menos 5%. Em contraste aos métodos baseados -

na determinagao do contetdo em acido sialico ou por turbidez,



o cromatografico & aplicavel a misturas de caseinas de larga e

variada composig¢ao e nao & afetado pela variagao da quantidade

de carboidratos da molécula de K-caseina ou pela presencga de
componentes como a gama-caseina e caseinas mais sensiveis a
temperatura.

Segundo: Zitlle (58), 1969, uma solugao aguosa de K-caseina a

pH 7,0 ndao & afetada por aquecimento (100°C por 15 minutos). -

Se, todavia, cloreto de sd6dio 0,05M ou outros sais estiverem
presentes, a K-caseina torna-se 1labil ao calor, julgamento fei
to pela perda da habilidade de estabilizar a a-caseina contra

a precipitacgao pelo calcio.

De acordo com Ilany e Netzer (23), 1969), muifas enzimas prote
oliticas coagulam o leite mas, em muitos casos, o queijo forma
do nao & estavel, ja que o coagulo & completamente digerido -
por continua protedlise. A renina & distinguida pela agao pro
teolitica praticamente limitada que tem sobre o queijo. As se
guintes enzimas e preparac¢oes enzimaticas foram comparativameg
te estudadas em relacao & coagulacao do leite e suas atividades
proteoliticas: renina, pepsina, tripsina, pancreatina, quimo-
tripsina, papaina, fiscina e bromelina. Estes estudos permiti
ram aos autores preparar reninas vegetais substitutas para "o
processamento de queijo cheddar, que depois de curado apresen-
tou sabor e textura comparaveis aos fabricados com renina co-

mercial.

Em 1969, Melachouris (31) descreveu um sistema horizontal e

descontinuo de eletroforese em gel para a separacgao de protei-
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nas. O método foi usado para analise de proteinas com proprie
dades marcadamente diferentes (proteinas de soro de leite, ca
seina e enzimas coagulantes). A separagao foi bem maior por

esse método do que pela técnica continua em gel de poliacrila-

mida.

Weber e .,Osborn (55) em 1969 estudaram, por eletroforese em gel
dée poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sddio, qua
renta proteinas com cadeias polipetidicas e pesos moleculares-
bem caracterizados, seguindo o procedimento de Shapiro et al.
Os resultados mostraram que o ﬁétodo pode ser usado com grande
seguranga para determinar o peso molecular de cadeias polipep-

tidicas de grande variedade de proteinas.

Segundo Larson e Whitaker (15), 1970, a protease da Endothia pa
rnasitica teve sua estabilidade maxima a pHs entre 3,8 e 4,5. A
quecida a SOOC, apenas 30% da atividade foi perdida depois de
30 minutos. A 24,loC, a enzima manteve-se estavel num pH en-
tre 3,0 e 6,5 por trés horas, porém, foi inativada rapidamente
a pH abaixo de 2,5 e acima de 7,0. Foi rapidamente desnatura-
da por baixas concentragBes de uréia (2 M) a pH 2,5 e 6,5, mas
permaneceu razoavelmente estavel a uma concentragao de 2 M de
uréia a pH 3,5. Nenhum efeito foi notado na estabilidade da

enzima em uma solugao de mercaptoetanol a pHs 2,5; 3,5 e 6,5.

Ainda em 1970, Richardson e Chaudhari (44), prepararam extrato
de enzima ativada dos tecidos do quarto estomago de bovinos a-

dultos, contendo de 5 a 15% de atividade coagulante atribuida-
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a pepsina. A eletroforese em gel de amido, uréia e mercaptoe-
tanol, revelou diferentes bandas em relagao ao extrato de reni
na de vitelo. Também foram detectadas diferencas em difusao -

em meio gel de agar-caseina a pH 6,8.

Mickelsen e Fish (34) em 1970, estudaram as propriedades pro
teoliticas das enzimas fungicas da Endothia parasitica e Mucox
pusiflus, variedade Lindt, comparando-as com as de vitelo e
pepsina. Os compostos nitrogenados solaveis em 12% de acido -
tricloracético, produzidos pela agéo dessas enzimas sobre a ca
seina e suas fragdes o e B e sobre queijo fresco, foram deter-
minadas por eletroforese em gel de poliacrilamida. As reninas
fingicas mostraram maior atividade proteolitica sobre a casei-
na e suas fragoes o e B, do-que a renina de vitelo e pepsina.-
Das duas reninas fungicas, a da Endothia parasitica teve maior
agao proteolitica sobre as preparagoes de caseina. As bandas
eletroforéticas mostraram diferengas consideraveis entre as en
zimas no tocante a degradagao de proteinas especificas do lei-~

te.

Morr (35), em 1971, preparou por eletroforese de zona, tanto -
em gel de amido como em gel de poliacrilamida, produtos de da-
gradagao da caseina em cinco variedades de queijo variando em
idade de 1 dia a 13 meses , por solubilizagéo em oxalato, ex-
tragao por hexano e dispersao direta em tampao alcalino de u-
réia. Nao foram observadas diferencas significativas nas amos
tras submetidas a eletroforese, relacionadas com o método de
preparacao da proteina e, portanto, o procedimento‘da disper-
sdo direta foi recomendado. Eletroforese em gel de amido e po
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poliacrilamida apresentou um nimero e localizacao das bandas -
de protelinas para diferentes variedades, sendo que as zonas em
gel de amido foram mais simétricas e melhor definidas. A ele-
troforese em gel de amido promoveu uma melhor separacgao de zo-
nas de K-caseina do que a poliacrilamida e também permitiu um
exame similtdneo de produtos de degradacgao catidnica da casei-~

na.

Segundo Binghan (5), 1971, tanto a temperatura quanto o pH afe
tam a solubilidade da K-caseina e B-caselina na regiao dos seus
pontos isoelétricos. Esta investigacao cobriu uma faixa de 5
a 25°C e 3,9 a 5,2 de temperatura e pH, respectivamente. De -
pH 4,7 a 5,2 a K-caselna tornou-se mais solavel quando a tempe
ratura decaiu. Todavia, a temperatura nao teve influéncia na
solubilidade da K-caseina em pHs entre 3,9 e 4,6. A solubili-
dade da B-caseina aumentou com o acréscimo da temperatura den-
tro da faixa de pH 3,9 a 5,2. O aumento da solubilidade da B-
-caseina foi bastante grande entre 5 e 15°c. A solubilidade -
da d-caseina foi afetada em menor extensao pela temperatura. A
solubilidade da a-caseina foi bem maior a 5°C do que a 25°%Cc  a

valores de pH abaixo de 4,0 e acima de 5,0.

De acordo com Trop e Pinski (51), 1971, a enzima coagulante de
leite do Mucor pusillus, comparada a renina crua de vitelo, -
foi estimulada simultaneamente por aluminio, ferro, calcio e
ions magnésio. Os ions trivalentes foram mais efetivos que os
bivalentes. As baixas concentracoes de Ions, a adigao de enzi
ma do Mucor pusillfus & renina, aumentaram muito a atividade -

desta Ultima, comparada a preparagoes em separado.  Todavia, -
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um sistema enzimatico parece ser sinergista do outro, sugerin-

do dois mecanismos separados de coagulagao.

Ainda em 1971, Sternberg (48), separou uma protease em forma
cristalizada a partir de filtrados de Mucor miehel., Segundo o
autor, este &€ o componente mais proteolitico produzido por mi-
crorganismos e tem um peso molecular de 34.000 a 39.000. O pH
otimo para a protedlise da hemoglobina, caseina e albumina de
SOro bo&ino, classificou a enzima como uma protease acida. A
enzima foi mais estavel em pH acido e o efeito de inibidores,
indicou que esta enzima nao é dependente de metal e nao possui
serina ou grupos ativos SH. O sulfato de aluminio tem uma a-
cao depressiva peculiar na atividade coagulante e estudos do
mecanismo tém eliminado semelhangas entre essa enzima e a reni

na de vitelo.

Em 1972, Tam e Whitaker (49), determinaram as taxas de hidréli
se e sua extensao, apds 1,44 minutos de reagao da caseina in-
teira, a, B e K-caseina com renina cristalizada, pepsina cris-
talizada, protease do Mucor pusillus e Endothia parasitica a
pH 3,0; 3,5; 5,5 e 6,0. A protease da Endothia parasitica te-
ve, geralmente, maior atividade do que as outras trés enzimas-

em todos os substratos e em todos os pHs.

Shouvers e Fossun (47), em 1972 desenvolveram um sistema de e~
letroforese em gel de poliacrilamida para separar coagulantes-
comerciais e misturas de éoagulantes. As bandas eletroforéti-
cas das amostras foram tornadas visiveis derramando-se leite -~

sobre os pedacos de gel de poliacrilamida. As areas onde ha-
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via atividade coagulante, exibiam zonas de leite coagulado, -
que eram imediatamente visualizadas. O sistema também foi sen
sivel para separar e tornar visivel uma pequena quantidade de
até 5% de uma mistura de coagulantes de diferentes velocidades

de migragao.

Mullin e Wolfe (36), em 1974 trataram o caseinato de calcio, ¢
-caseina, R-caseina e K-caseina purificadas com lisosima, B-
-glicosidase, renina e tripsina. A renina precipitou o casei-
nato de calcio e a K-caseina, enquanto que o tratamento com -
tripsina resultou numa solugao clara no caso do caseinato de
cidlcio, coagulou a K-caseina e reduziu, significativamente, a
turbidez da solugdo de B-caseina. A eletroforese de disco e,
gel de dodecil sulfato'de éédio, revelou mudancas na o-caseina
e B-caseina depois do tratamento com renina, porém, depois do
tratamento com lisosima, nao houve mudangas significativas em

nenhum caso.

Em 1975, Cheryan et al (7), usaram enzimas imobilizadas como -
instrumento para estudar a fase secundaria & parte da fase en-
zimdtica da coagulacao do leite. O leite desnatado, depois de
passar através de uma ponte de pepsina ou renina em vidro poro
so, foi submetido a mudangas de pH, temperatura e diluigao e
seus efeitos foram estudados na taxa de coagulagao. A fase se
cundaria exibiu um alto coeficiente de temperatura de 11 a 12,
entre 20 a SOOC, decrescendo o tempo de coagulagao, enguanto o
pH desta fase era baixado de 6,7 para 5,6. Quando o leite des

natado era adicionado em quantidade crescente ao efluente do

‘
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leite tratado anteriormente ensaiado, a mistura resultante coa
gulou em tempo proporcional, indicando que nem toda a K-casel-
na tem gque ser enzimaticamente atacada para haver a coagulacgao,
mas apenas a guantidade necessaria para haver agregagao das mi

celas.

Em 1976, Neelin et al (38), compararam preparacgoes de o, B, A
e K-caseina por eletroforese em gel de amido e em solugao 1li-
vre, sendo que a caseina acida foi separada em 17 zonas. To-
das as fragoes da caseina continham numerosas proteinas, porém,
o procedimento de preparagao trouxe algum enriguecimento consi
deravel de certas zonas. Outras enfraqueceram e outras ainda,
foram eliminadas mas, ainda assim, foi possivel identificar as

zonas especificas de cada fragao de caseina.

Ainda em 1976, Kotts e Jenness (24), isolaram K-caseina a par-
tir de leite de vaca, cabra, cavalo, rato e coelho. Quando -
tratadas com renina, todas as K-caseinas isoladas aumentaram -
as bandas de para-K-caseina na eletroforese em gel. A taxa
de clivagem deste componente pela renina foi determinada pela-
medida do material solivel em acido tricloracético. As curvas-
foram caracteristicas de um ataque limitado e especifico da re

nina sobre estas proteinas.

Segundo Green e Pastewka (16), 1976, a caseina do leite de ra-
to & uma fosfoproteina que precipita a pH 4,6. Quatro casei-
nas foram separadas eletroforeticamente em gel de dodecil sul-
fato de sddio/poliacrilamida, variando de 8,5 a 15% a concentra

cao de poliacrilamida. O peso molecular de trés dessas protel
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nas foram 43.200, 27.700 e 25.900. O peso molecular determina
do para a g-caseina e B-caseina bovina, por esse método, foi
similar a outros obtidos por outros métodos. A quarta caseina
continha carboidrato, fosforo e acido sialico. Esta proteina-
foi sensivel a renina e comportou-se anormalmente na eletrofo-
rese em dodecil sulfato de sédio/poliacrilamida, como a K-case

ina bovina ela foi designada K-caseina do leite de rato.

Em 1977, E1 Shibiny e ABC El Salan (12), isolaram a a-caseina-
do leite de bufalo e de vaca e hidrolisaram com renina, pepsi-
na bovina e pfoﬁeases microbianas do Mucor miehel,Mucon pusdl
Lus e Endothia parasitica. A taxa de hidrdlise foi seguida pe
la determinacao da a-caseina inalterada no digerido depois da
eletroforese em gel de poliécrilamida. A taxa de hidrOlise da
o—-caseina das duas espécies com as diferentes enzimas, foi com
paravel talvez, um pouco mais rapida com as enzimas microbianas
particularmente a da Endothia parasitica. Todavia, as bandas
eletroforéticas dos produtos da degradagao da a-caseina de bua-

falo e de vaca produzidos pelas enzimas nao foram idénticas.

Segundo Girdhar e Hansen (15), 1978), as diferentes solubilida
des das fragdes de caseina em solugoes de cloreto de calcio fo
ram usadas como base paraseparar K-caseina solivel em calcio -
das outras fragoes insollveis. A quantidade de proteina aumen
tou linearmente com o aumento de cilcio acima de 0,5 M. A tem
peratura de reagao da caseina com o calcio e a temperatura de
extragao para separar as partes sollveis foram encontradas com

significativas variagoes, independente das variagoes na concen
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tragao de calcio. A temperatura de reagao de 57C, forneceu
preparacgoes impuras devido & reorganizagao dos complexos da ca
seina, enquanto due a temperatura de reagao de 6OOC causou pe-

sada contaminagao, predominantemente com B-caselna.

Em 1979, Doi et al (10) investigaram a heterogeneidade e algu-~
mas das propriedades da K-caseina. Preparagoes independentes
de K-caseina foram obtidas a partir do leite de uma tnica vaca
pelo método modificado urdia/dcido sulfirico e por filtragadao -
em gel. 'As duas preparagoes foram fracionadas por cromatogra-
fia em DEAE—celﬁlose na qual a fragao eluida no front foi Pl’
e cinco fracgdes (P, a ?6) eluidas com concentracdes crescentes
a P, foram

2 6
idénticas, sendo que as fragoes eluidas com altas concentragdes

de sal. A composigdo em aminoicidos das fragoes P

de sal continham mais carboidratos (acido sidlico, hexoses e
hexosaminas). As fracdes P, a P6 mostraram a mesma mobilidade
na eletroforese em gel de dodecil sulfato de sddio/poliacrila-
mida e seu residuo terminal carboxil foi a valina em todas as
fragoes. Cada fragdo apresentou uma mobilidade diferente emn
eletroforese de disco contendo uréia, porém, as mobilidades de
cresceram para a mesma fragao que se moveu menos depois do tra
tamento com neuraminidade. A capacidade de estabilizacio da
micela de cada fragdo foi similar. Em experimentos com ultracen
trifugagao, cada fracao apresentou um pico e o coeficiente de
sedimentacao ficou entre 17,5 s e 12,5 s. A viscosidade in-

trinseca foi similar em varias temperaturas.
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3.

MATERIAIS
1. Amostras utilizadas

a) leite integral de vaca holandesa da raga Holstein, nao
pasteurizado, utilizado logo apds a ordenha;

b) enzina da Endothia parasitica, obtida na Indistria Far
macdutica Pfizer em Guarulhos, Estado de Sao Paulo, ja
em estado purificado, com o nome de "Sure Curd";

c) Mucor miehei e renina, que foram obtidos em laboratodrio.

2. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram do tipo analitico das

marcas: Merck, Baker, Sigma, Ecibra, Teagen, Carlo Erba.

As solucglOes foram preparadas pelas formas usuais, sendo u
tilizadas vidrarias usuais de laboratdrio, tais como: tu-

bos de ensaio, provetas, bekers, erlenmayers, etc.

3.3 Equipamentos

Potencidmetro H-5 Horiba

Fotocolorimetro Spectronic 20, Baush & Lomb.

Liofilizador New Brunswick Scientific, Co. Inc. Model XB
60-50.

Banho-maria, Soc. Fabbe Ltda. Model L 69, com temperatu-
ra controlada.

Agitador, Rotary Shaker.

Centrifuga IEC UV-Damon/IEC Division, International Equip
ment Co.

Centrifuga refrigerada Beckman Model j-21 B.
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EspectrofotOmetro UV Perkin-Elmer, Coleman 124 D.
Outros equipamentos de uso comum em laboratborio, como: ba

langa analitica, estufa, dessecador, etc.
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4, METODOS

4.1. Obtencao das enzimas.

4.1.1.

Renina

Foi obtida segundo o método descrito éor Berridge (4),-
ou seja, a partir do quarto estdmago de bezerros lacten
ées, o qual foi lavado com agua fria, cortado em peque-
nos pedagos, colocado num erlenmayer e o pH acertado -
com HCl para 2,0. Em seguida, os pedagos foram tritura
dos num liquidificadér & a massa resultante deixada em
banho-maria por 20 minutos. Depois de decorrido este -
tempo, centrifugou-se a 846 x g por 10 minutos e sepa-
rou-se o sobrenadante, ao qual foi adicionado 70% do vo
lume em alcool etilico, havendo a precipitacao da enzi-
ma renina. Essa solugao foi deixada enm repouso por 24
horas a temperatura de 4% para completa sedimentagao,-
quando a maior parte do sobrenadante foi separado por

decantacdo e a enzima separada por centrifugagao a -

11.140 x g por 10 minutos e seca a temperatura ambiente.

Enzima do Mucor miehedl

Foi obtida por fermentagao em meio semi-s6lido de fare-
lo de trigo durante 72 horas. Depois da fermentagéo,la
enzima foi extraida em agua destilada e posteriormente,
filtrada. Ao filtrado foi adicionada 0,5 g de cloreto-
de sb6dio,mais 70% do volume em alcool etilico sempre -

com agitagao, havendo a precipitagao da enzima, a qual-
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permaneceu em repouso por 24 horas para a completa sedi
mentacao. A maior parte do sobrenadante foi retirada -
por decantagao e o restante, contendo a enzima precipi-
tada, foi centrifugado a 11.140 x g por 10 minutos. ¢
sobrenadante resultante da centrifugacao foi separado -
por decantagao e O precipitado congelado a -18°C e lio-
filizado. Esse liofilizado foi dissolvido em 500 ml de
agua destilada e centrifugado a 11.140 x g durante 10 -
minutos. Ao sobrenadante recuperado foi adicionado, va
garosamente e com agitacgao constante, sulfato de amonio
até obter-se uma solucdo a 80% de saturagao. Esta solu
cao foi deixada de repouso por 24 horas a temperatura -
de 4°% e, em seguida, centrifugado a 11.140 x g. O -
precipitado foi dissolvido em 20 ml de agua destilada e
dialisado contra agua destilada durante 72 horas, sendo
a agua trocada quatro vezes € O dialisado guardado a -

temperatura de 4°c.

Determinacao da atividade das enzimas

Foi determinada de acordo com o método de Soxhlet (48).

a) Substrato: 10 g de leite em pd desnatado, marca Si-
ljhouette, fabricado por Produtos Fleischmann & Royal
Ltda, em 100 ml de agua destilada contendo 0,01 M de
cloreto de calcio.

b) Solugao de enzima: 0,5 mg/ml em Agua destilada.

¢) Procedimento: 5,0 ml da solugac de leite (substrato)
foram colocados em um tubo de ensaio e equilibrado a

temperatura de 35°%C por 15 minutos. Adiéionou—se -
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0,5 ml da solugao de enzima e marcou-se O tempo de -
coagulagdao. Para o branco procedeu-se da mesma ma-
neira, adicionando-se, porém, agua em lugar da solu-
cdo de enzima. O calculo foi feito utilizando-se a

foérmula seguinte:

ml de substrato % 2.400
Enzima (em mg) Tempo (em seqg)

Unidade Soxhlet =

4.2. Obtencido das caseinas

Os fluxogramas de obtengao das caseinas estao apresentados

nas Figuras 1, 2,- 3 e 4.

4.2.1. Obtencado da caseina acida

Foi obtida segundo o método de Hipp et al (21), a partir
de um litro de leite fresco, nao pasteurizado, centrifu
gado a 846 x g, com a finalidade de retirar a gordura.-
Ao leite desengordurado foi adicionado.HCl 0,1 N até o
pH atingir 4,6, havendo a precipitacao da caseina. Es-
ta foi déixada em repouso por 30 minutos, gquando a -
maior parte do sobrenadante foi separada por decantagéo,
O remanescente foi submetido a centrifugacao a 846 x g,
por 10 minutos, desprezando-se O sobrenadante, enguanto
gue o precipitado foi dividido em duas porgoes, uma das
quais foi lavada trés vezes e novamente submetida a cen
trifugacdo como especificado acima. Finalmente, as -
duas porgoes foram congeladas a -18°c, liofilizadas e

guardadas em geladeira a 4%¢c.
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4.2.2. Obtencao da a e B-caseina

Foram obtidas pelo método de Hipp et al (22), ou seja,-
por fracionamento com solugao de uréia como explicado a
seguir: 1.500 g de caseina umida foram dissolvidas pe-
la adicdo de 1.500 g de uréia e agua, totalizando um Vo
lume de 3,75 1, numa concentragao final de 6,6 M de u-
réia. Para a obtencdo da a-caseina, a solugao foi ague-
cida a temperatura ambiente e 1,65 litros de agua desti
lada foram adicionados lentamente com agitagao constan-
te, fazendo com que a solugao de uréia baixasse sua con
centragao para 4,63 M. O precipitado formado nestas -
condigdes, apresentou alto teor de a-caseina que foi re
movida da solucdo por centrifugagao. A a-caseina crua,
foi purificada, re-dissolvida em 1.500 ml de uma solu-
cao de uréia 6,6 M, contendo 15,9 g de cloreto de sodio
e novamente precipitada pela adigao de 1.50" ml de agua
destilada. Mais impurezas foram removidas.pela lavagem
do precipitado com solugao de uréia 4,7 M. Para remover
tragos de B-caseina, o produto foi novamente dissolvido
em uréia e precipitado comovanteriormente.‘ A uréia foi -
removida pela lavagem do precipitado com excesso de a-
gua destilada. Em seguida, o precipitado foi congelado

a —180C, liofilizado e guardado em geladeira a 4°c.

A B-caseina foi obtida a partir da solugao apds a remo-
¢ao do precipitado de a-caseina. Esse filtrado foi di-

luido a 3,3 M de uréia pela adicao de agua. A peqguena
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quantidade de precipitado obtida foi uma mistura de a e
B~caseina, que aqui ocorrem como caseina infracionivel.
A mistura foi centrifugada e descartada. a porcao soli
vel em solugao de uréia 3,3 M, foi diluida a uma solu-
g5q 1,7M e o PH ajustado para 4,7, pela adicao de apro
Ximadamente 20 m] de HC1 0,1 N, ocorrendo a precipitacao
da B-caseina. A mesma foi purificada por dissolugéo em
2 litros de solugcao de uréia 4,6 M e fracionada pela a-
dicao de Aagua. Novamente a porgao solfivel em 3,3 M de
uréia,.porém, insollvel em 1,7 M Qe uréia, contém a B~
~caselna pura. Através da re-precipitacao, consegiu-se

eliminar tracos de a~caseina remanescentes,

Obtengao da K-caseina

Foi obtida por dois métodos: por fracionamento com uréia

€ por filtragdo em gel Sephadex.

4.2.3.1. Fracionamento com uréia

Foi obtida pelo método descrito por Zittle (59) e Mc
Kenzie e wWake (30), a partir de 750 g de caseina Fci-
da ﬁmida, que foi dissolvida em 2.000 ml de uma solu-
cao de uréia 6,6 M, juntando—se, em seguida, 400 m] -
de uma solugao de Acido sulfirico 7,0 N com agitacao-
Constante (o pH da solugcao final situou-se entre 1,3
al,5). a mistura resultante foj deixada em repouso-
por duas horas e submetida a filtracao. o filtrado -
foi dialisado pPor 48 horas contra agua destilada. ao

dialisado foi adicionado o mesmo volume em etanol ab-
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4.2.3.2.

soluto, com agitacao constante, seguido da adigao de
acetato de amdnia 2,0 M em 50% de etanol (foram adi-
cionados cerca de 3,5 ml), tomando-se bastante cuida-
do, pois um excesso de acetato de amonia redissolveria
o0 precipitado. Depois de 30 minutos de agitagao, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado -
com 200 ml de etanol a 50% contendo 3,0 ml da solugao
de acetato de amdnia e, em seguida, dissolvido em 30
ml de solucdo de uréia 6,0 M. A uréia foi removida -
por didlise contra agua destilada (4 litros) durante-
4 horas, quando trocou-se a agua e deixou-se dialisar
por mais 24 horas. O dialisado foi congelado a -18°¢

liofilizado e guardado em geladeira a 4°c.
Filtracao em gel Sephadex
Foi obtida de acordo com o método de Yaguchi (56).

a) Preparacao da coluna de gel Sephadex: Sephadex G-
-150, livre de particulas finas foi embebido em &a-
gua destilada e eguilibrado com tampao tris-citra-
to 0,005 M (pH 8,6), contendo 6,0 M de uréia (tam-
pao TCU), filtrado anteriormente através de uma co
luna de DEAE-celulose, com a finalidade de remover
impurezas coloidais. O gel Sephadex ja equilibra-
do, foi empacotado numa coluna de vidro a tempera-
tura ambiente, para fornecer uma coluna de gel de
2,5 por 95 cm. A coluna foi consolidada pela pas-

sagem através da mesma, a uma pressao de 30 cm de
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uma coluna de agua de um volume de tampao TCU equi
valente a, no minimo, duas vezes o volume de gel

contido na coluna.

b) Preparo da amostra: A amostra de caseina (cerca de
2,0 g) a ser fracionada foi dissolvida em 35 ml de
tampao TCU e centrifugada a 36.145 x g por 20 minu
tos a 2°%. & centrifugagao separou o conteddo dos
tubos em uma pelicula superficial de lipidios, uma
coluna de liquido transparente e uma pequena cama-
dé de material sedimentado. O ligquido transparente
foi coletado, dialisado por 12 horas a 4°c contra-
tampao TCU. Um volume de 10 ml foi aplicado na -
parte superior dé coluna de gel Sephadex e eluido-
com tampao TCU a uma pressao em torno de 15 cm de
coluna de agua, com um fluxo resultante de 10 ml -
cada 30 minutos. Foram coletadas 120 fragoes cuja
absorbancia foi medida a 280 nm em espectrofotome-

tro ultra-violeta Perkin-Llmer, Coleman 124 D.

4.3. Tratamento das fracoes de caseina purificadas com as enzi

mas coagulantes

Pesou-se 6 porcoes de caseina acida, o, Be K-caseina, sen
do cada fracao dissolvida em 4,0 ml de agua destilada, a-
dicionando-se NaOH 0,2 N até o pH atingir 11,0 e posterior
abaixamento pela adigao de HCl 0,2 N até pH 6,8, completan
do-se o volume para 5,0 ml com agua destilada. Foram, en

tao, colocadas em tubos de ensaio e deixadas em banho-ma-
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ria a 35°C por 15 minutos. Apds a estabilizacao da tempe
ratura, juntou~se a cada tubo 1,0 ml da solugao enzimati-
ca contendo 109 unidades Soxhlet por ml, sendo que nos -
controles, as enzimas foram previamente inativadas por a- .
guecimento. A incubagao prosseguiu por 30 minutos e, a
seguir, foram transferidas para frascos de vidro de 20 ml
de volume, bem limpos e, imediatamente, congeladas a—lé%?

e liofilizadas.

Diferenciacao de enzimas coagulantes em meio gel de agar-

-caseina

Esse meio foi preparado pelo método descrito por Richard

son (43).

4.4.1. Preparo do meio: Em 50 ml de uma solugdo de acetato de

s6dio pH 6,8, adicionou-se 1,0 g de caseina acida e 110
mg de cloreto de calcio. Agitou-se durante 15 minutos,
para dissolver cerca de 50%, acertando-se novamente o)
pH para 6,8 com NaOH 0,2 N. Colocou-se 50 ml de &gua
destilada num erlenmayér de 250 ml, juntou—se'l g de a-
gar e aqueceu-se a ebulicao até dissolver. .Esfriou-se-
a aproximadamente 40°C e adicionou-se o sobrenadante da
solucao de caseina acida anteriormente preparada, vaga
rosamente e com agitacd3o lenta para evitar a formagao -
de espuma. Imediatamente verteu-se cerca de 25 ml des-
se meio em 4 placas de petri que foram deixadas solidi-
ficando. Apds a solidificacao, foram feitos trés furos
em cada placa de cerca de 1,0 cm de diametro, colocando

-se duas gotas da enzima do Mucormiehed, Endothia para-
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s4itica e renina, contendo 109 US de atividade por ml no
primeiro, segundo e terceiro furo de cada placa, respec
tivamente. A seguir foi adicionada uma gota de toluol-
em todos os furos das 4 placas sendo as mesmas incubadas

a 30°C por 24 horas.

4.5. Eletroforese em gel de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) po-

liacrilamida

Utilizou-se o método descrito por Weber e Osborn (55) pa-
ra a determinacao do peso molecular por eletroforese em
gel de dodecil sulfato de sb6dio SDS/poliacrilamida e os -
reagentes usados éram provenientes da BIO-RAD Laboratories.
As amostras liofilizadas, obtidas em 4.3. e 4.6.1. puma
concentragéo de 1,0 mg e 6,25 mg/ml, respectivamente, fo-
ram incubadas a 35°C durante 3 horas em tampao fosfato de
sddio 0,01 M e pH 7,0 contendo 1% de dodecil sulfato de
sddio e 1% de B-mercaptoetanol. A solugao dos géis foi
preparada com acrilamida (13,5 ml), tampao gel (15 ml da

solucao preparada com 7,8 g de NaH2P04.H20 mais 20,4 g de

Na2HP04 mais 2,0 g de dodecil sulfato de sodio para um 1i
tro de agua destilada), persulfato de amonia (1,5 ml) e
N,N,N,N'-tetrametilenodiamina (0,0l ml). Essa solugao -

foi colocada em tubos de vidro e deixada polimerizar du-

rante uma hora.

" O aparelho utilizado para a eletroforese consiste de uma
fonte estabilizadora da FANEM, modelo 1050,.tubos de vi-
dro de 0,5 cm x 8,0 cm, suporte para cubas, duas cubas de

acrilico de 14 x 14 cm de base por 7,0 cm de altura, cada
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qual com um eletrodo na posigao central. A cuba superior
apresenta oito perfuragoes ao redor do eletrodo para en-

caixe dos tubos.

Na parte superior dos tubos com gel de SDS/poliacrilamida
foram colocados 10 pl de azul de bromofenol, 40 M1l de so-
luééo de proteina previamente preparada e 40 Ul de uma so
lucao de sacarose a 40%. Os tubos de gel com as amostras
foram colocados na célula de eletroforese. Foi usado tam
pao gel diluido 1l:1 coﬁ agua destilada e aplicou-se 6 mA-
de correnté por gel durante trés horas e meia. ApOs me-
dir a migracao do corante (azul de bromofenol), os géis

foram removidos dos tubos de eletroforese e colocados em

_ tubos de ensaio com acido tricloracético (TCA) a 50% para

fixar as proteinas, durante 15 horas, aproximadamente. A
coloragdo foi feita com azul de comassie em TCA a 20% du-
rante 2 horas. A descoloracao foi feita por lavagem con-
tinua com acido acético a 7% durante 3 dias. ApOs a des-—
coloracao completa, mediu-se o comprimento do gel e a mi-
gracao das bandas de proteina e calculou-se a mobilidade-

através da formula:

MOBILIDADE = Midracao da proteina |

Migragao do corante

Estudo da acao de enzimas coagulantes sobre a K-caseina -

tratada a diversas temperaturas

4.6.1. Preparacado das fragdes de K-caseina e incubagao com a

enzima: Pesou-se 130 mg de K-caseina num becker de 50 ml
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adicionou-se 12 ml de agua destilada e agitou-se duran-
te, aproximadamente, 10 minutos. Em seguida, elevou-se
o pH para 11,0, com a adigéo de NaOH 0,2 N, seguida da
adigcao de HCl 0,2 N para baixar o pH até 6,8 (essa adi-
gaq foi feita vagarosamente sob agitagao constante, man
tendo-se, assim, a K-caseina em suspenséo agquosa). Ob-
teve-se um volume final‘de 20 ml, que foram distribuidos
em 4 tubos de ensaio. Um dos tubos permaneceu em tempe
ratura ambiente e os outros foram submetidos a tempera-
turas de‘40, 50 e 6OOC, respectivamente, durante 1 hora.
Decorrido esse tempo, O0s quatro tubos foram colocados -
em banho-maria a 35°C por 20 minutos para estabilizar a
temperatura, quando foi juntado 1,0 ml de solugao de en
zima do Mucox miehed contendo 109 US/ml de atividade em
cada tubo, permanecendo em banho-maria por mais 30 minu
tos. Em seguida, mediu-se as absorbancias a um compri-
mento de onda de 660 nm num espectrofotometro ultra-vio
leta Perkin-Elmer, Coleman 124 D. Posteriormente, o)
conteiido dos tubos foi congelado a —180C, liofilizado e
submetido a eletroforese em dodecil sulfato de sddio -

(sbs) /poliacrilamida.
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencao das enzimas

5.1.1. Renina: Obtida do quarto estdmago de vitelos, pelo méto
do descrito em 4.1.1., em estado semi-purificado, cuja
atividade foi determinada pelo método de Soxhlet, des-

crito em 4.1.3., fornecendo 505 US/mg de enzimas.

5.1.2. Enzima do Mucor miehedl: obtida pelo método descrito em
4,1.2., em estado semi-purificado. Sua atividade tam-
bém foi determinada pelo método de Soxhlet descrito em

4.1.3., fornecendo 4.980 US/mg de enzimas.

5.1.3. Enzima da Endothia parasitica: foi adquirida na Indis-
tria Farmacéutica Pfizer do Brasil, ja em estado purifi
cado, sendo sua atividade medida pelo método de Soxhlet

descrito em 4.1.3., resultando em 1.920 US/mg de enzima.

5.2. Obtencdo das caseinas: Os resultados eletrofréticos estao

apresentados na Figura 5.

5.2.1. Obtencao da caseina acida: foi obtida pelo método des-
crito em 4.2.1., partindo-se de 1000 ml de leite inte-
gral, nao pasteurizado, obtendo-se no final do processo
cerca de 20 g de caseina acida, ou seja, um rendimento-

de 80%.

5.2.2. Obtencao de a e B-caseinas: foram obtidas pelo método-
descrito em 4.2.2., partindo de 5.000 ml de leite fres-

co integral, nao pasteurizado, dos quais foram obtidos
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1.500 g de caseina acida uUmida, resultando, no final do
do processo, 16,33 g de a-caseina e 3,57 g de B-caseina
fornecendo um rendimento de 32,66% para a a-caseina e

9,52% para a B-caseina.

5.2.3. Obtencdo da K-caseina

5.2.3.1. Por fracionamento com uréia: foi obtida pelo método -
descrito em 4.2.3.1., partindo-se de 2.600 ml de lei-
te fresco e integral, nao pasteurizado, obtendo-se -
70 g de caseina acida Gmida, o que resultou em 2,054-

g apds o processamento, ou seja, um rendimento de 36%.

5.2.3.2. Por filtracdo em gel Sephadex: foi obtida pelo méto-
do descrito em 4.2.3.2., partindo-se de 2 g de casei-
na acida, resultando, apds a filtracao e liofilizagao,
36 mg de K-caseina de alta pureza com um rendimento -
de 11,84%. O comportamento da filtragéo esta apfeseg
tado na figura 6, e os porcentuais de caseina foram -

calculados de acordo com Charles Alais (1).

5.3. Tratamento das fracoes de caseina purificadas com as enzi

mas coagulantes

Foram obtidas 24 fragoes de 50 mg de proteinas liofiliza-
das, de acordo com o método descrito em 4.3. Esse trata-
mento resultou na floculacao da K-caseina tratada com a
renina, enzima da Endothia parasitica e enzima do Mucon
miehed enquanto que com a o e R-caseina, aparentemente, -

nao houve mudangas devido a agao das enzimas mencionadas.
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Diferenciacao das enzimas coagulantes em meio gel de agar

-caseina

Um grama de caseina, apds ser tratado pelo método descri-
to em 4.4., resultou no aparecimento de halos ao redor
dos furos onde haviam sido depositadas as enzimas, como

podemos observar na Figura 7.

Eletroforese em gel de dodecil sulfato de sodio (SDS) /po-

liacrilamida

Foi desenvolvida segundo a metodologia apresentada no i-
tem 4.5., sendo que a K, o e B-caseinas, apOs tratamento
com as enzimas coagulantes e submetidas a eletroforese em
gel de SDS/poliacfilamida, apresentaram os resultados -
mostrados nas Figuras 8, 9 e 10 e seus pesoOs moleculares,
respectivamente, apresentados nas Figuras 11, 12 e 13. Os

pesos moleculares aproximados foram calculados por inter-

polacao na curva padrao construida por Guerra e Park (14)

Estudo da agéo das enzimas coagulantes sobre a k-caseina,

tratada a diversas temperaturas

Essas fragdes de K-caseina foram obtidas pelo método des-
crito em 4.6. e tratadas por eletroforese em SDS/poliacril
amida como descrito em 4.5., obtendo-se o resultado apre-

sentado na Figura 14.

-34-



6. DISCUSSAO

6.1. Obtencao das enzimas

A enzima coagulante do Mucor miehed foi por nds produzida
para esta pesquisa, a partir da mesma linhagem comercial-
mepte vendida para a produgao de queijo. Foi purificada-
por fracionamento com sulfato de amdnia somente até o pri
meiro estdgio. A enzima em questao, nao apresentou nenhu

ma atividade proteolitica.

A renina, extraida do guarto estOmago de bezerros, foi pu
rificada pelo método recomendado por Berridge (4), descri
to em 4.1.1., sendo gue esta também néo_apresentou ativi-

dade proteolitica.

A enzima da Endothia parasitica foi obtida, ja em estado-

purificado, na Indastria Farmacéutica Pfizer.

Conseguimos produzir, no laboratdrio, queijos razoaveis -

com todas as trés enzimas.

6.2. Obtencao das caseinas

6.2.1. Obtencdo da caseina &cida: o porcentual de caseina aci-
da obtido foi bastante satisfatdrio, como podemos obser
var no item 5.2.1. Seéundo Charles Alais (1), o porcen
tual deveria ser de 2,5%, sendo que o rendimento por -

'nds obtido foi de 2,0%, que & considerado bastante bom.

6.2.2. Obtencao da o e B-caseina: Hipp et al (22), partindo -

de 400 g de caseina acida seca, obtiveram um rendimento
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602 em a-caseina e 40% em B-caseina, o que nao foi o
nosso caso, ja gue os porcentuais obtidos foram bastan-
te inferiores, ou seja, 32,66% para a-caseina e 9,52% -
para a B-caseina.

Obtencgao da K-caseina: foi obtida por dois métodos: -
%racionamento com uréia, com um rendimento de 36% e fil
tracdo em gel Sephadex. Esse segundo método de prepara
cao da K-caseina, descrito por Yaguchi et al (56), ofe-
receu meios de isolaf K-caseina pura a partir de casel-
na inteifa em apenas uma etapa. E particularmente dese
javel preparar-se K-caseina pura a partir de pequenas -
quantidades de caseina inteira. Como procedimento de -
purificacdo, a filtragcao em gel Sephadex & preferivel a
cromatografia em DEAE-celulose (19, 20 e 34), ou preci-
pitacdo por etanol (30, 39 e 61). A separagao de K-ca-
seina a partir de outros materiais caseinosos & mais -
completa com Sephadex G-150 do que com coluna de DEAE--
-celulose e, ainda, com vantagens de a coluna de gel
Sephadex poder ser usada varias vezes sem re-empacota -

mento (56).

A K-caseina obtida pelos dois métodos apresentou resul-

tados eletroforéticos praticamente iguais.

6.3. Tratamento das fracoes de caseina purificadas com as enzi

mas coagulantes

Quando a renina coagula o leite, o substrato especifico -

hidrolisado é a K-caseina (61). ApdSs a agao das enzimas-—
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coagulantes da Endothia parasditica, Mucor miehed e renina,
sobre a caseina e suas fracoOes, observamos que a caseina-
acida e suas fragoes o e B, aparentemente nao sofreram -
alteragoes, enguanto que a K-caseina sofreu hidrolise, ha
vendo.floculagéo bastante intensa quando da incubagao com
as enzimas coagulantes ja citadas mostrando, aparentemen-
te, a mesma caracteristicé. Essa turbidez, previamente -
relatada por Beeby e Lawrence (3 e 26) & devida a capaci-
dade das enzimas de atacar a K-caseina a pH 6,7 pela rup-
tura de uma ligagao peptidica especifica, dando como pro-
duto a para-K-caseina que é insollvel e um macropeptideo-
soliivel. A formagao desses compostos € independente da

presenca de ions calcio.

Diferenciacao das enzimas coagulantes em meio gel de agar

-caseina

O método gel de agar-caseina, de Cheeseman (6) para o en

.saio de reninas, tem sido o melhor caminho para revelar a

maioria dessas reacoes fundamentais. A formagaoc do para-
~caseinato de cdlcio pela agdao da renina sobre a caseina-
do meio, resulta na formagdao de zonas de precipitagao de-
vido a diiusao das moléculas de enzima no gel. Segundo -
Ganguli e Bhalero (13), parece que tanto a natureza da
enzima como o tipo de caseina, tem influéncia na formagao
das zonas de precipitacao. A aparéncia das zonas de pre-
cipitacao em gel de agar-caseina com enzima vegetal e en-
zima microbiana, revela a diferenca basica nos seus modos
de. agao quando comparadas com renina animal.
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Em nosso experimento, a renina, enzima do Mucorn miehed e
da Endothia parasitica, apresentou zonas de difusao bas-
tante diferentes, como podemos observar na Figura 7, mos-—

trando que suas caracteristicas fisicas sao diferentes.

Eletroforese em gel de SDS/poliacrilamida

Davis (28) e Ornstein (405, demonstraram que o fracionamen
to das proteina nativas sobre gel de poliacrilamida nao
depende somente da carga, mas também do peso molecular -~
das mesmas. Weber e Osborn (55) utilizaram a ligagao de
jons SDS e mercaptoetanol & proteina, como principio para
fracionamento das proteinas em forma linear em eletrofore

se sobre gel de poliacrilamida.

Assume-se, portanto, que as cargas de cada proteina sao -
totalmente mudadas por ligagoes de anions SDS, resultando

em moléculas carregacd=c negativamente.

6.5.1. Na figura 8, mostramos a eletroforese em gel de SDS/po-

liacrilamida da K-caseina incubada com renina (tubo 1),
com enzima do Mucor miehed (tubo 2) e Endothia parasitica
(tubo 3), que, cdmparadas com o controle (tubo 4) mos-
traram gue as bandas de proteinas de peso molecular en-
tre 27.000 e 30.000 foram hidrolisadas pelas enzimas -
coagulantes em questao, resultando em bandas de protei-
na de peso molecular mais baixo, ou seja, entre 8.000
e 14.000. A figura 11 apresenta os pesos moleculares -

das bandas da K-caseina ap0s a eletroforese.

-38~



6.5.2. A Figura 9 mostra a eletroforese em gel de SDS/poliacril
amida da o~caseina incubada cém renina (tubo 1), enzima
do Mucor miehed (tubo 2) e Endothia parasitica (tubo 3).
Quando comparados com o controle (tubo 4), verificou
-se que as enzimas hidrolisaram as bandas de proteina -
de peso molecular 34.000, resultando em bandas de pesoO
molecular 29.000. Além disso, a enzima da Endothia pa-
nasitica hidrolisou as bandas de proteinas de peso mole
cular 8.000, 16.000 e 26.000. Por outro lado, houve um
aumento nas bandas de peso molecular 14.000 e 22.000. A
Figura lé mostra os pesos moleculares das bandas de a -

-caseina apbs eletroforese.

6.5.3. A B-caseina praticamente nao sofreu acgao das enzimas co
agulantes, como mostra a Figura 10. Comparando-se com
o controle (tubo 4), observamos que a renina teve uma
agéo muito fugaz (tubo 1), sendo mais acentuada pela en
zima do Mucox miehed(tubo 2) e Endothia.panaéitéca (tu-
bo 3) nas baﬁdas de proteina de peso molecular entre -
30.000 e 34.000, resultando em bandas de peso molecular
entre 8.000 e 14.000. Provavelmetne, esta B-caseina -
continha pequena quantidade de K-caseina, o que pode -
ter provocado o aumento da banda de peso molecular 8.000.
A Figura 13 mostra os pesos moleculares das bandas de 8

. -
-caselina apos a eletroforese.

6.6. Estudo da agéo das enzimas coagulantes sobre a K-caseina,

tratada a diversas temperaturas

Podemos observar pela Figura 14, que a K-caseina ndo tra-
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tada pelo calor (tubo 1) e a tratada a temperatura de 40°¢
(tubo 2), foram atacadas pela enzima coagulante do Mucon
miehed enquanto que a K-caseina tratada a temperatura de
50 e 60°C (tubos 3 e 4 respectivamente), nao foi atacada -
significativamente pela enzima, como podemos Observar nas
bandas de proteina de peso molecular 30.000,‘significando—
que, provalmente, apds o aquecimento, a referida caseina -
tenha sofrido alteragdes, tornando-se insensivel & enzima-

do Mucor miehed.
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1.000 ml de leite fresco nao pasteurizado

centrlfjugacao
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adicao de 500 ml de agua destilada

centrifugacao a 846 x g

congelLamento a -18°C e Liofilizacdo

FIGURA 1 - Fluxograma de obtencao da caseina acida.
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caseina acida umida (1500 g)

1500 g de wieda e agua destilada ate
volume total de 3.750 ml

|
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aquecdmento a Zemperatura ambiente

-~ . - |
solugao de caseina acida a temperatura ambiente

Jad&g&a de 1.650 m€ de agua destilada
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adicdao de 1500 mé de agua destilada
precipitacao da a-caseina
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!
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FIGURA 2 - Fluxograma de obtencao da a-caseina.
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sobrenadante da primeira centrifugacao da a-caseina
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3,3M com adi¢ao de agua destilada

{
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i

sobrenadante B-caseina precipitada

adigao de agua em excesso para remover
.a weda

B-caseina lavada
congelamento a -189C e Liogilizacdo

R-caseina liofilizada

FIGURA 3 - Fluxograma da obtengao da B-caseina
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caseina acida tmida (750 g)
2000 mf de unela 6,6M, mais 400 ml de

acido sulfanico 7,0N, deixan em repow
50 pon duas horas

mistura de caseinas

l §iltracao

L. filtrado
precipitado
descartado dialise contra agua destilada porn 48 h.
dialisado
adicdo de igual volume de etanol absolu
to, mais acetato de amonia 2,0M em 50%
de etanol
!
precipitado

Lavagem com 200 mL de efanol a 50% con-
tendo 3,0 mt da so0lucac de acetato de
‘}wmnm

precipitado lavado

dissolucao em 30 mé de wiela 6,0 M.
\
precipitado dissolvido

“diakise pon 24 h contra agua destifada
para hemover ureda

|

solugdo de K-caseina de alta pureza
. congenlamento a -18%C e Liogilizagdo

K-caseina liofilizada

FIGURA 4 - Fluxograma de obtencao da K-caseina
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Da esquerda para a direita temos:

Tubo 1 - caseina acida
Tubo 2 - K-caseina
Tubo 3 - B-caseina
Tubo 4 - a-caseina ‘

FIGURA 5 - Eletroforese em gel de SDS/poliacrilamida da casei-

na acida, K-caseina, B-caseina e a-caseina.
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FIGURA 6 - Aumento da absorbancia a 280 nm em funcao do au-

mento da concentragao de proteina em cada fracao

eluida.
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G - Acgao da renina gastrica

M - Acao da enzima do Mucon miehed

E - Agao da enzima da Endothia parasitica

FIGURA 7 - Agao das enzimas coagulantes em meio gel de agar-

~caseina.
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- Eletroforese em gel de SDS/poliacrilamida da K-casel

renina

enzima do Mucor miehed
enzima da Endothia parasitica

enzima inativada (controle)

1

na incubada com as enzimas coagulantes.
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Tubo 1 - Tratada com renina

Tubo 2 - Tratada com enzima do Mucor miehed

Tubo 3 - Tratada com enzima da Endothia parasitica
Tubo 4 - Tratada com enzima inativada (controle)

FIGURA 9 - Eletroforese em gel de SDS/poliacrilamida da a-ca-

- . .
seina incubada com as enzimas coagulantes.
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Tubo 1 - Tratada com renina

Tubo 2 - Tratada com enzima do Mucox miehed

Tubo 3 - Tratada com enzima da Endothia parasitica.
Tubo 4 - Tratada com egzima inativada (controle)

FIGURA 10 - Eletroforese em gel de SDS/poliacrilamida da B-ca-

seina incubada com as enzimas coagulantes.
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PESO MOLECULAR

> 31,000

.

112 (3|4
Tubo 1 - Tratada com renina gistrica
Tubo 2 - Tratada com enzima do Mucoi mdiched
Tubo 3 - Tratada com enzima da Endothia parasitica
Tubo 4 - Tratada com enzima inativada (controle)

FIGURA 11 - Pesos moleculares das bandas de proteina da K-casel
na incubada com as enzimas coagulantes e submetida

a eletroforese em gel de SDS/poliacrilamida.
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PESO MOLECULAR

91000

34000

29.000

26,000
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18.000
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14000

12,000

8000

Tubo
Tubo
Tubo
Tubo

oW N

FIGURA

Tratada com

Tratada com

Tratada com

Tratada com

y1lwv1v;r }

renina gastrica
enzimas do Mucor miehed
enzima da Endothia parasitica.

enzima inativada (controle)

12 - Pesos moleculares das bandas de proteinas da oa-ca-

seina incubada com as enzimas coagulantes e subme-

tida a eletroforese em gel de SDS/poliacrilamida.
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PESO MOLECULAR

30,000
28,000

e 34,000
—

25,000

21,000

.

16,000

12,000

112 |3 | 4
Tubo 1 - Tratada com renina gastrica
Tubo 2 - Tratada com enzima do Mucor miehed
Tubo 3 - Tratada com enzima da Endothia parasitica
Tubo 4 - Tratada com enzima inativada (controle)

FIGURA 13 - Pesos moleculares das bandas de proteina da ‘B-ca-
seina incubada com as enzimas coagulantes e subme

tida a eletroforese em gel SDS/poliacrilamida.
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Tubo
Tubo
Tubo
Tubo

W N

FIGURA

K-caseina tratada a temperatura ambiente

- K-caseina tratada a temperatura de 40°¢

K-caseina tratada a temperatura de 50°¢

- K-caseina tratada a temperatura de 60°C
14 - Eletroforese em gel de SDS/poliacrilamida da K-ca-

seina tratada a diversas temperaturas e incubada -

com enzima do Mucon miehed.
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CONCLUSOES

Tanto a renina quanto a enzima do Mucoi miehed sao perfeita-
mente viadveis para a fabricagao de queijos, uma vez que nem

uma nem outra apresentou atividadde proteolitica.

O fracionamento da caseina por uréia separa em alto grau de
pureza as fracoes o, Be Kappa, sendo que a K-caseina também
foi obtida por filtragao em gel Sephadex. Os dois métodos-
apresentaram resultados eletroforéticos praticamente iguais

sendo Que o método do gel Sephadex oferece maiores vantagens.

As enzimas da Endothia parasitica, Mucornmienel e renina, =
. - - . ~ ~
quando incubadas com caseina acida e sua fragoes a e B, nao
apresentaram turvacao do meio, porém, quando incubadas com
a K-caseina, apresentaram turvagao intensa, devido a hidro-
lise da mesma pelas enzimas em questao, resultando a para-kK

-caseina insollvel e um macropetideo solavel.

Através da diferenciagao das enzimas coagulantes do Muconr
mi@hai,Endothia parasitica e renina em meio gel de agar-ca-
seina, concluimos que a difusao das moléculas das enzimas &
diferente. ‘

As trés enzimas hidrolisaram as bandas de proteina da k-ca-
seina de peso molecular entre 17.000 e 30.000 em bandas de
proteina de peso molecular 8.000 e 14.000. No caso da a-ca

seina, foram hidrolisadas por todas as enzimas as bandas de

proteina de peso molecular 34.000 em bandas de peso molecu-
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lar 29.000. Além disso, a enzima da Endothia parasitica hi

drolisou também as bandas de proteina de peso molecular en-—

tre 34.000 e 91.000 além das de peso molecular 22.000 e
16.000. Quanto a B-caseina, nao foi hidrolisada por nenhu-
mas das enzimas, havendo um pequeno aumento das bandas de

proteina de peso molecular 8.000 e 14.000, devido a presen-

¢a de K-caseina.

Comparando-se a K-caseina submetida ao aguecimento com a -
que nao foi aquecida, ambas submetidas & agao da enzima coa
gulante, notamos que a primeira praticamente nao sofreu hi-

drdlise, podendo-se concluir que a mesma foi desnaturada.
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CONTRIBUICAO AC FSTUND DA ACKO AT VHZIMAS COAGULANTLS DORPR
A CASEINA ACIDA F SUAS FRACOES «, 8 T K,

(1.

(3).

(4,

refere—-so o rororina {

A enzin ronine deste traba

Rennet e¢rnevine) 4o quarto octomaro de rundinantos Sovens.

Pagina - iii - linha 1 tewm-se: coagulating cnzyme
leia-se: milk cocapulating
enzymne .
Pagina 19, item 3.1 letra c tem—-se: Mucor miehei e reni-
na que foram obtidas em laboratorio.
lela-se: Enzlima coagulante
do Mucor miehei e rennina (Rennet enzyme) foram obtidas

em nosso laboratorio.

-

Pagina 23, a unidade Soxhlet da formula e definida como
a atividade da enzima que coagula 1.0ml de substrato (

leite) em 40 minutos, para as condigoes descritas.



