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RESUMO

Dezesseis coalhos comerciais, obtidos nas regides cen-—
tro sul e sul do Brasil, foram estudados, obietivando caracte-
rizar o3 mesmos em termos das enzimas coagulantes neles conti-

das.

Perfis de amincacidos livres nos soros resultantes da
acao das diferentes enzimas (renina, pepsina bovina, pepsina
porcina e dos fungos Endothia paresilica, Mucon miehel e Mucoa
pusillus) em leite .. desnatado ~ mostraram diferengas quanti-
tgativas entre os mesmos. Nao houve, porem, relagac clara entre
as atividades protecliticas das enzimas e o nivel de aminoaci~
dos liberados. Todavia, foi observado qgue a enzima da Endothia
parasilica liberou sels vezes mais fenilalanina gue o encontra-
‘do no soro apds precipitagéo acida, enguanto que a enzima do
Mueon pusiflus promoveu a liberacic de quantidade consideravel

de carnosina.

A aplicacio do meétodo de difusdo de enzimas coagulan-
tes em gel de acvar-caseina, capaz de distinguir entre si 0S
seis tipos de enzimas, revelou gue a maioria dos coalhos amos-
trados possul atividade de pepsina bovina. O unico coalho rotu-
lado como sendo de vitelo apresentou a difusac caracteristica
da renina.

As fracdes dos coalhos comercials com atividade CO&-
gulante, obtidas por filtragdo em gel Sephadex G-100, foram
submetidas a eletroforese em gel normal de poliacrilamida e as

bandas resultantes comparadas com as dos padroes. Todas as fra~

xi



¢oes apresentaram uma banda principal, cuja mobilidade e aspec-
to coincidiram com as da pepsina bovina, menos uma, gue exibiu
duas bandas, uma intensa, comparada a da renina, e outra ténue,

com mobilidade semelhante a da pepsina bovina.

Partindo das enzimas coagulantes cromatograficamente
homogéneas, estudou-se a influéncia da cpncentragéo do ion cal-
cio na velocidade de coagulacdo. A concentracao de calcio que
forneceu a velocidade maxima de coagulacio foi 58 e 68 mM para
as duas pepsinas e para as outras enzimas, respectivamente, a

pH 5,0 e 35°¢.

Eastudou-se também o comportamento das enzimas frente
ao cloro ativo. As éxperiéncias mostraram gue todas scfreranm
inativagdo guando a concentracac atingiu 100 ppm. Mo caso da
renina, o efeitc fol notavel, sende esta enzima completamente

inativada com apenas 1C ppm de cloro ativo.
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SUMMARY

Sixteen oommercial rennets sampled in Brazil's middle
southern and southern regions were characterized in terms of

their constituting enzymes.

Free amino acid profiles of the wheys resulting from
the action of the enzymes rennin, bovine pepsin, porcirne pepsin,
and these of the fungi Endothia parasitica, Mucor miehed and
Mucor pusiflfus on defatted milk revealed that  guantitative
differences associated with the type of enzyme used are likely
to occur. No clear relationship was found, however,between the
proteolytic activity of each enzyme and the level of free amino
acids released. On the cther hand, it was observed that the
Endothia parasiiica's enzyme liberated six times more phenyla-
lanine and that of Mucoxr pusiffus enzyme liberated considerately

more carposine than found in the acid-produced whey.

Testing all the enzyme standards and the rennet samples
by the method of difusion in agar—-casein gel it was possible to
distinguish among the sixdifferent enzymes and to ascertain
that all but one of the rennets were of the bovine pepsin type.
The only exception, a remnet labeled as being from caif origin,

showed, upon analysis, the typical pattern of rennin.

The rennets were fractionated in Sephadex G-100 columns
and the fractions with coagulating activity were compared by
normal polyacrylamide-gel electrophoresis (PAGE) with the
standard enzymes. Such fractions showed one main band which
coincided with that of bovine pepsin for all the rennets,except

for one which had the same mobility o©of vrennin: the rennet of

xiii



calf origin. This latter rennet exhibited a PAGE pattern which

also sugogested the presence of minor amounts of bovine pepsin,

Influence of the calcium ion concentration on the
rate of coagulation was studied on the chromatographically ho-
mogeneous coagulating enzymes. Optimal rates were cobtained at
58 and 68 mM of Ca'' for the the two pepsins and the other

enzymes , respectively, at pH 5,0 and 35°¢.

The effect of active chlorine on the enzyme activity
was also studied. The results showed that all enzymes underwent
inactivation when the active chlorine concentration reached
100 ppm. Rennin was particulary sensitive an enzyme to this type

of treatment since it was completely inactivated with 10 ppm of

chliorine.
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1. INTRODUCEO

A produgac industrial, bem como a manufatura de queljos
em peguena escala, fol baseada, durante muitos anos, principal-
mente no uso de ceoalho de origem animal, sendo o coalho de vi-
telo ¢ gue melhor convinha para essa finalidade. Diminui¢les
temp@rérias de coalho de vitelo tem havido em varios paises,
mas uma diminuicio crdnica tem ocorxrido nos ultimos tempos. Os
fatores que maigs CONCOrreram para essa diminuic¢do foram o au—
mente da procura de carne bqvina que, por sua vez, tem causado
reducio no rebanho de bezerros alimentados para a producdo de
carne de vitelo e estdmagos, naior produgac de leite por vaca,
através do prolongamento do perfodc de lactagio, gue tem  cau-

sado relativo declinio no nimero de bezerros.

A diminuicdc do suprimento, flutuacao dos precos além
dos niveis normais e a variacao da gualidade dos coalhos origi-
narios de estdmagos de vitelo, fizeram com gque ©S produtqres,
a fim de assegurarem a quantidade necessaria de matéria prima,
utilizassem-estémagos de bovinos adultos. Disso resultou gque a
composicio enzimatica do coalho comum foi sendo gradualmente
alterada, ou seja, ¢ teor de renina reduzido e o de pepsina au-
mentado correspondentenente. Alem disso, sucitou esforcos para
se descobrir substitutos alternativos e, assim, ao lado dos wa-
gulantes de origem animal, surgliram aqueles provenientes de mi-~
crorcganismos capazes de produzir enzimas cOm propriedades coa-
gulantes analogas. Por conseguinte, disso tudo resulta um gua-
dro orde ha varias possibilidades para a composigdo de um  coa-

iho.

Como se sabe, a mals dbvia funcdo do ccalho & a conver-



sao do leite liquido em um gel. Todavia, certa proporgdo de
coalho e normalmente incorporada a4 coalhada, e guase sempre,
resiste desde 0 processamento até o final da cura. Esse coalho
residual contribui para a protedlise no gqueijo durante a matu-

Yacgan.

25 enzimag variam na sua atividade e especificidade, no
caminho e no tipo de protedlise. Assim, © desenvolvimento da
textura, odor e sabor dos gueijos, 830 em grande parte depen—

dentes do coalho utilizado.

0 conhecimento da composigao enzimatica dos coalhos co~
mercials brasileiros ganhou importancia a partir de 1976, guan-
do iniciou-se a prcdugéo de queijos nobres, devido - principal-
mente a proibicdo da entrada de queijos estrangeiros no pais,
pelo Ministério da Pazenda, porx considera~los produtos BUpe r—

fluos. Portanto, resolvemcs fazer este estudo, gue visa princi-

palmente o conhecimento da composicaco enzimatica dos coalhos
comerciais brasileiros, 3j& gue pouco se corhece a respeito, e
tambam determinar ovutros parametros, dentre eles a gualidade

& atividade.



2., REVISEO BIBLIOGRAFICA

2.1, Metodos de igolamento e identificacdo de enzimas coagulan-

tes em coalhos

2.1.1. Identificacio de coalhos pelo métode de difusdo em  gel

de agar-caseina

Uma modificagéo do método da difusio em gel de agar—ca-
seina de Cheeseman {18} foi usado por Ganguli e Bhalezao (28)
para distinguir os coalhos de origem animal dos de origem mi-~
crobiana. O metodo & baseado no aparecimento de duas ou mais
zonas de precipitacéo e rapida mobilidade ne caso do coalho de
vitelo, ac passo gue no caso dos coéihos microblanos aparecen

duas zonas de precipitaca@c densa e peguena mobilidade,

Koning e colaboradores (48) e Retter e Shilt (94) testa-
ram esse metodo com diferentes tipos de coalho e confirmaram as
observacies de Ganguli e Bhalerac. Ficou demonstrado porém gue
o método ndo & viavel para misturas de coalho de vitelo e mi-~

crobiano.

Atualmente, o uso de coalhos isolados de estOmagos de
bovinos adultos esta aumentando. Resultados variados tem gido
mencionados por Martens (55) com respeito a aplicag@o do método
da difusdc em gel de agar-caseina a solugoes de coalhos comer-
clais.

Foi também observado por Koning (45) dgue uma segunda ban-
da de precipitagdo perto do centro, aparecia para muitos coa-
lhos isolados desses estdmagos velhos. Todavia, ele demonstrou
que essa zona de precipitagdo ao reder do centro nao € causada

pela pepsina, e sua verdadeira origem nado & conhecida ateé o pre-



sente momento.

Lawrence e Sanderson {(50), que usaram o método da difu-
s30 em gel de agar—-caseina para estimar quantitativamente o]
coalhos, mostraram que O numero de zonas brancas de precipltacao
dependiam da temperatura, da concentracdo de calcio e pH do
meio. A partir dessas observacdes concluiram que o método ndo &
universalmente aplicével para se fazer a diferenciacao entre os
coalhos de origem animal dos de origem microbiana. No entanto,
parece que essa opinifo & até certo ponto guestionavel. Se o0s
experimentos sao feitos usando-se amostras controle de coalho
de vitelo e em condicgdes controladas, © nimero e a distancia
das zonas de precipitagdc a partir do centyo darac um claro pa-
dr3o, a partir do qual a diferenciagado entre coalho de  vitelo

e microbiano, ndo misturados, se torna muito facil.

Recentemente Richardson (81l) investigou novamente 0 uUsSo
do método de difusdo em gel de agar-caseina a pH 6,85. Em 24
horas, o coalho de vitelo produziu zonas de precipitago priméae

ria e secunddria, separadas por uma zona ampla e clara.

Coagulantes isolados da Endothia parasditica e do HMucox
pusiflus Lindt produziram zonas uUnicas de intensidade variavel
proximo ao centro da placa de gel. Houve indicacac de que menos
de 1% de gualguer coalho microbiano em mistura com renina, ou
mistura de renina pepsina a 50% poderao ser detectados a partir
da forma da zona secundaria. O aparecimento de uma pequena zona
primaria de difmetro reduzido no caso da pepsina porcina  fol
parcialmente explicada pelo alto pH do meic {84 e 96) gue ina-

tiva o enzima.

Esta inativagdo foi usada por Richardson e Chaudhari

(83) no seu método para detecgdo de coalho de bovine adulto em



migstura com coalho de vitelo. Esses autores mostraram gue guan-
do © teste da difusdoc em gel de adgar—caseina e aplicado a pH
9,0 ao invés de pH 6,85, nao aparecem zonas de precipitacac no
caso da renina e pepsina porcina. A presenca de pepsina bovina
em mistura com renina poderd ser detectada a uma concent ragao
inferior a 1%, pelo aparecimento de uma zona clara. BEsta ZOona
glara tem origem na presenga de uma protease no coalho de hovie-
no adulto gue ainda & ativa a pH 9,0. Esse método tornou possi-
vel fazer-se a diferenciacao entre éoalhos de estdémagos de vi-
telo dagueles de estdmagos de bovinos adultos. Todavia, €  bom
lembrar gue a atividade proteolitica a pH 9,0, dos coalhos ob-
tidog de bovinos adultos ndo depende propriamente da  pepsina,
mas da presenca de uma protease de caracteristicas diferentes

daguela da pepsina porcina e renina.

A conclusdo a gque se pode chegar € gue o método de difu-
si0 em gel de Agar-caseina a pH 9,0 & viavel apenas para a es=-

timacfo gualitativa da pepsina bovina em coalho de vitelo.

2.1.2. Separacio dos ccalhos pelo metodo de difusac em gel de

agar—amido

Koning e colaboradores (48) desenvolveram uwn método de
separacao de coalhos em dois grupos, levando em conta a presen-
ca de amilase como acompanhante dos mesmos. Usando-se © nétodo
da difusdo em gel de agar-amido, podencs demonstrar a presenga
ou ausencia de amilase nos coalhos, dividindo-os em amilase po-
sitiva e amilase negativa. Coalhos substitutos isolados do Mu-
con miched, Mucoxr pusiflfus Lindt, Bacilflfus sublilis e Bacillus
cereus demostraram ser amilase positiva, enguanto gque o <oalho

de vitelo, pepsina porcina, e coalho isolado da Endotala para-



- " . >
s1fica deram amilase negativa.

Misturas de coalho de vitelo com preparacSes de coalhos
com amilase positiva podem ser identificadas combinando~se a
eletroforese em papel a pH 6,8 e localizando-se a atividade a-
milasica depois da eletroforese, mergulhando-se as tiras de
papel numa solucao de amido. Quando em mistura com coalhos de
amilase negativa, sao diferenciados determinando-se a estabili-
dade ao armazenémento a pH 6,90, Identificacao adicional pode

ser obtida por eletroforese em papel a pH 6,8,

2.1.3. Identificaclc de enzimas coagulantes por eletroforese

A separacdo da pepsina porcina em mistura com coalho de
vitelo por microeletroforese fol descrita por Simonart e Kwang
{93). Esses autores mostraram gue os melhores resultados foram

obtidos com eletroforese a pH 6,3.

Resultados analogos foram obtidos em mistura de pepsina
poreina e coalho de vitele, pela aplicacdo de eletroforese 1i-+
vre ¢ em papel a pH 6,8. Somando-se a isso, uma boa separagdo en
tre renina e pepsina foi obtida pelo uso de eletroforese em gel
de amido a pH 2,0. A ésse pH, e possivel ainda detectar a ati-
vidade das bandas separadas cobrindo-se 0 gel com uma fina ca-
mada de Agar—caseina. Além disso, essa teécnica permite a sepa-
raclo satisfatéria entre renina, pepsina porcina e pepsina bo-

vina (48}.

A técnica da eletroforese fol também usada pox Alais e
Novak {3) na identificacBo de coalho isolado da Endoihia para-
sitica, comparando-a com coalho de vitelo. Nas investigagdes

foram usados acetato de celulose, papel Whatman n? 1, gel de



agar e gel de poliacrilamida, sendo gque a melhor separacao -
correu en acetatc de celulose a pH 8,6. Uma das desvantagens des
se alto pH & gue a amostra de coalho em estudo perde a ativida-
de. A aplicagao da eletroforese em gel de amido foi mencionada
também por Ritter e Schilt (84). Ainda que uma boa separagio
tenha sido obtida no estudo com guimosina, renina e pepsina, a
clara identificacio das bandas ofereceu alguns problemas devi-

dos a atividade ndo poder ser propriamente testada.

Também Edwards e Kosikowski {(24) comprovaram a utilidade
da eletroforese em gel de poliacrilamida guando a usaram para
determinar o tipo de coagulante utilizado na fabricacéo de

queijo. Comprovaram também que o método & potencialmente uti-

lizavel para identificar substitutos da renina.

A eletroforese em gel de amido e poliacrilamida fol em-
pregada num grande numerc de investigac¢les com a finalidade de
estudar a acaéo proteolitica de enzimas coagulantes na pasta de
queijo, na caseina e suas fragdes o, 8 e K (27 e 61). O resul-
tado das investigagdes mostrou gue as bandas eletroforeticas dos
produtos resultantes da proteblise diferiam muite entre as di-
versas enzimas estudadas, tendo essas investigacgdes, levado a0
conhecimento de mals infommagles concernentes & especificidade

proteclitica das enzimas durante a cura do queijo.

Im estudos feitos para testar a homogeneidade de Zimo -
génios gastricos bovinos purificados, Antonini e Dumas (8) tam-

bém usaram a eletroforese em gel de amido e gelose.

shovers e Fossum (20) desenvolveram um sistema de ele-
troforese em gel de poliacrilamida para separar misturas de
coagulantes comerciais de leite, onde as bandas das amostras

eram tornadas visiveis cobrindo-se o gel com uma fina camada de



lelte. Bs areas do gel onde existia atividade coagulante apre-
sentavam zonas de lelite coagulado que eram facilmente observa-
vels. O sistema € bastante sensivel para separar até 5% de coa-

gulante em migtura com cutros coagulantes de leite.

Antonini e Cisneros(7) tambem separaram renina e pepsina
I1 em mistura no suco gastrico e em coalho comercial por ele-
troforese em gel de agar. Apds eluigado, a atividade das 50 1w
coes enzimiticas foi medida pelo tempo de coagulagdo em solugdo
de k-caselna,e os resultados ezpressos pela propor¢de R da re-—
nina para a pepsina. A precigdo de R fol de 5%. A veproducibi-

lidade determinada com solucdo de pepsina foi de 3%.

rerufo e colaboradores (76) usaram a tecnica da eletyo-
forese em S3DS~PAGE para identificar enzimas coagulantes de lei-~
te de oxrigem animal e microbkiana puras ou em mistura. As protei
nases -termolabeis do Mucon miehed e do Mucon pusiflus exibiram
apenas duas bandas. A banda com menor mobilidade e mais proemi-
nente foi claramente distinguida em padrdes obtidos de misturas
com 0,5% (em base protéica) de proteinase do Mucor michel =
99,5% de enzimas coagulantes de origem animal. Segqundo os auto-
res, essa técnicva pode ser usada como procedinmento rotineiro
para se conhecer a composicdo enzimatica de coagulantes comexr-
clais.

Panari e Fossa (73) separaram a pepsina bovina presente
no produto comercial mediante © uso da eletroforese em gel de
agar, usando tampao citrato pH 5,6. Obtiveram duas fragdes, uma
contendo renina e pepsina I, gque possuem mobilidade pegquena, e
outra contendo pepsina II gue € o componente maior da pepsina.
Fsse metodo consiste de dois processos fundamentals: extragao

das fracSes do Agar, utilizando-se uma solugao de sorocalbumina,



e determinacdo instrumental da atividade coagulante dos extra-
tos filtrados. O meétodo requer certo trabalho manual, porém se
presta bem para analises de rotina e sua reproducibilidade é

satisfatoria.

Uma outra téconica, a focalizagio isoelétrica, utilizando
gradiente de tampao Ampheoline em pH 3,0 a 10,0 foi usada por
¥oning e colaboradores (47), para identificar renina, pepsina
bovina ¢ porcina e proteases microbianas iscladas do Mucoa pu-
a4 PRus Tindt, Mucor miehel e Endothia parasiiica. Segundo o au-
tor, as pepsinas bovina e porcina, com pH isoeletrico abaixo de
1,0 foram caracterizadas pela presenga de bandas pequenas; en-
guanto gue as outras enzimas foram identificadas pela determi-
nagao dos pHs caracteﬁisticos em gradiente dé pH 3,0 a 7,0, u-
sando-se beta-lactoglobulina AB e Ovalbumina Al e Az como pa-
drdes internos.

Molinari (63) também vem usando satisfatoriamente a téc-
nica da focalizagdo iscelétricahi varios anos. Ele acha gque o
método & simples embora aparentemente ndo ¢ seja, e o unico ca-
paz de separar, reconhecer e possivelmente guantificar, numa
Gnica anidlise gualquer coagulante incdgnito, seja ele um produ-

to purc ou mistura de varios produtos.

2.1.4. Separacio e diferenciacgao de enzimas coagulantes POL

cromatografia em papel e coluna

Com a finalidade de separar pepsina porcina em mistura
com renina Simonart e Kwang {93} fizeram uso da cromatografliaem
papel. Segundo eles, os melhores resultados foram obtidos a pH

4& 1'



O'Leary e Fox (71) empregaram o métode da cromatografia
em DEAE-celulose em tampao de piperazina 0,02 Me pH 5,3, para
fracionar coalhos comerciais contendo wma ou varias enzimas eam
dois grupos: Mo primelro grupo {pico A) ficaram a renina, Mucox
pusillus e Hucon miehel, eluidas a 0,2 M de cloreto de sddic e

no segundo grupo {pice B) pepsina hovina e pepsina porcina e

luidas a 0,4 M de cloreto de sddio.

Tambem Gérnot e colaboradores {30) usaram a cromatogra—
fia em DEAE-celulose para analisar quantitativamente a renina e
pepsina em extrato de estdmagos de pré-ruminantes, com a fina-
lidade de determinar a influéncia das proteinas da dieta no con-

teldo das enzimas citadas.

Coalhoz obtidos de estdmagos fistulados de bois e biafa-
log, além de coalho comercial da Hansen, foram analisados Por
Angelo (5), utilizando cromatografia em DEAE-celulose e croma-
tografia em gel de poliacrilamida. O coalhe da Hansen foi fra-
cionado em 10 componentes e ¢ dos estdmagos fistulados de bois
e bifalog em 9, usando tampdc fosfato pH 7,0 e gradiente linear
de cloreto de sodio.

Islan e colaboradores (41} isolaram e purificaram uma
protease obtida do Bacillus cereus, fazendo uso da cromatogra-
fia em coluna de DEAE-celulose e DEAE-~Sephadex como parte da

metodologia utilizada.

Utilizando como parte do procedimento a cromatografiia em
coluna de Sepharose 4B-poly-L-lisina, Patrick e colaboradores
{74) conseguiram isolar e caracterizar a pepsina de origem ca-~

prina a partir de homogenados aquosos de estomago.

Com a finalidade de separar e guantificar a renina e
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pepsina Il a partir de misturas, CGarnot e colaboradores {29)
descreveram um método utilizando cromatografia em coluna de
DEAE-celulose equilibrada em tampao de piperazina a pH 5,3, A
eluicio das enzimas ocorreu em gradiente linear de cloreto de
s6dio, sendo que a renina foi eluida na primeira fragdo e a pep-
sina IT na segunda. Esse método foi usado para determinarx a
composicdo enzimatica de varios coalhos comerciais e sucos gas-—

tricos coletados de estdmagos fistulades de animais.

0 método de Garnot (29) usado para a determinac¢do dacom-
posicio enzimatica dos coalhos, foi modificado porx Coxrradinid
(20} no gque se refere as condicdes de eluigdo, gue ndc mais &
feita em gradiente de concentragdo, mas sim utilizando-se duas
atiguotas de 100 mL de cloreto de sdédio 6,25 e 0,5 M, respecti-
vamente. Esse metodo foi adotado come rotineiro pele autor, por
ter sido constatado gue com ele se obtinham resultados compara-
velis Agueles obtidos com o método de Northrop e colaboradores,

gue era usado antericrmente.

Utilizando cromatografia em coluna de gel Sephadex G-75
e tambem de Carboxibenzomi-D-fenilalanil-trietileno-tetramina -
Sepharose-4B, Richardson (80) conseguiu purificar a protease ex-

tracelular produzida pela Pseudomonas fluovirescens.

Laxer {51), usou principalmente a cromatografia em colu-
na de DEAE-celulose para purificar uma enzima termofilica gue

ororre no meio de cultura de Actinomdicefos.

2.1.5. Diferenciacdo dos coalhos poy filtracao em gel

Fracionamento de preparagbes enzimaticas por filtragao

em gel foi aplicado por Ritter e Schilt (84). O diagrama de e~
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luicao dos coalhos de origem animal mostrou consideravel simd-
laridade, No entante, 0s coalhos de origem microbiana mostraram
seu préprio diagrama caracteristico. Tendo em conta esses re—
sultados & possivel concluir que a técnica da filtragdo em gel
& apenas parcialmente conveniente para a diferenciacdo entre

coalhos de origem animal e microbianos.

A filtracdo em gel Sephadex G-100 fol utilizada por
Backri e Ashworth (11} para purificar guimosina a partirx de
coalhos comercials. Da filtragéo resultaran guatro pices de ab-
sorcac na faixa de 278 nm. Os picos 1 e 2 foram os que apresen-—
taram componentes com maior absorgéo nesse cumprimentc de onda,

enguanto gue a coagulacio do leite se restringiuv ao pico 2, co-

mo rais uwma evidéncia de componente ativo.

Cinco amostras de coalhos comercials, coalho preparado
no laboratério e coalho da ﬁansen 50/50, todes 1liquidos, foram
fracionados em gel Sephadex G-100 por Naguib e colaboradores
{68). O coalho da Hansen 50/50 forneceu trés picos com ativida-
de coagulante, e o preparado no laboratdric deu guatro picos,
eryjuanto gque as amostras comerciais de coalho resultaram num
nimero de picos que variava de trés a seis. Em todos os casos,
os picos com atividade coagulante eram precedidos por um ou dois

picos de alto peso molecular sem atividade proteolitica.

Patrick e colaboradores (74) tambem usaram a filtracac
em gel Sephadex G-100 como parte da metodologia utilizada pox
eles para isolar e caracterizar a pepsina de origem caprina, a

partir de homogenados de estdmagos.
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2.1.6. Identificacgac imunoldogica das enzimas do coalho

A aplicacac de técnicas imunologicas € outro caminho pa-
ra a identificacdo dos substitutos do coalho de vitelo. Mo tra-
balho de Iwasaki e colaboradores (42) a presenca de coalho iso-
lado do Mucor pusiflfus Lindt foi especificamente demostrada
por essa técnica. Renina, pepsina e proteases Acidas do  Aspea-
gillus ohyzae e filtrados de cultura de algumas cepas de Mucon
e Rhizopus ndo reagiram com o antissoro, demonstrandc assim a

especificidade do método.

Trabalho similar fol feito por Ellicot e Emmons (25), ob-
tendo sucesso em preparar antissoro contra renina e coalhos
substitutos isolados do Mucos pusillus Lindt e Endoihia parasi-
fica. Observaram também que a pepsina porcina & um antligeno fra-
co. Essa téonica @ de tal especificidade que além de identifi-
car os diferentes tipos de enzimas no coalho, identifica-as tan-~

bém. nos queijos com elas produzidos.

Rothe e colaboradores (86) produziram anticorpos O DO -
especificos contra a renina e pepsina bovina A em coalhos ¢ u-
saram-nos para medir guantitativamente essas enzimas por imuno-
eletroforese ascendente. A pepsina bhovina A foi identificada e
medida guantitativamente em imunceletroforese cruzada, us ando
uma preparacdo de anticorpos poliespecificos. O contefdo de
pepsina bovina A e renina foram também determinados por outros
nétodos e og resultados obtidos estavam em boa concordancia. A
vantagem dos métodos imunoldgicos & a identificagdo e gquantifi-
cagﬁo direta e gimultinea das enzimas, Os mesmos autores (87)u-~
saram ainda o método de imurveletroforese ascendente para iden-
tificar e quantificar quimosina e pepsina A e B em 40 amostras

de coalhos comerciais, usando anticorpos moncespeclficos contra
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as tres enzimas citadas.

Continuando os estudos, Resmini e colaboradores (79)con-
cluiram que em se usando antissoros especificos, as técnicas
imunoldgicas da dupla imunodifusdo e imunodifusdo radial permi-
tem resclver gquase todos c¢s problemas relativos ao contiole da
atividade dos coagulantes de leite. Comparando-a com outras téc-—
nicas, a imunodifus8o apresenta muitas vantagens como a absolu-
ta especifici&a&e, elevada sensibilidade e aculdade guantitati-
va, boa rapidez de resposta e notavel simplicidade de execugao.
Inconveniente maior reside obviemente na disponibilidade comer-

cial dos antissoros.

Harboe (33} e Johnk {43) tambem usaram a imunceletrofo-
rese para analisar.enzimas coagﬁlantes e coalhos comerciais.Pe
los resultados obtidos, acharam-no bastante conveniente, pois
forneceu uma deteccio qualitativa e wma estimacdo quantitativa
percentual da atividade para todas as enzimas presentes na

amostra.

Collin e colaboradores (19) usaram antissoros monoespe-
cificos para identificar enzimas coagulantes eventualmente adi-
clonadas a reniga ou & coalhos bovinos, usando a tecnica da
imunodifusdo dupla. A faixa de sensibilidade expressa em ati-
vidade coagqulante fol de 1%. Segundo eles, esse métode gualita-
tiva.veio complementar o procedimento gquantitativo proposto

recentemente para determinar a guimosina e pepsina bovina A em

coalhos comerciais bHOVINOs.

Una combinacio dos métodos imunogquimicos e de difusao
foi usada por Matheson (58) para determinar especificamente a
presenca de guimosina em queiijos, na presenca de outras enzimas

coagulantes com especificidade similar. A atividede da quimosi-
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na se mostrou constante durante a maturagao dos queijos Camem—
bert e Cheddar; ausente em queiio suico e fracamente detectavel

em queijo mozzarella,

Mals recentemente, Rampilli e Mucchetti (77) testaram a
imunceletroforese em forma de fogquete (RIE) em oito misturas de
enzimas com atividades coagulantes conhecidas. Os resultados
mostraram que a guimosina e as proteases do Mucoh miehedl e pu-
ALERuS apresentéram atividade inferior a real, enquanto que a
pepsina bovina e, especialmente a pepsina porcina mostraram a-

tividade acima da real.

2.1.7. Diferenciacao de coalhos pela sua atividade proteclitica

Durante a acac do coalho na caseina do leite trés dife-
rentes fases podem ser observadas. Uma protedlise limitada da
k-caseina tem lugar na fase primaria da acac do ccalho. Esta &
seguida pela fase secundaria, na qual o leite & gradualmente coa
gulado. Durante o curso da fase terciaria ccorre uma decomposi-
¢d0 inespecifica da caseina. Foi demorstrado também gue muitos
substitutos do coalho de vitelo, de origem microbiana, mostram
un aumento da atividade proteolitica durante a fase terciéxia
do atague dessas enzimas sobre a caseina (84). Essa observacdo
foi usada por Behnke e colaboradoies {13} como un indicador pa-
ra a diferenciacao entre enzimas de origem animal e microbia-~
na, ©O mesmo autor usou também o0 gquociente entre a gtividade
coagulante especifica do coalho a pH 6,5 e a atividade proteo-
litica especifica do mesmo coalho a pH 5,5,come valor caracte-
ristico para a diferencia¢do das preparacOes enzimaticas. O va-
lor desse gquociente variou de 5.800 a 8.200 para © coalho de

vitelo e pepsina e de 5 a 95 para as outras enzimas.
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Ha algum tempo atrds a acdo proteolitica de algumas en-
zimas coagulantes foram comparadas em caseina e no gueijo, por
Mickelsen & Fish (62). Para esse propdosito, enzimas coagulantes
isoladas da Endothia parasitica e doMucor pusiflus Lindt foram
comparadas com a renina e pepsina porcina. As enzimas de origem
fungica mostraram uma atividade proteolitica bem maiox do que
a renina ou pepsina em caseina e éuas fragoes alfa e beta, benm
como em queijo fresco. Nao houve aumento significativo no ni-
trogénio ndoc protéico pela acdo da renina ou pepsina sobre a

alfa e beta-caseina.

Embora a determinacac da atividade proteclitica de um
novo tipo de cealho seja muito importante para avaliar sua oa
gualidade na produgdo de queijo, esse metodo & de pouce  valor
para a distincic entre coalhos de origem animal e microbioldgi-

Ca.

Para a produg&o de gueiijo, tanto ogs coalhos de origem
microbiana como o3 de origem animal devem ter baixa atividade
proteolitica. ¥sto significa, gque para um bom coalho substituto
o netodo de identificagao baseado na sua atividade proteolitica

devera ser de baixa sensibilidade.

0 hexapeptidic HLe-Ser-Phe(NO,)MNLe-Ala-OMet foi proposta
por Raymond (78) como referéncia para a determinagdo da ativi-
dade proteolitica da renina. Esse peptidio, gue & prontamente
hidrolizado pela enzima, contém uma prova espectroscopica  Phe
(N0}, gque facilita a determinacio rotineira da atividade da

enzima.

Un grande nimero de investigagbes tem sido feitas para
estudar a agao proteolitica de coalhos na pasta do queijo, na

caseina e suas fracles alfa, beta e kapa por meio de eletrofo-
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rese em gel de poliacrilamida e gel de amido. 0Os resultados das
investigagbes mostram gue as bandas eletroforéticas dos produ-
tos da protedlise diferem congideravelmente entre oS coalhos
de varias origens (61, 62 e 95). Embora essas investigagles te-
nham levado principalmente a obter mais informaclSes concernen—
tes a especificidade proteclitica das enzimas durante a cura
do queijo, esse método ndo deixa duvidas em ser de alguma ajuda

na identificacdo de amostras de coalhos desconhecidos.

2.1.8. Determinacao quantitativa de enzimas coagulantes compo-

nentes de coalhos por variagdo do pH e concentraglo de

ureia

Das investigag¢bes de Malpress {54} e de Turner e colabo~
radores (100}, sabe-se gue a taxa de inativagao da renina a
pHs acima de 7,0 & bem menor do gue a da pepsina. Este princi-
pio,foi usado por Shovers e Kornowski (91) num método bastante
acurado e simples gque descreveram para medir a atividade da re-
nina em mistura com pepsina porcina. O método é baseado na ina-
tivagho irreversivel e quantitativa gque a pepsina sofre a pH
7,3, Nessas condicgles suaves de alcalinidade, a renina & apenas
ligeiramente afetada. Renina padrao serve como controle para
corrigir esse efeito. 0 método & muito simples, porgue envolve
apenas ¢ ensalio de coagulagac do leite. Esse procedimento pro-
vou ser Gtil para controlar a composicac percentual de renina
em mistura com pepsina na hora da fabricacdo e durante o arma-

zepanento de coalhos.

Koning e colaboradores {(48) conseguiram estimar a quan-

tidade de enzima de Endofhia parasitica em mistura com  renina
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por incubacdo a pH 2,0 ao invés de pH 6,95. No entanto, para
~a inativagdo da protease da Endofhia parasitfica a pH 2,0, muito
mais tempo fol necessario do gue para a inativagao da pepsina
porcina a pH 6,95. A estabilidade da renina a baixos pHs & su-
ficiente para pemmitir estimativa bastante real do contetido da

protease.

Algumas discrepﬁncias nos resultados obtidos por esse
metodo foram observadas por BEmmons {(26) quando a gquantidade de
pepsina for estimada numa 56 amostra de coalho incukado a dife-
rentes valores de pH. Dependendo do pH usade, diferentes guan-
tidades de pepsina porcina eram encontradas. Provavelmente, a
causa desse fato & gque a renina, como a pepsina.bovina s80 tam-

bem levemente inativadas se o pH for elevado a valores maiores

que 7,0.

Thomagsow (28} obteve bons xesulﬁados, quando investigou
a inativacio da pepsina porcina a pH 6,95, de acordo com © e
todo de Koning e colaboradores (4). Durante essas investigacgOes
ele observou que € muito importante reajustar a solugdo de coa-
lho a pH 5,7 depois da incubagac a pH 6,95, antes de proceder-
se a reagéo de coagulagéo. Se isso for omitido, um aumento na

atividade do coalho de vitelo & cobservada.

Alais {2} estudou a inativacdo da pepsina porcina a  pH
6,95 e 7,3 e, concluiu que a inativacao a pH 7,3 de acordo com
Shovers e Rormowski e realmente a preferida. Todavia, tendo
an mente as observagﬁes referidas anteriormente que em valores
de pH maiores que 7,0 parte da pepsina hovina e ou renina se
presente pode ser inativada, & questionavel se o pH 7,3 & re--

almente o mals aconselhavel.

Uma modificagdo do método de Anson e Mirsky {6) para a

18



determinagio de pepsina fol desenvolvida por Linklater (53],
orde fez usc da hidrdlise da hemoglobina a pH 1,8. Usando essa
técnica, Emmons (26) comunicou gque achou quantidades de pepsina
porcina acima de 14% em coalhos comerciais. Como a tecnica de
Iinklater foli desenvolvida para determinar quantidades de pep-
sina porcina em mistura com renina, Emmons previne que os valo-
res observados devem ser considerados com extremo cuidado, se

referidos a nisturas de coalhos contendo pepsina bovina,

Como mais e malis estOmagos de animais adultos sdo usados
para a obtengéolde coalhe, a gquantidade de pepsina bovina no
coalho de vitelo tende a aumentar. HA algum tempo atras, Doutl-
lard (23) publicou um método pelo qual a guantidade de pepsina
bovina pode ser determinada, tendo como base a extensao da sua
inativacao na presenga de ureéia. A esse respeito, deve t ambém
ser mencionado o trabalho de Cheeseman (27) gue estudou & ina~
tivacdo da renina e pepsina a pH 5,4 em concentracao 4,6 e .6,0
1 de uréia. A esse pH, & renina & totalmente inativada na pre-
senca de ureia em aproximadamente uma hora. Apenas um pequansc
decréscimo na atividade fol observadé no caso da pepsina, tanto

na presenca de concentracéo 4,6 ou 6,0 11 de ureia.

Mulvihill e Fox (66) em estudo que fizeram, também con-
clufram gue pepsina bovina e pepsina porcina sao bastante esta-
veis em solugde 5,0 M de ureéia e pH entre 2,0 e 2,5 e 20°¢ de
temperatura. J&, a quimosina e as proteases do Mucor mlehed e
Mucorn pusilflfus Lindt foram rapidamente desnaturadas nessas con-
dicdes. Essas diferengas foram usadas pelﬁs pesguisadores como
base para um ensaio guantitativo das enzimas individuals em coa

lhos.

Shovers e colaboradores {93}, descreveram um procedimen-
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to para medir a atividade coagulante da renina, pepsina bovina
ou enzima coégulante de orxicem microbiana em mistura com pepsi-
na porcina. A atividade coagulante total da mistura foli deter—
minada em leite em pd reconstitufdo a pH 6,3. Uma amostra da
mistura foi incubada a pH 7,3 e a temperatura de 30°%¢. a reagao
foi parada pela diluicac com uma solucdo de acetato a pH 6,3 e
entdo feito o ensaio para detectar a atividade coagulante resi-
dual, usando-se o0 substrato de Berridge. O tratamento a pH 7,3
destruiu completamente a atividade coagulante da pepsina PO L
cina, enguanto gue a atividéde coagulante da renina, pepsina

bovina e enzimas nmicrobianas nao foram afetadas nessas CONG L -

¢oes.

Lin e Dinensen (52) conseguiram separar e determinayr
guantitativamente as enzimas renina, pepsina bovina, pepsina
porcina e as proteases do Mucon miehed, Mucor pusillus ‘Lindt

e Endothia parasitica, pela inativacdo seletiva controlada de
una ou mais enzimas por combinacbes diferentes de pH, tempo e
temperatura. Cada uma das cinco enzimas fol determinada duanti
tativamente em misturas desconhecidas. A enzima do Mucor Miehed
foi a Gnica gue resistiu por uma hora & temperatura de 60°¢c., ©
contetdo de enzima de Mucon michedl e Mucoa pusiflus, gquando com-
binadas, foli calculado a partir da enzima que resistiu ao tra-
tamento de 50°C por duas horas. A pepsina porcina foi destruida
seletivamente a pH 7,1 ¢ 25°%¢ por cinco horas. A proporgdo en—
tre renina e pepsina bovina foi calculada a partir da medida
dos tempos de coagulagio em dois leites diferentes. A precisao
para cada enzima em misturas conhecidas foi de 1% da quantidade
de sua forca. Segundo os pesquisadores, © método e simples e

de confianga.
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2.1.9. Identificagac de enzimas pela inibicac da atividade coa-

gulante

0 useo de inibidores especificos para a identificacdc dos
diversos tipos de enzimas esta ainda sendo investigado. 0 pro-
blema e gue os inibidores conhecidos ndo sdo especificos para
um 86 tipo de enzima. O assunto foi discutido por Stepancv e
colaboradores (95) em seu estudo da inativacgédo da pepsina & re-
nina por inibidores corados. A separacdo dos diversos tipos de
aenzimas parece pOssivél, como fol demonstrado por Murao e cola-
b@radores {67). Esses pesquisadores observaram gue um novo ini-—
bidor de pepsina {SmPl} isolade do Streptomycest EF-44-201 ini~
biu a acdo da pepsina e da protease do Mucox michel mas ndo a

atividade da tripsina, papaina e ficina.

2.1.10. Identificacdc de enzimas coagulantes pela inibicdo da

lipase microbiana

Una oukra maneira de farer-se a distincac entre coalhos
de origem animal e microblana fol descrita por Brandl {14}.Esse
avtoyr usou a abilidade dos diferentes tipos de coalhos em inibir
a lipase estafilocdcica. Fol observadeo que a atividade da lipa-
se foi inibida pelas enzimas proteoliticas microbianas, mas ndo
pelo coalho de vitelo. A acio da protease da Endofhia parasiii-
cg pareceu-se com a do coalho de vitelo, no entanto, a referida
protease causou inibigdo da lipase na faixa de pH entre 5,5 =

8,1.

2.1.11. Outros métodos de identificacdo de enzimas coagulantes

Um método para determinay a guimosina e a pepsina bovina
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A em extratos comerciais de estomagos bovinos, baseado no uso
do hexapeptidic sintético Leu~Ser~Phe(NOZ)-NLeu—Ala»Leu~OMet(ﬂm
mosubstrato de referéncia, foli citado por Martin e colaborado-
res (57). A guimosina e pepsina A foram separadas cromatografi-
camente a partir de extratos,e suas atividades coagulantes me-~
didas utilizando-se leite em pd reccnstituido, padronizado e
ambos os casos, e as enzimas padronizadas tambem em relagao ao
hexapeptidio. Foi estudado o efeito do pH na diferenga de ab-
sorbancia entre © hexapeptidio e ¢ tripeptidio Leu~Seerhe{N02}
resultante da hidrdlise. Achou-se gue o pH Otimo para determi-
nar a atividade da soluclo de referéncia foi 4,7. Preparacdes
de gquimosina e pepsina A foram ensaladas com O hexapeptidio pa-
ra definir a relacdc entre a atividade proteotitica e a quanti-
dade de enzima ativa. A pH 4,7 e 300{:Jr 1,0 mg de guimosina e
1,0 mg de pepsina bovina A hidrolizaram 100 e 2.700 micromoles
do peptidio, respectivamente. As atividades dessas preparagoes
foram ensaiadas em leite em pd reconstituide, para padroniza-
las e definir a relacio entre o tempo de coagulagac € a guan-
tidade de enzima ativa. A gquimosina teve o dobro da atividade
coagulante especifica da pepsina bovina A. Para atividades coa-
gulantes iguais, a pepsina bovina A fol 55 vezes mais ativa do

que a quimosina na hidrdlise do hexapeptidio a pH 5,7.

0 hexapeptidio mencionado anteriormente foi proposto tan-
bém por Raymond (78) como substrato de referéncia para a deter-
minacio da atividade proteolitica da renina. Esse peptidio, que
& prontamente hidrolizado pela enzima, contém uma prova espec-
troscipica Phe(NOs), que facilita a determinagdc rotineira da

atividade da enzima.

Salesse e Garnier (88) também usaram peptidios sintéti~-
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cos para determinar a gquimosina e pepsina contidas em misturas,
usando a diferencga de especificidade das duas enzimas sobre 0

gubstrato I e II.

Enzimas coagulantes do Mucer miehed e Endothia parasiti-
ca foram purificadas por Kobayaski (44) usando aminohexil-Aga-
rose em coluna de afinidade, incluindo varios derivados peps—
tatinicos. O nimerc de carbonos nos grupos Ne-acetil pepstatini-
cos afetou erormemente o grau de purificacdo da enzima do Mucox

miehel, porém ndo afetou a enzima da Endothia paraslfica.

Un outro método bastante sensivel para medir a atividade
da protease da Endothia panrasitica, baseado na ativacao do trip-
gsirogdnio, foi desenvolvido por Whitaker (102). A ativagac do
tripsinogénio & conseguida a pH 4,0 e 30°¢, usando-se 3,0 mg/mL
de tripsinogénio bovino e 1,25 microg/mlL de protease da Endo -
thia parasitica pura em solucdo 0,4 M de formato de sddio e
3,0 1 de solugao tamp&o KClL. A intervalos de 1, 2, 3, 4, 5 e 7
minutos as gquantidades de tripsina formada eram determinadas
em 0,5 ¥ de tris- 0,1 M de tampdo CaCl, a pH 8,0 e 30°C por 10
minutog. Os soliivels em &cido tricloracético foram determinados
a 280 nm. A atividade enzimatica foi determinada a partir da

medida inicial de ativacdo do tripsinogénio.
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3. MATERIAL E MPETODOS

3.1, Material

3. 1. }—’

3&1*3”

Mostras utilizadas

a) Enzima coagulante de leite da Endothia parasiiica,
obtida na Indtstria Farmacéutica Pfizer em Cuarulhos,
83c Paulo, com o nome de "Sure Curd®.

b) Enzima coagulante de leite do Mucoxr miehed, renina e
pepsina porcina, obtidas da Companhia Quimica Signma,
5t. Louis MO, USA.

¢} Enzima coagulante de leite do Mucenr pusilffus, obtida
da Meito Sangyo Co; LTD, Japao.

d) Pepsipa bovina, obtida em estado bruto ds CHR Hansen
Industria e Comércio Ltda., Valinhos, 8P e purificada
no nosso laboratdrio.

e} As amostras de coalhos comercializados no Brasil fo-
ram obtidas junto &s indlUstrias produtoras e no comér
cio.

Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram do grau analitico,

preferivelmente da marca Merck, Baker, Sigma, Beibra,

Reagen e Carlo Erba.

C Sephadex utilizado foi da Pharmacia, Upsala, Suécia.

Equipamentos

Potencicmetro H-5 Horiba

Liofilizador New Brunswik Scientific, Co. Inc. Model XB
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6050,

Banho-maria, Soc. Fakbe ILtda. Model 1~69%, com temperatu~
ra controlada.

Centrifuga IEC UV-Damon/IEC Division, International
Bqulpment Co.

Centrifuga refrigerada Beckman Model J-21 B.
Espectrofotdmetro UV Perkin-Elmer, Coleman 124 D.
Coletor automatico de fracdes LEB-Bromma 7000 Ultrarac.
Analisador de amincacidos Beckman 119 CL.

Outros equipamentos de uso comum em laboratdrio como ba-

lanca analitica, estufa, dessecador, etc.

3.2. Metodos

3‘2”}«‘

3.2.2.

Obtencao das enzimas

Todas as enzimas utilizadas como padrao foram obtidas em
estado purificado, com excecéc da pepsina bovina gque foi
purificada no nosso laboratdrio, pela passzagem de 10 mlL
da solugio bruta, diluida 1:3 em tampac fosfato pH 5,7,
através de ceoluna de gel Sephadex G-100, de acordoe com O
método de Yaguchi {103}, com fluxo de 0,3 mL por minuto.
A leitura das fracﬁes coletadas foi feita em espectrofo-
tOmetro UV em comprimento de onda de 280 mm. O pico  de
proteina que continha atividade coagulante fol detectado
pelo método de Soxhlet, citado em (42}, separadoc, conge-

iado a -18°C e liofilizado.

Fracionamentoe dos coalhes comerxciais

Os coalhos liguidos foram diluidos na proporgado de 1:3
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3.2.4.

com tampao fosfato, pH 5,7, enguanto gque 400 mg dos coa~
lhos em pd foram dissolvidos em 10 mL do mesmo tampdo. A
separagdo das enzimas realizou-se passando 10 mbL da so-
lucao dos coalhos atraves de coluna de gel Sephadex G-
100, com fluxo de 0,3 nl por minukto e posterior leitura
das fragdes coletadas em espectrofotdmetro UV, no COM—
primento de onda de 280 nm. A identificacao dos picos
de proteina com atividade coagulante de leite foi felta
pelo método de Soxhlet, citado por Iwasaki (42). A iden-
tificagado das enzimaé componentes do coalho foi feita

utilizando~se o método do agar-caseina de Richardson(82)
e eletroforese en gel de poliacrilamida de Weber e Os5-

horn (101) nmodificado.

Preparc da coluna de gel Sephadex

A coluna foi preparada de acordo com o método de Yaguchi
{103), embebendo-se Sephadex G-100, livre de particulas
finas em agua destilada e equilibradce com tampdo fosfato
pH 5,7. 0 gel ja equilibrado fol empacotade muna coluna
de vidro & temperatura ambiente, para fornecer uma colu-

na de gel de 75 cm de altura por 2,5 cm de diametro.

Determinacdo da atividade coagulante dos coalhos e enzi-

nas

A atividade coagulante foi determinada pelo método de
Soxhlet, citado por Iwasaki {42), usando-se como subs -~
trato 10 g de leite em pd desnatado, marca Molico da
{Companhia Industrial e Comercial Brasileira de Produtos

Alimentares - SP) dissolvido em 100 mlL de agua destilada
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3.2.6.

contendo 0,01 M de cloreto de calcio. Procedeu-se, colo-
cando 5 mL do substrato num tubo de ensaio, eguilibran-
do-o & temperatura de 35°C por 15 minutos. Adicionou-se
0,5 mL da solugdo de enzima e marcou-se ¢ tempo de c¢oa-
gulagdo. Para o branco de substrato procedeu-se da mesma
manelra, adiciconando-se porém agua destilada em lugar

da solucdo enzimatica. O calculo foi feito utlilizando-se

a formula seguinte:

mL de substrato 2400
Enzima {em mg) Temro (em seq)

Unidade Soxhlet (U.8.) =

Diferenciacdo das enzimas coagulantes em nMeio  gel de

agar-caseina

para a diferenciacio, utilizou-se o método descrito por
Richardson {(71). A comparagdo foi feita contra enzimas

padrdes, sendo que as solugSes enzimaticas dos coalhos e

padrdes continham 200 US/mbL.

Eletroforese em gel de poliacrilamida, das enzimas cOa-

gulantes componentes dos coalhos

Utilizou-se o méetodo descrito por Weber e Osborn (88)com
modificacdo. O aparelho usado para a eletroforese con-
sigtiu de wna fonte estabilizadora da Fansm, modelo 1050,
tubos de vidro de 6,5 cm x 8,0 cm, duas cubas de acrili-
eo de 14 x 14 on de base com 7 cm de altura, cada  gual
com um eletrodo na posigdo central. A modificagao do wé&

todo constou da nido adigdo do dodecil sulfato de s0dio.
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3.2.7. Determinacao da atividade proteolitica dos coalhos e en-

3.2.8‘

zimas coagulantes utilizadas come padrGes

Utilizou-se para essa determinacao a metodologia citada
por Kunitz (43), empregando~se como substrato caseina
de "Harmmastein” a 1% em tampac fosfato 0,1 M a  diver—
508 pHs. Para obtencao da curva padrao (Figura 1), usou-
se tripsina cristalina dissolvida em acido clorfdrico

00,0025 M.

Determinacdo do contetdo total de cadlcio no leite

Seguiu-se o procedimento descrito pela International Dai-
ry Federation {35}. O principic do método baseia-se na
dissolucio do calecio total e precipitacdc das proteinas
com Acide tricloracético. 0 caleio contido no  filtrado
& precipitado como oxalato de calcio, separado por cen-

trifugagio e titulado com permanganato de potassio.

Inativacio das enzimas coagulantes velo cloxo ativo

Procedimento: Fazer solugSes de hipoclorito de sédio gue
contenha as concentracdes de cloro ativo desejadas. Di-
luir as enzimas a serem tyatadas em agua destilada e me~
dir a atividade coagulante pelo método de Soxhlet, cita-
do por Iwasaki (42). Colocar em tubo de ensaioc 2,0 mL da
solucido enzimatica a ser estudada e adicionar 2,0 mL de
solucBo de hipoclorito de sédic gque contenha a  concen-
tracdo de cloro ativo desejada (notar que a solucao de
cloro ative deve ser sempre o dobro, pois a mesma se di-

luird & metade guando juntada a solucdo enzimdtica).Mar-

28



0,750

280 nm

Absorbancia a

e,0

0 0,002 0,004 0,006 ©,008 0,010 0,012 0,014 0,016

Gramas de tripsina/100 mL

FICURA 1 - Curva da tripsina pelo metodo de Kunitz.
A absorbidncia a 280 nm & devida aos aminoacidos aro-
maticos, ferilalanina, tiresina e triptofano conti-~
dos em peptideos soliwveis liberados da nroteina subs—
trato pela enzima tripsina, gue servem como indica-

dores do arau de hidrolise.
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car © tempo com crondmet ro, agitar e apbs 5, 10 e 20 mi
nutos medir a atividade coagulante pelo método ja deg-
crito. Caleular © percentual de inativacgdo pela formula
seguinte:

Percentagen de inativacac = B/A.100

onde,

A = Atividade enzimatica antes da adicac da solucae de

i

cloro ativo.

w
it

Atividade enzimdtica depois da adig¢ao do cloro ati-

VO.

Andlise dos amincacidos do soro de leite coagulado com

varias enzimas coagulantes

As enzimas utilizadas foram a renina, pepsina bovina,
pepsina porcina, proteases do Mucor miched, Mucox pit-
s4L08us Lindt e Endolhia parasifica, todas em estado pu-
rificado. O soro para esse experimento fol obtido pela
coagulacdo de 6 porgdes de 200 mL de leite  desnatado,
a temperatura de 35°C, apds adigdo de 200US de enzima.
Depois de uma hora da adicac da solugdo enzimética, o
soro foi separado por centrifugagac e a enzima inativa-
da com mercaptoetanol. As proteinas ainda presentes no
soro foram precipitadas com &cido sulfosalicilico e se-
paradas por centrifugagao. 2 mL do sohrenadante obtido
foi misturado a 1,0 mL de solugdo tanmpao citrato pH 2.2,
e filtrado em filtro millipore de 0,22 um de poresidade.
100 ul do filtrado foi injetado no analisador automati-~
co de amincacidos e, os cromatogramas resultantes com~

parados com um padrao.
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3.2.11.

3.2.12.

Analise microblioldgica dos coalhos comerciais

Foram realizadas as seguintes analises microbioldgicas:
Contagem total de microrganismos, coliformes totais ,fun-
gos e leveduras e haldéfilos, por metodos usuals TECO-

mendados por Speck (94).

Determinacae da proteina total dos coalthos comerciais

amostrados

A determinacac da proteina total fol feita utilizando
o método do micro-kejeldahl citado pela Association of

Official AgriculturalChemists (A.0.A.C.} {10},
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4. RESULTADOS E DISCUSSXQ

4.1.

PH dos ooalhos amostrados

0 pH btimo de atuagldo das proteinases acidas situa-se na
faixa de 1,0 a 5,0, dependendo naturalmente da enzima e do
substrato (1 e 36). Muitas sao caracterizadas pela insta-
bilidade a pH alcalino, propriedade essa importante gquando
se considera sua viabilidade como coagulante para a fabri-

cagao de gueiijo (32).

Todavia, o pH de maior estabilidade da capaéidaﬁe proteo~
1itica situa~se acima de 4,8. Chservando-se entac a Tahela
1, verificamos que para todos os coalhos amostrados O mes-
mo situou-se entre 4,7 e 6,0, o que & perfeitamente justi-

£icavel.

Determinacidc da proteina total dos coalhos amostrados

Mo que se refere ao teor de proteina total dos coalhos,
praticamente nic ha refervéncias, a ndc ser CGorreta (28},
que estabelece 0 limite de 8% de proteina total ﬁara 08
coalhos liguidos. Consultande a Tabela 2, vemos gue a malo-
ria dos coalhos liguidos estdc de acordo com ¢ referido
limite, com excecgao da amostra G e I gue estac em  torno
de 12,6%. No caso dos coalhos sélidos, sobre os quais ndo
foi encontrada literatura, o teor de proteina total variou
consideravelmente, como & ilustrado pelos coalhos D e P,
com 5,7 e 85% de proteina, respectivamente. A maior uni-
formidade das concentragdes protéicas dos coalhos liguidos
frente aos sdlidos pode ser devida ao fato da concentragao

protéica no liguido ser dada enm raelacaoc ao solvente que
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TABELA 1 - Valores de pH dos Coalhos Comercials amostrados para este estudo.

AMOSTRAS

ESTADO PISICO
A B c D i ¥ G

H

Iiguidos 5,7 6,0 5,7 g,7

5,5

4,7

4,9 5,4 5,1

salidos (%}

4,8

4,8

(*) 2g do p5 foram suspepsos en 100 ml de agua destilada.
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TABELA 2 ~ Proteina total dos Ccalhos comerciais amostrados.

ESTARG FISICO

AMOCSESETRAS

J

Liguidos

3,8

7,6

6,9

3.1

861idos

17,4

54,4

75,5

&5
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esth em excesso. Entretanto, no sélido, os outros COMPO -
nentes (sais, proteinas ndo enzimaticas etc.) tém influén~

cia no teor protéico.

Determinacac da gualidade bacterioldgica dos coalhos co-

merciais amostrados

De acordo com as "Normas higiénico-sanitarias e tecnoldgi-
cas para coalhos e coagulantes”, incluldas na portaria ol
nerc 002 de 24/03/1980, citada por Gorreta (31), sao suge-
ridos os seguintes limites bacteriolocicos para os coalhos
1iquidos e sélidos. Para os liquidos, contagem total 2 X
103 microrganismos/mL; coliformes 0,0 microrganismos/mL;ha
16filos 1 x 102 microrganismos/mL; fungos e leveduras 0,0
microrganismos/mL. Para os coalhos s6lidos: Contagem total

4 nicrorganismos/g; coliformes 0,0 microrganismos/

2 = 10
g:; haldfilos 1 x 10° microrganismos/g; fungos e  leveduras
0,0 microrganismos/g. No gue concerne as preparagdes OO~
merciais de coalhos de origem animal como a renina e pep-
sina, devemos considerar que quando os extratos sao obti~
dos por maceracio de O6rgdos ndc & raro observar contamina-
cdes microblianas as mais variadas. De maneira geral, a
qualidade bacteriolégica dos coalhos comercializados no
Brasil estd proxima dos limites aceit&veis. Pelos resulta-
dos da Tabela 3 observamos gue Os éoalhos s6lidos B e H
acusaram contagens de 30 e 20 células de fungos e levedu-
ras. Fm termos de haldfiles, os coalhos A, B, C, ¥ e H es~
£50 acina dos limites estabelecidos.Com respeito a cont agem

total, apenas o coalho H exceden o padrdo de 3 x 10 mi -

crorganismos/g. Resumindo, apenas OB coalhos B e H axcede-
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TARELA 3 - Analise microbioldgica dos coalhos comerciais amostrados.

9t

Estado Contagem total Coliformes totals Fungos & Lev. Haldfilos
Amostras

Fisico {microrg/g) (microrg/g) {microrg/a) {microrg/q)
Liguido A ausente ausente ausente 1,3 x 10°
Liguido C 3,0 x 102 ausente ausente 2,5 % 103
Liguido E 2,5 x 102 ausente ausente 3,0 x 10
Liguido G ausente ausente ausente 1,0 x 10
Liguido I 6,4 x 102 ausente aunsente ,0 % 10
Liguido L ausente ausente ausente 1,0 = 10
Liguido M 6,0 x 10 ausente ausente ausente
Liguido N 1,4 x 10° ausente ausente ausente
Liquido 0 ausente ausente ausente susente
s61ido B 1 x 10% ausente 3,0 % 10 3,5 x 10°
$6lido D X 102 ausente ausente 2,0 % 10%
561ido F 1ox 10% ausente ausente 1,3 x 10°
s61ido H ,0 x 104 ausente 2,0 x 10 1,3 x 10°
sélide J 9,6 x 10° ausente ausente 3,0 x 10°
sélido O 5,2 x 10° ausent & ausente 1,0 x 10
s6l1lido P 5 10° ausente ausente 1,0 % 10




4.4.

ram o limite permitido para os trés grupos de microrgandsmos.

Determinacac da atividade coagulante dos coalhos amostra-

dos

0 queijeiro precisa conhecer acuradamente a atividade coa-
gulante do coalho. Além disso, a natureza das enzimas que
contribuem para a atividade coagulante tem um papel impor-
tante na qﬁalidade final do gueiljo. Como podemos ver na
Tabela 4, colunas & e b, a atividade coagulante declarada
dos coalhos amostrados ndo coincide com os valores encon-—
trados. Segundo Cunha e colaboradores (21), nao existe ne-
nhuma unidade internacionalmente aceita para se avaliar a
atividade coaculante. Gorreta (31) também menciona aspec-
tos gque limitam a exatiddc dessa determinacgdo, como o
exemplo o estabelecimento de padrfes, determinacac do pon-
to final da coagulagdo, ete. Ainda, segqundo o mesmo autor,
motodos como os de Soxhlet, Berridge, Marschal, viscosimé-
trico de Brookfield, Visco-Tester, e mais de outros 20 gue
s8¢ utilizados, esbarram na falta de um leite substrato
de composicgio padronizada. Isso ja explica ao menos parte
da disgcrepincia entre os valores encontrados, pois, prova-
velnente as indistrias utilizam métodos de determinagac
diferentes, aproveitando como substrato o tipo de leiteque

maiz lhes convenha.

As mesmas amostras de coalhos comerciais usadas para dew
terminar a atividade coaculante inicial, foram armazenadas
em geladeira a temperatura entre 0 e 5°C com a finalidade
de verificarmos a perda de atividade durante 12 e 18 meses

de armmazenamento. Transportando-nos a Tabela 4, colunas 4
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e £, encontramos a perda percentual de atividade das ames-
tras de coalho durante os periodos de armazenamento men-

cionados.

Observando a coluna d notamos que & diminuicao de ativida-
de coagulante em 12 meses foi bastante significativa. In-
tre os coalhos liquidos, os gue mals perderam atividade
foram o A, C, Q e M, entre 27,6 a 37,2% e, E, G, I, L e N

entre 12,6 e 18,2%.

Ainda na mesma coluna, vemos gue também os coalhes s6lidos
tiveram sua atividade coagulante bastante diminuida, po—
rém, nio tanto quanto a dos liquidos ou seja: entre 7,3 a
12,9% para as amostras J ¢ O e 16,6 a 18,2% para as amos-
tras B, H e P. O coalho s6lido D foi excessao cuja a perda
de atividade superou a de todos os outros, 39,3%. Da mesma
maneira, se olharmos a coluna f veremos que a atividade
coagulante dos coalhos liguidos E, G. I, L. N e A, C, M,
0 em 18 meses diminuiu 19 & 27,4% e 41,4 a 55,8% respecti-
vamente. Para os coalhos sdlides B, ¥, H, J, P a perda
variou entyre 19,3 a 31,8% com excecac do O e D que apre-
sentaram a minima e maxima perda de atividade, ou seja,1l e

60%, respectivamente.

0 gque se observou tambem fol gue o8 coalhos liguidos tem ten-
deéncia a perder mais rapidamente a atividade do gue 08 wa-—

ihos sdlidos.

Determinacio da atividade proteolitica dos coalhos amos —~

trados

O principal problema conm todos os substitutos do coalho de

vitelo tem sido gque o5 gueiijos comegam a maturar diferen-
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TABELA 4 - Atividade coagulante dos coalhos comerciais em uni~

dades Soxhlet.

mEstado fHsice wallp a b c d e f
Liquido A 190 10,0 6,3 37,2 4,4 55,8
Liguido C 10 10,4 6,6 36,86 4,7 55,0
Iiquido B 10 15,5 12,8 17,7 11,4 26,5
Liguido G 10 14,5 12,1 16,6 10,9 25,0
Liguido T 10 '22,8 19,4 16,6 17,1 25,0
Liguido L 10 12,3 10,7 12,6 10,0 19,0
Liguido M 10 10,2 7,3 27,6 5,0 41,4
Liquido N 3 7,0 5,7 18,2 5,1 27 .4
Liguido 0 10 30,0 20,0 33,2 15,0 50,0
solido B 80 71,4 57,1 20,0 50,0 29,8
s61ido D 80 71,2 42,7 39,9 28,5 60,0
solido F 40 66,6 55,5 16,6 50,0 25,0
s56l1ido H 100 125,3 103,1 17,7 92,0 26,6
solido J 40 124,0 108,0 12,5 100,0 19,3
sdlido O 40 122,55  113,0 7,3 109,0 11,90
sélido p 49 117,3 92,5 21,1 80,0 31,8

3

a - Atividade declarada X 10

b -~ Atividade encontrada x 10"3

o - Atividade encontrada apds 12 meses X thB

d - Perda de atividade apbs 12 meses, em percentagem
) - -3

e - Atividade encontrada apds 18 meses x 10

£ - perda de atividade apds 18 meses, em percentagen
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temente dagueles produzidos com o mesmo, € apresentam de-
feitos de textura, aroma e sabor. Em muitos casos, gsses
defeitos tem sido atribuidos a grande atividade proteoli-
tica em relacao a atividade coagulante de leite da enzima,
relacio essa bem maior 4o gque a apresentada pelco coalho de
vitelo. Bssim, resolvemos fazer esse estudo, com o inturto
de termos uma idéia da grandeza da atividade proteolitica
tanto dos coalhos comerciais amostrados, como das enzimas

padroes .

Nas Tabelas 5 e 6 estio apresentados os valores da ativi-
dade proteolitica das enzimas padrSes e dos coalhos amos-
trados, respectivamente. Como podemos observar, a ativida-~
de dos coalhos e dos padrdes aumenta em nivels maiores ou
menocres. Com excecio dos coalhos E e I {(Tabela 6}, 08 pro-
dutos 1iquidos mostraram aumento significativo da ativida-
de com a diminuicdo do pH de 7,6 a 5,5. 0s aumentos, que
oscilaram entre aproximadamente 1,8 e 4 vezes a atividade
inicial, podem ser atribuidos ao comportamento variavel
das outras enzimas que fazem parte de cada extrato. Para
a mesma faixa de pH, fol interegsante observar gue 08 Coa-
ihos em estado sdlido mostraram aumentos de atividade gue
variavam de 2 a 14 vezes & inicial. Os resultados agui obtidos
estio de acordo com Tam e colaboradores {36), ou seja, gque
a atividade proteclitica de enzimas coagulantes decresce

com o aumento de pH.

Compararndo os coalhos comercials amostrados ocom a renina
padréo em pH 5,5, observamos gue as amostras 1igquidas M, N
e O e sdlidas B, H e J apresentaram atividades proteoliti~

cas altissimas, que variaram de 30 a B85 vezes a da renina.
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Ag amostras r&étantes também mostraram atividades multo
significativas, que foram de 3,5 a 16 vezes maiores que a
da renina. Ja, quando comparamos também em pH 5,5, a ati-
vidade proteolitica do coalho comercial 0, tido como sendo
de vitele, com & dos demais coalhos, verificamos que ape-~
nas 6 deles apresentaram variacgSes expressivas ou seja, de
1,8 a 5,3 vezes mals atividade proteolitica do gue a amos-—
tra 0. Segundo Koning (46), todas as enzimas proteoliticas
conhecidas podem ser usadas para coagular o leite: toda-~
via para fabricar queijo, existem restrig¢des porque, além
de uma boa coagulagéo do leite, a enzima deve ter uma fra-

ca acdo proteolitica durante a cura de gueijo.

A atividade proteclitica das enzimas coagulantes da Endo-
thia parasifica e Mucor pusillus foi comparada com as da
renina e pePsina poxr Michelson e colaboradores (62}, onde
afirmaram gue as enzimas fingicas possuem maior atividade
do que as de origem animal. Porém, os resultados por  nds
encontrados {(Tabela 6) ndc corroboram essa afirmativa uma
ver que a pepsina bovina, na maioria dos pHs utllizados,a-
presentou maior atividade proteolitica dque a enzima o
Mucorn pusiflus e, em pH 7,0 fol tambem maior do gue a apre
sentada pela enzima da Endofhia parasiiica. Com relacgdo as
duas enzimas flingicas a gue teve malor atividade proteoli-
tica, foi a enzima da Endofhia pakasitfica confirmando  os

resultados encontrados por Tam e colaboradores (86}.

Considerando-se gue para a obtencac dos perfis de ativida-
de foi necessario mpadronizar antes as atividades coagulan-
tes, as atividades proteoliticas das enzimas padrdes foram,
em geral, mencyes do que as dos coalhos ou extratos comer-

clais. De fato, os coalhos M, N e H, de atividade proteo-
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litica maxima, sao produtos de fabricas pouce conhecidas.
Por outrxo lado, os coalhos A a ¥, gue exibiram atividades
proteoliticas geralmente menores, foram provenientes de
fabricas maiores, sugerindo gque estas Gltimas utilizam PIo
cessos de extragdo mais sofisticados gue resultam em ex-

tratos de malor pureza.

Perfil dos aminoacidos livres presentes nos soros de leite

desnatado apdbs coacgulagdo com as enzimas estudadas

Foi considerado de interesse conhecer o perfil de aminoa-
cidos liberados no soro do leite, guandc o mesmo €  coagu-
lado com as enzimas, renina, pepsina bovina, pepsina por-
cina e as proteases do Mucoa miehed, Mucon pusilflus e En-
dothia parasiiica, cbjetivando encontrar diferengas que
talvez refletissen diverseos modos de acdo das enzimas. Pa-
ra tanto, seis amostras de leite desnatado tipo B foram
coaguladas com as seis enzimas e 08 s0ros analisados na
sua composicgdo em amincicidos livres. O soro resultante da
precipitacdo isoelétrica da caseina do leite desnatado foi
tambén analisado para comparagao. Em geral, a tendéncia no
nivel dos aminoacidos livres, fol de aumentar com a coagu-
lagio ernzimatica, em relagdo & coagulagac acida, como apa-
rece ilustrado pelo acido s~amino adipico, tircsina, fenila-

lanina, acido y-—aminobutirico, starwlamina e outros (Tabela 7).

Com respeito aos aminoacidos livres encontrados no 5010
do leite desnatado, podemos notar grande liberacao de al-
guns amincacidos por certas enzimas. Por exemplo, coagula-
ci3o com a enzima da Endothia parasiitica resultou em seis
vezes mais fenilalanina, em relacdo ao nivel inicial no SO
ro. A enzima do Mucoxn pusillus, por sua vez, pareceu libe-

rar concentracdes consideraveisde carnosina, um aminoaci-
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TARELA 5 - Atividade proteoliitica, em mg de tripsina, das enzi-~

mas padrao em fungao do pH da reag¢do de c¢oagulagio.

pH
Fstado flsico ergima 7,6 7,0 6,5 6,0 5,5
s61ido MM 0,7 0,7 0,7 1,4 1,3
SGlido MP Q,3 1,1 0,7 1,6 0,9
solido EP 0,3 1,3 2,6 2,5 5,8
801ido PP 4,0 0,0 0,2 1,8 2,3
g8olido PB 1,4 1,0 2,4 4,4 5,0
8clido RR 0,0 0,0 0,2 0,2 0,4
MM - Enzima coagulante do Muconr michedl
MP - Enzima coagulante do Mucon pusillus
EP - Enzima coagulante da Endothia parasiiica
PP ~ Pepsina porcina
PB -~ Pepsina hovina
RR ~ Renina
{(*} Resultados em unidades de tripsina obtidos a partir de
quantidade de enzima padronizada para 200 US de atividade
coagalante.
{**)}a atividade proteclitica, em mg de tripgina, das enzimas

padrao e coalhos comercials amostrados (Tabelas 5 ¢ & res-

pectivamente) foram obtidos da Figura 1, item 3.2.7.
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TABELA ¢ - Atividade proteolitica, em mg de tripsina, dos

COA~

1hos comercialis usando caselna como substrato (43)

pH

Fstado fisico  coallo 7,6 7.0 6,5 6,0 5,5
tiguido A 1,1 1,4 1,9 2,4 3,7
Liquido c 0,9 1,5 2,0 1,9 3,8
rLiguido E 2,1 1,0 3,4 3,0 3,0
Liguido G 6,0 2,0 2.5 3,3 3,5
1iquido T 1,9 1,4 1,6 2,0 1,7
Ligquido L 2,6 3,5 3,8 3,6 4,2
riquido M 13,5 17,8 23,0 31,0 31,0
Iiguido N 17,0 18,5 21,2 31,0 31,5
1igquido 0 8,7 11,5 18,0 20,4 22,5
solido B 3,2 3,5 4,5 7,5 13,5
§611do D 0,1 0,1 0,3 0,9 1,4
solido F 0,6 0,4 0,5 1,4 1,8
sélido H - 8,6 15,5 17,5 22,0 34,0
561ido J 2,5 3,5 4,7 8,8 12,0
gd1ido o 0,6 0,7 0,8 1,8 6,4
561ido P 1.1 1.3 1,5 i,4 4,0
{(*} Resultados em unidades de tripsina obtidos a partir de
gquantidade de coalho padronizado para 200 US de atividade

coagulante.
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do caracteristicamente liberadc por essa enzima e nao pe-
las demais. De igual modo fol essa enzima que tambem libe~
rou altes niveis de acido glutdmico e valina, ao contrario
da enzima da Endothiaz parasitica, gue foi a que mostrou
maior atividade proteolitica das seis (Tabela §). En rela-
cio Bs outras enzimas, a da Endofhia parasiitica liberou
maiores guantidades de fenilalanina, como ja foi observa-

do, de etanclamina e citrulina.

Fazendo-ge um calculo do percentual de liberacio de  ami-
noacidos entre a enzima do Mucon pusiflus Lindt e as ou-
tras, notamos gue a mesma liberou 40 a 80% mais acide as-
partico, hidroxilisina, acido gluténico, glicina e alanina
e, 180 a 760% mais valina, lisina e histidina do gue as ou-
tras enzimas. ¢ gue nog pareceu bastante interessante e,
até certo ponto caracteristico dessa enzima foi a libera-
cac de enorme quantidade de 3 M-histidina e carnosina, en-
quanto que esses aminoacidos ndc apareceram nes sSores ob-

tidos com as outras enzimas. estudadas.

outro detalhe também interessante fol que todas as outras
enzimas estudadas likeraram cistina e amdnia e, no SOYo

obtido com a erzima do Mucor pusiflus neo apareceran esses compostos.

0 percentual de liberac¢dc de aminocacidos pela renina em
relacio as outras enzimas fol cerca de 100% mails Pwgari-
na e 180 a 450% menos dcido e—-p-adipico e prolina. Ja, no
caso da pepsina porcina ndo houve liberagdc de acide o-A-
adipico e alanina, enquanto gue o percentual de liberacdo

de taurina em relacao as outras fol 70% menor.

Também a enzima da Endotfhia parasifica teve como caracte-

ristica a liberacdo de alta gquantidade de alguns aminoaci-
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dos. Quando comparada com as oukras enzimas estudadas oOb-
servou-se gque ela liberou cerca de 380 a 700% e 340 a

400% mais fenilalanina e etanclamina.

Dentre as enzimas de origem microbliana, a da Endothia pa-
- . . - . + . . . - M
rasttlica fol a unica a liberar citrulinasia as de origem
animal, com excecac da pepsina porcina, também a  libera-

ram, porém em percentuais bem mais baixos.

A variacdo do percentual de liberacdo de amincacidos entre
as enzimas restantes foi muito peguena ndo denotando TG

nhuma caracteristica particular para gualquer delas.

0 gue se cobservou fol que a pepsina porcina, renina € en-
zimas do Mucor pusilfus e Endothia parasitica apresenta-
ram percentuais de likeragdo de alguns amincacidos bastan—
te altos em relacgdo as enzimas restantes, e auséncias ca-

racteristicas de outros.

Os gquocientes obtidos guando relacionamos a soma deos  ami-
noacidos basicos liberados por cada enzima estudada, e &
soma dos liberados no‘soxo obtido por coagulagio acida,
variaram entre 1,28 e 1,60, com excegdo da enzima do Mucox
pusLLles onde o mesmo foil cerca de 3,1. Esse guogiente
bastante elevado, nos indicou gue essa enzima promoveu a
liberacio de maior guantidade de aminodcidos basicos gue as

outras estudadas.

A mesma situacho ocorreu guando, relacionamos as somas dos
amincacidos néutxos e acides liberados por cada enzima e
liberados no sore acide, onde os gquocientes obtidos varia-
ram de 1,22 a 1,26 e 0,9 a 1,04 respectivamente, para to-

das as enzimas estudadas, com excegac da enzima do Mucon
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pusillus, gue apresentou guocientes de 1,84 e 1,73 para os
aminoacidos neutros e acidos respectivamente, denotando
gque tambem essas duas classes 830 liberadas por essa enzi-

ma em gquantidades bem mais elevadas do gue pelas restantes.

Pelo que se viu, parece ser bastante carvacteristico da en~
zima do Mueonr pusdfifus a liberagdo de quantidades maiores

das trés classes de amincicidos 1a referidas.

Com referéécia acs guoclientes obtidos entre a soma dos
amincacidos hidroxilados liberados pelas enzimas em estudo
e no soro obtido por ccagulagdo acida, verificamos gque o8
mesmos se situaram na faixa de 1,17 a 1,70 para a mnaloria
das enzimas, com excecdc da renina e pepsina bovina, onde
resultaram gquocientes bem mais altes gue para as demais
ou seja, 2,67 e 2,25 respectivamente. Esses quocientes al-
tos mostram certa carvacteristica dessas enzimas de origen
bovina, em liberar grande quantidade de amincicidos hidro-

%1 lados.

Comparandc as enzimas de origem animal com as de origem

fingica, observou~se gque as primeiras promoveram maior li-

beracdo de GABA do gue as segundas. Hidroxilisina  que
apareceu no soro acido, também foi detecta-

do em todos 08 sS0OY0Ss enzimaticos, mas em malor ooncen—

tragio nos soreos de renina e pepsina bovina.

Pelo estudo dos dados da Tabela 7, foi possivel perceber
certos efeitos causados por cada enzima no perfil de amino
Acidos livres dos soros. Pode-se perceber ainda que cada
uma delas tem algumas peculiaridades caracteristicas gue

possivelmente poderao, se estudalas com mais profurdidale, se-
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TABELA 7 ~ Perfil dos amincacidos livyes presentes nos soros de
leite desnatado apds coagulagdac, COM as enzimas es-
tudadas. Para comparacao, apresenta-se também o per-—
fil do soro obtide por precipitagadc acida da caseina
(A} . Valores em micromole de amincacido por 100 mLde
50roc. RR,PB,PP,EP,MM e MP estao definidos na Tabela

60
Sorxo de leite desengordurado
aminoacidos A RR PB Pp Ep MM MP
Pserina 1395 5420 2500 2120 1870 2080 1580
Tavrina 15340 15340 20470 5580 18750 16740 14950
eetanolaning 13540 13120 - 8020 11660 1leset 10000 9470
B, aspartioo 4370 4860 5200 5120 5100 4980 8020
Hidroxlprolina 4760 3520 4950 IO 3040 5230 8280
Treomina 13:0 1780 1660 1470 1660 1350 1590
Serina 2630 2630 2250 3150 3150 2350 2520

Asparaging - - - e - - -
&c. glutanioo A6220 52730 51250 48870 49760 52610 87350

o, omBeadipl oo - 580 2580 - 1190 1050 2010
Prolina 4950 1350 4650 5550 4120 4950 5550
Glicina 17340 21930 21420 23720 20400 23120 31020
Alarina 4780 7600 6820 - T600 5860 10820
Citrulina - 830 930 - 1560 - -
A, o-Ae-butivico ~ e - - - - e
Valina 1620 1780 2660 2500 2850 2300 15320
Cistina 6790 5550 (480 6170 3340 3470 -
Metionina 480 480 770 640 810 £40 610
Cistationina - - - - - o -
Isoleucina 1060 1210 1640 1420 1420 1420 1210
ITencina 1100 1680 2060 1680 1680 1280 1660
Tirosina 640 1080 1470 1280 1280 1020 Qa0
Feni lalamina 750 680 1270 1100 4930 1020 1190
GBERA - 15620 15620 12500 7050 9640 - 9370
Ebarolanina - - 1240 1060 4250 1060 1150
Inonta 17820  2108¢ 21080 21240 19480 20600 -
Hidroxilisina 4640 19280 15490 8630 9710 9750 5740
Crnitina 2350 1170 1640 1460 1le40 1460 3290
lisina 3110 2150 5760 3230 5420 4030 380
o 1-Mehistidina 1400 3140 3770 1830 1560 1780 2350
Histidina 790 1520 11806 590 260 240 4310
Carrosina - - - - - — 80760
Arginina 3460 2770 500 3610 3610 2200 1240
Bp--histidina - - - - - - 14290
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rem utilizadas como método de identificagao do tipo de en-

zima coagulante.

Tnfluéneia da concentracdc de cdlcio na coagulacho enzima-

tica do leite

A determinagido da atividade cocagulante € usualmente basea-
da na coagulacao do leite er circunstancias condicionadas,
usando~se wn coalho padric. Ji & tambem conhecido gue mu-
dancas na composicao e'carécteristicas do leite como e,
concentracdo de cileico e temperatura afetam profundamente
a velocidade de coagulacdc. Além disso, os coalhos depen-
dem de maneira diferente do pH, temperatura e concentragac
de calcio idnico (56]).

O cileioc existe no leite sob trés formas: livre ou idnico,
complexado com anions inoxganicos, como o fosfato e o ci-
trato, e ligado a caseina. As duas primeiras formas 580
caracterizadas como calcio solivel, porgue o calcio com-
plexado com a caseina pode sexr separado por ultracentrifu-
gacdo {69). Na indUstria costuma-se adicionar calcio ao
leite gue val se transformado em queljo, principalmente
se este for pasteurizado; isso porque o aguecimento causa
precipitacdo do calcio idnico e, portanto, diminuigac do
poder coagulante da enzima {(97}. O calcio no leite Dbovino
foi estimado por Holt e Muir (39}, em 3,2 mM com murexide
e 2,1 mM por Muldoon e Liska (65), utilizando dois meto-
dos: Resina trocadora de anfons e eletrodo sensivel ao
chlcio. Foi de nosso interesse estudar o comportamento das
seis enzimas padrbes fremte diversas concentragdes de ion

chlcio e em varios valores de pH., Comegamos por determinaxr

49



a quantidade de calcio no leite em pd reconstituido a ser
utilizado nos testes, gue fol de 48 ril. Nas tabelas & a 13
mostramos o8 valores de atividade coagulante am unidades
Soxhlet, onde podenos observar gue para todas as enzimas
testadas a velocidade maxima de coagulagado ccorreu com
concentracao de cilcic entre 10 e 20 mM nos pHs utilizados
e temperatura de 35%¢. assim sendoc, a gquantidade total de
chlcio onde ocorreu a velocidade maxima de coagulagdo para
todas as enzimas foi a soma do ja exigtente no leite mails
o adicionado: isto &, entre 58 e 68 rlM para todas as enzi-
mas , nas c&ndigaes descritas. Nota-se tambem nas Tabelas
j& referidas que em pH 5,0 somente as pepsinas tiveram
sna velocidade maxima de coagulagéo com 10 mM de caleio,
enquanto gue com as restantes esse fenomeno ocorreu com 20
mM. JA, em pH 5,5. Além das pepsinas também a enzima do
Mucor pusi{flus teve sua velocidade maxima de coagulagao oom
10 mM de calcio. Em pR 6,0, todas as enzimas estudadas ,com
excecho da renina tiveram sua velocidade maxima de coagu-
laclo na concentracgic de 20 mM de calcio. Somente em pH
6,5 & 7;0 ocorreu a velocidade maxima de coagulacao para
todas as enzimas na concentracgade de calcio igual a 20 mM,

com excecao da pepsina bovina que em pH 7,0 fol inativada.

0s resultados encontrados sugerem Juatro conclusdes, a
saber: 1) O pH entre 6,0 e 6,5 usado na pratica nao
& o gque promove maxima velocidade para nenhuma das enzi-
mas, come foi apontade por Alais (1); 2} BScmente em
pH 6,5 e concentragio de 20 mM de calcio ocorreu a ve-
locidade maxima de coagulagdo para todas as  enzimas es-—

tudadas: 3) A guantidade total de calcio {o existente no
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leite e 2,27mM adicionado) usado na pratica para coagular o
leite a ser transformado em gueijo, estid bem abaixo dague-
la necessaria para gue ocorra a velocidade maxima de coa-
gulagio; 4) Nio existe suficiente diferenga no comporta-
nento entre enzimas para se pensar em usar & velocidade de
cwagulagio como teste confirmatdrio do tipo de enzima gque
constitui um coalho. Como consegliéncia, os coalhos nao
foram submetidos ac estudo do efeito de concentragao de

fons calcio e pH.

4.8. Infludncia do cloro ativo na atividade coagulante das _en-

zimas padrdo e coalhos comercials C e O

Na maloria das indistrias queijeiras do Brasil & norma di-
luir 0 coalho em Agua antes de mistura-lo ao leite a ser
coagulado. B imperativo que a agua a ser misturada seija
de boa qualidade microbiologica, livre de bactaérias e con-
taminacio por fagos. Os procedimentos normais de tratemen-

g em e

’ to da Agua envolvem a cloragdo, e esses tratamentos delxar
a agua com quantidades residuais de cloxo ativo. Segundo
Pearce (75}, esse cloro ativo residual pode reagir e ina-—
rivar a enzima renina. O mesmo autor, em experimentos gue
for usando vArias concentragSes de clorc ativo para diluir
a renina, concluiu gque a destruicao da atividade coagulan-
te era rapida a 20°C e essencialmente completa depois de
5 minutos da diluicdo com agua clorada.
. \

0 efeito do cloro ative nag outras enzimas aggui usadas nao
% conhecido e foi, portanto, inclufdo neste estudo. Como
pode ser observado nas Tabelas 14, 15, 16, 17, 18 e 13, os

T

dados agul obtidos mostram que todas as enzimazg foram se



TABELA 8 -~ Influéncia do calcio adicionado e do pH na velocida-

pH.

52

de de coagulacao do leite pela enzima coagulante do
Mucon miehei, expressa em unidades Soxhlet.
Concentracdo de cloreto de calcic {moles/L)
pH 0,001 0,005 0,01 0,02 0,05 0,07 0,1
5,0 - — 1333 18486 889 6515 400
5,5 432 840 1091 1000 774 571 343
5,0 152 374 522 615 545 470 320
£,5 10 94 188 286 414 421 -
7,0 0 o 0 110 - - -
(~) Houve precipitaglo espontdnea das proteinas do leite quan-
do se acrescentou HCL, para kalxar, e NaCH, para elevar 0



TABELA 9 - Influéncia do calcio adicionado e do pH na velocida-

de de coagulacgde do leite pela enzima coagulante do

Mucor pusdilius, expressa em unidades Soxhlet.

Concentracac de cloreto de calcio {moles/1L)
pH 0,000 0,005 0,01 0,02 G,05 0,07 0,1
5,0 — - 2480 3428 1714 1600 667
5,5 795 1380 18446 1846 1263 523 631
&,0 B6 738 Bao 1060 923 667 440
6,5 7 59 184 387 300 348 -
7,0 0 0 0 88 - - -




TABELA 10 - Influéncia do caleio adicionadc e do pH na velocl-

dade de coagulacdo do leite pela enzima coagulante

da Frdothia panasiiica, expressa em unidades Soxhlet.

Concentracido de cloreto de calcio {moles/L)

pH 0,001 ¢,005 0,01 0,02 0,05 0,87 0,1
5,0 - - 3%29 8000 2182 1846 1263
5,5 1312 2381 2667 2182 2000 1600 1263
6,0 600 1333 1714 1846 1846 1500 1060
6,5 145 23¢ 436 1043 827 615 -
7,0 19 63 127 304 | - - -
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TABELA 11 - Influéncia do calcio adicionado e do pH na veloci-

dade de coagulagao do leite pela pepsina

expressa em unidades Soxhlet.

porcina,

Concentracao de cloreto de calcio {moles/L)

pH o,ooi 0,005 0,01 0,02 0,05 0,07 0,1
5,0 - - 109098 10000 7272 3243 3809
5,5 1714 4000 5217 6857 7272 4285 1263
6,0 857 1714 3809 5853 6315 3000 2068
6,5 36 480 1021 2823 3000 1290 -
7,0 0 0 0 0 - - -
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TABELA 12 -~ Infludncia do calcio adicionado e do pH na

dade de coagulagdo do leite pela pepsina

expressa em unidades Soxhlet.

valool-

bovina,

Concentracao de cloreto de calcio {moles/L)

pH 0,001 0,005 0,01 0,02 0,05 0,07 0,1
5,0 ~ - 60000 48000 30000 21818 15000
5,5 7253 15000 26667 34258 26667 15 000 4444
6,0 2373 7059 14117 21818 20000 13333 3000
6,5 322 1154 1304 6667 9600 4444 -
7,0 0 0 0 912 - -~ -
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TABELA 13 - Influéncia do calcio adicionado e do pH na veloci~
dade de coagulagao do leite pela renina, expressa

em unidades Soxhlet.

Concentracac de cloreto de calcio moles/L)

pH 0,001 0,005 0,01 0,02 0,05 0,07 0,1
5,0 - - 522 545 320 189 140
5,5 200 216 . 387 282 200 150 125
6,0 55 180 186 150 142 96 107
6,5 4 30 58 122 87 60 -
7,0 0 0 0 40 - - -
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4.9,

do .inativadas com © aunento da concentracac de ¢low
o ativo. A inativagdo da renina foi notavel,confirman-
do o achado de Pearce (75). O grau de inativagde desta en-
zima, porém, ndc fol tao elevado a 1,0 ppm de cloro como
relatado pelo autor, mas talvez tenha sido devido as dife-
rencas nas condigdes experimentais. As enzimas fingicas
foram, em geral, mais insensiveis ao cloro. Em particular,
a enzima da Endothia parasiiica que comecou a mostrar ina-
tivagao com 20 ppm, enguanto que as outras de origem Fan-—
gica ja foram sensiveis em 5 ppm de cloro, sendo que a
pepsina porcina mostrou maiox resisténcia do que a kovina.
Fase efeito também fol estudado em dois coallos wrerciais., A
amostra Q, representando a5 oukxras, com excegao da O, teve
conportamento bastante semelhante a0 da pepsina bovina,co-
mo podemos observar comparando as ‘abelas 18 e 20. Houve,
porém, uma diminulgaoc consideravel do percentual de ipati-

vacic em relac3c & pepsina hovina guando a concentracao de

clore atingiu 100 ppm. A amostyra O, rotulada como senda
coalho de vitelo, afastou-se bastante do padrdo segquido
pela renina, como podemos notar comparando as tabelas 19

e 21. Esse comportamento se deve, provavehnente,é peguena
gquantidade de pepsina bovina contida nesse coalho. Como
vémos, & possivel pensar-se no ugo do cloro ativo para se
texy umna estimativa da propor¢do de renina numa mistura en-

zimatica.

Diferenciacio das enzimas coagulantes em meic gel de agax-

caseing

O método do gel de agar~caseina de Cheeseman (18}, para O
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TABELA 14 ~ InfluBncia da concentracao de clore ativo na velo-
cidade coagulante da enzima do Mucor miehel, @ X

pressa em unidade Soxhlet,

Conc. de cloro Tempo em ninutos inativizéﬁa
em ppm 5 10 50 apds 20 minutos
0 186 186 186 0,0
1 186 | 186 186 0,0
2 186 186 186 0,0
3 | 186 1886 186 0,0
5 186 186 i8¢ 3,0
10 186 172 167 10,1
20 172 162 157 15,7
40 83 89 28 52 .8
100 77 77 73 60,9
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TABELA 15 ~ Influéncia da concentragac de cloro ativo na velow

pressa em unidades Soxhlet.

cidade coagulante da enzima do Mucor puslllus, ex-

Conc. de cloro tempo em minutos % de
PR > 10 20 o Pr i
0 184 184 184 0,0
1 184 184 184 6,0
2 184 184 184 0,0
3 184 184 184 0,0
5 164 184 177 3,7
10 .'184 177 171 7.0
20 165 159 145 21,0
40 106 104 102 44,0
100 64 61 58 68,4
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TARBELA 16 -~ Influéncia da concentracao de cloro ativo na velo-
cidade coagulante da enzima da Endeihia parasitica,

ex?ressa em unidades Soxhlet.

Conc, de cloro | tempo en minutos % de
ae e 5 20 o B0 s

0 4386 436 436 0,0

1 © 436 436 43¢ 0,0

2 436 436 436 D,o

3 436 436 436 0,0

5 436 436 _ 436 0,0

10 436 436 436 0,0

20 436 400 369 15,0

40 343 343 300 31,2

100 228 218 200 54,1
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PABELAE 17 ~ Influénecia da concentracgac de cloxo ativo na velo-

cidade coagulante da pepsina porcina, expressa e

unidades Soxhleb.

Conc. de clore tempo em minutos % de
0 3428 3428 3428 0,0

1 3428 3428 3428 g,0

2 - 3428 3428 3428 0,0

3 3428 3428 3428 0,0

5 3428 3428 3428 0,0

16 3428 3428 3000 12,0

20 3000 3000 2667 22,2

40 2667 266? 2400 36,0

100 1714 1500 500 56,2
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TABELA 18 - Infludnecia da concentragao de clorc ative na velo-

cidade coagulante da pepsina bovina, expressa om

unidades Soxhlet.

Cong. de cloro tempo em minutos % de

o e s 0B

0 1060 1000 1000 0,0

1 1000 1000 1000 0,0

2 1000 1000 1000 0,0

3 1060 1000 323 7,7

5 1000 1060 889 11,1

10 1000 889 857 14,3

20 1000 889 860 20,0

40 774 750 706 29,4

100 316 300 228 17,2
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TABELA 19 -~ Influéncia da concentracho de clore ative na velo-

cidade coagulante da renina, expressa em unidades

Soxhliet.

Cong, de cloxo tempo am minutos % de
P > 10 20 ap&?gﬁi;izzis
0 307 307 3067 0,0
1 206 183 173 43,6
2 173 169 164 46,6
3 72 48 41 86,6
5 17 16 14 95,5
18 0 0 0 100,0
20 0 0 0 100,0
A0 0 0 0 100,0

100 ¢ 0 O 106,0
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TABELA 20 - Influéneia da concentracgac de cloxe ativo na velo-
cidade coagulante do coalho comercial Q, expressa

e unidades Soxhlebt.

Conc. de cloro ~ tempo en minutos % de

o By ; 10 20 Auiragte

0 666 666 666 0,0

1 ' 666 666 666 0,0

2 666 666 631 5,3

3 666 631 615 7.7

5 | 666 631 600 16,0

10 600 585 585 12,2

20 585 571 571 14,3

40 510 480 450 33,4

100 338 307 289 56,7
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TARELA 21 - Influéncia da concentrac¢do de clorce ativo na velo-

cidade coaqulante do coalho comercial G, expressa
em unidades Soxhiet.
Conc. de cloroe . tenpo em minubtos % de

em ppm ; . _inativacao
' 5 10 20 apos 20 minutos

0 2000 2000 2000 0,0

1 1714 1600 1411 29,5

2 1500 1411 1411 29,5

3 1500 1411 1411 29,5

5 1411 1411 1333 33,4

10 1043 1043 1000 50,0

20 1050 1060 923 53,9

40 363 352 324 83,8

100 252 237 210 89,5
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4.10.

ensaic de reninas, tem sido o melhor caminho para revelar
a maioria dessas reagbes fundamentais, A formacgado do pa-
racaseinato de calcio pela acaoc da renina sobre a caseina
do meio resulta na formagao de zonas de precipitaqéo, na
medida em gue as moléculas da enzima se difundem atraves
do gel. Segundo Ganguli e Bhalerao (28), & certo gque tan-
to a natureza da enzima como o tipo de caseina tém influ-
Sncia na formacdo das zonas de precipitagdc. A aparéncia
das zonas de precipitacdo em gel de dgar-caseina com en-
zimas microbianas revela a diferenga basica nos seus mo-
dos de acgdo, quando comparadas com as enzimas de origen
animal. Em nogso experimentc, a renina, pepsina bovina,
pepsina porcina, as enzimas do Mucon miehes, Mucon pusil-
Lis e Endothia parasitica apresentaram zonas de difusio
pastante diferentes, como podemos observar na Figura 2,
mostrandoc gue suas caracteristicas fisicas sdo diferentes.
Comparando as PFiguras 3 a 5 com a Figura 2, notamos que
as zonas de difusio dos coalhos comercials se asseme Lham
com o tipo de difusdc apresentada pela pepsina hovina
(PR}. J& na Figura 6? apenas as amostras P e () se parece-
yam com a pepsina bovina, enquanto gque a amostra O apre-
sentou a forma de precipitagao caracteristica da renina
(RR, Figura 2). Cabe salientar agul que o coalho & o uni-

co rotulado como "de vitelo".

Filtracao em gel Sephadex G-100 dos coalhos comerciais a-

nostrados

Como procedimento de purificacdo, a filtracgdo em gel Se-

phadex & preferivel & cromatografia em DEA~Celulose (34,

67



MM - Acdo da enzima do Mucor miehet

MP - Acdo da enzima do Mucoa pusLfLus

EP - Acdo da enzima da Endothia parasiiica
PP - Acao da pepsina porcina

PB - Acao da pepsina bovina

RR - Acdo da renina gastrica

FIGURA 2 - Acdo das enzimas coagulantes utilizadas como padrao
em meio gel de agar-caseina. Observe-se que cada en-
zima possui aureéolas ou zonas de precipitacgao carac-
teristicas que permitem a sua identificacao, sendo
as enzimas da especie Mucox séo bastante semelhan-

tes.
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FIGURA 3 — Acdo dos coalhos comerciais amostrados A, B, C, D e

E em meio gel de agar-caseina.

69



FIGURA 4 - Ac3o dos coalhos comerciais amostrados F, G, H. I e

J em meio gel de agar-caseina.



FIGURA 5 - Acgao dos coalhos comerciais amostrados L, M e N

meio gel de agar-caseina.
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FIGURA 6 - Acao dos coalhos comerciais amostrados O, P e Q em
gel de agar-caseina. O coalho O mostrou as zonas de
precipitacdo tipicas da renina. Esse foi o unico coa-

1ho rotulado como sendo coalho de vitelo.
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35 e 60}, ou precipitagdc por etancl (59, 70 e 104). Além
disso, a coluna de filtracio pode ser usada varias vezes
sem reempacmtémento {103} . Assim sendo, resclvemos usar
esse tipo de procedimento, empregande uea coluna de gel
Sephadex G~100. Nas Figuras 7 a 28 (ver anexo}, aparecem
os perfis de eluigéo tanto das enzimas padrao como dos
coalhos, cada perfil constando de uma curva de absorban-
cia protéica a 280 mm e outra de atividade coagulante.Po-
demos notar em algqumas Flguras que © pico de protelna con
atividade coagulante nac aparece claramente destacado na
curva de absqrgéo ultravioleta, mais provavelmente devido
a diluigéo proporcionada pelas outras proteinas contami-
nantes. Em relac%@ ds enzimas padrdo, a renina (Figura 7)
e a pepsina porcina (Figura 8) mostraram perfis de absor-
cBo ultravioleta e atividade coagulante simples, bem de-
finidas e coincidentes na sua maior parte. Ja a pepsina
bovina (Figura 9) purificada no laboratdrio apresentou gqua-
tro plcos principais de absorxgdo ultravioleta, sendo urn
deles com atividade coagulante. As enzimas padrae de ori-
gem flingica (Figuras 10, 11 e 12) se encontravam em  si-
tuacho de pureza semelhante a nossa preparagdo de pepsina
bovina: iste &, foram varios os picos proteicos gue  nao
possulam atividade coagulante. Os perfis das amostras {ver
anexo, Fliguras 13 a 28}, em geral, apresentaram pexrfis
tanto ou mais complexos que © da pepsina bovina (Figura
9}, sendo gue houve semelhanga gqualitativa entre o perfil
da pepsina bovina e os perfis das amostras A, B, ¢, &, F,
P e O (ver anexo, Figuras 13, 14, 15, 17, 18, 27 e 28,
réspeativamente). A proporgac entre os guatro picos  pro-

téicos, porem, foi variavel entre os diversos coalhos.
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4.11.

Por sua vez, 0 coalho O (Figura 13} apresentou uma vari-
ante do perfil da pepsina bovina entre ¢ primeiro e o se-
gundo pico de eluigao. Observando-se os volumes de elui-
¢do das diversas enzimas, podemos notar que ndo houve
suficiente diferenga entre elas para decidir gqual ¢ tipo
de coalhe utilizado em cada produto. Assim, a renina e—
luiv a 165 mlL. As duas pepsinas € as enzimas fungicas,
todas entre 150 e 155 nml. Por cutro lado, nas amostras dos
coalhos G a N, gue ap:eseﬁtaram perfil de eluicdo altera-
do, o volume de eluicao da proteina com atividade variou

entre 200 e 215 mL., Nas restantes, com perfil de eluicgdo

normal o volume de eluicae variou de 160 a 175 mL. Mao
foi possivel também estabelecer qualguer relacao entre

o tipo de perfil e o estado fisico ou a atividade proteo-
litica do produto. Sabe-se apenas que, exetuando-se oS
coalhos H e J, os coalhos com perfil de eluicdo alterado
eram da forma liquida. A causa da alteracao desses perfis
nao & conhecida; porém o aparente deslocamento dos picos
de alto pesc para a regiao de menoy peso nolecular S~
geriu possivel degradaqéo autolitica anterior ou durante
o processo de obtengdo dos coalhos em questac. Mesmo o}
deslocamento e alargamento dos picos de atividade & indi-

cativo de algum tipo de proteblise das enzimas coagulan -

tes.

Eletroforese normal das fracdes dos padrdes e ccalhos co-

merciais com atividade coagulante

Em geral, pode ser observado nas Figuras 14 a 17 que as

fracSes da filtracdc em coluna de Sephadex com atividade
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ccagulante mostraram uma banda eletroforética principal,
indicande assim a relativa homogeneidade da fragao pPro-~
téica, o que & corrobﬁrado por Shehata 2 colaborado-
res (89), gue também fizeram uso desse procedimente para
examinar a homogeneidade das fragdes obtidas por filtra-
cao em gel Sephadex G-100. Segundo Kdning {48), a técnica
da eletroforese permite a separagdo satisfatdria entre -
renina, pepsina bovina e pepsina porcina. Essa técnica fol
usada tambem por Alais e Novak (3) para distinguir a en-—
zima produzida pelo fungo Endothia parasiitica, da renina.
Edwards e colaboradores {24) provaram gue as bandasz Ob-
tidas em gel de poliacrilamida, de gqueijos Cheddar fabri-
cados com renina e enzimas coagulént@s fangicas s&do Gtels
na determinacgdo do tipo de coagulante usado na fabricacao
do gqueijo. Istop €, na disting8o e separacio da renina e

seus substitutos,.

Como podemos observar na Figura 14, as bhandas eletroforé
ticas obtidas das enzimas padrdo ten mobilidades diferen~
tes no gel. Comparandc as bandas produzidas poxr 15 dos 16
coalhos comerciais, com excecao do coalho O, (Figuras 15
a 17) com a banda fornecida pela pepsina bovina, Venos
gue ha coincidéncia nas mobilidades, sugerinde gue os mes
mos tém como enzima coagulante a pepsina bovina, enguanto
que a barnda fornecida pela amostra de coalho O tem mobi~
lidade semelhante a da renina. Como o abate de bovinos
segundo informacao dada pelo Servigo Especial de Produgao
Animal da Delegacia Federal da Agricultura MA/SC & em me-
dia de quatro ancs e meio, & de se esperar gue haja ele-

vada concentracgdo de pepsina nessas amostras, uma vez que
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em estomagos de bovinos com mais de dois anos de idade ha

apenas tragos de renina (4).
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MM - Enzima do Mucor miehed
MP - Enzima do Mucor pusillus
EP - Enzima da Endothia parasitica
PP Pepsina porcina
PB Pepsina bovina
RR - Renina gastrica
FIGURA 14 - Eletroforese em gel normal de poliacrilamida, pH

7,0, das enzimas coagulantes usadas como padrao.Pe-
la mobilidade observam-se diferencgas substanciais
entre a maioria das enzimas, especialmente entre
as de origem flUngica e animal. Enquanto que as en-
zimas do género Mucor mostraram grande diferenca
entre si, as pepsinas mostraram relativa similari-

dade.
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FIGURA 15 - Eletroforese em gel normal de poliacrilamida da
fracao Sephadex dos coalhos comerciais A, B, C, D,
E e I, que mostrou atividade coagulante. Observe-se
a diferenca, ainda que pequena, entre a mobilidade

da pepsina porcina (PP) e a das amostras de coalho.
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FIGURA 16 - Eletroforese em gel normal de poliacrilamida da
fracdo Sephadex dos coalhos comerciais G, H, I, J,
L e M, que mostrou atividade coagulante. Comentario
igual ao da Figura 29. Observa-se-a, também, que
as bandas ténues sdo devidas a provavel degradacao

dos produtos comerciais.
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FIGURA 17 - Eletroforese em gel normal de poliacrilamida da
fracdo Sephadex dos coalhos comerciais N, O, P e Q,
que mostrou atividade coagulante. Eletroforetica-
mente, o coalho O demostra consistir principalmente
de renina, sendo que tracos de pepsina bovinra sao
também perceptiveis. A qualidade dos coalhos P e Q

foi boa, como nos coalhos A a F.
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5, CONCLUSOES: A avaliacaco laboratorial dos dezesseis coalhos

comerciais levou as segquintes conclusdes.

0 pH dos coalhos comercials amostrados esta dentro da

faixa de malor estabilidade proteolitica.

A qualidade bacterioldogica de 88% dos coalhos analisados

esta dentro de limites aceitavels.

A atividade coagulante declarada dos coalhes foli geral-
mente igual ou inferior & encontrada, havendo ainda oran—

de variacao de atividade entre eles.

a5 enzimas coagulantes padrCes da Endofhia parasitica e
renina foram as que apresentaram malor e menor atividade
proteolitica nas condigbes utilizadas, respectivamente,2
atividade proteclitica dos coalhos comercials variou
bastante, provavelmente como resultado da contaminagao

com outras enzimas proteoliticas.

Az concentracoes de calclio gue promoveram velocidade ma-~
xima de coagulaglo para todas as enzimas estudadas esta
entre 58 e 68 nmM, nas condiches de temperatura e pH uti-
lizadas. Ne pH 6,5, normalmente usado para coagular en-
zimaticamente o leite nas indUstrias queijeiras, a velo-
cidade maxima de coagulagdo para todas as enzimas oOcCor-

reu com concentracio de 68 mM de calcio.

2 concentracaoc total de cilcic {existente no leite mais

o adicionado) mnormalmente usado na pratica de fabrica~

 ¢ao de gueijos, estd bem abaixo daquela necessaria para

que ocorra a velocidade mixima de coagulagao.

&8



Todas as enzimag testadas foram = afetadas pelo cloro a-
tivo. Toedavia, somente concentracdes de cloro acima de
1060 ppm inativaram as enzimas coagulantes do Mucoxa mie-
hel, Mucon pusillus,Endothia parasifica, pepsina porcina
e pepsina bovina, engquanto gue & renina fol completamen-—
te inativada com 10 ppm. Esse efeito foi facilmente de-
tectado nas enzimas cromatograficamente homogéneas ,sendo
gue o mesno fol observado também com os coalhos brutos,

poram, com percentual de inativagio um pouce menor.

Com a combinacdo dos métodos de difusdo em gel de agar-
caseina, filtragdo em gel Sephadex G-100 e eletroforese
em gel de poliacrilamida, foi possivel identificar as
enzimas coagulantes contidas nos coalhos comerxcials es-
tudados. Por outro lado, com gualguer um dos métodos. i-
soladamente nao foi possivel fazer-se essa  identifica-
ca0.

0s coalheos estudados, gue representaram 0s cornarcialmen-
te disponiveis no mercado brasileiro, tem como principal
enzima coagulante a pepsina bovina. Um dos coalhos, po-
rém, apresentou como agente coagulante principalmente re-

nina com tragos de pepsina bovina.
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phadex G-100 e localizagdo do pico de proteina com

atividade coagulante.
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6-100 e localizacho do pico de protelina com ativi~
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PICURA 21 - Cromatografia do coalho comercial I em gel Sephadex
G-100 e loealizaclo do pico de proteins com ativi-

dade coagulante.

118



320 ¢ 4400

3 1300

-t

3 ;

1 o

0

- 200 L @

FNIO .

— - 9

LS UJ

o 4200 m

& =

=

a D"

& m

a 0

ol r o

o i 3]

i3] 3

'g 10¢G p g

g 4 100 &

i i

Ne o

g } o

a G

i} 1 *E}‘I

2 >
0 0

Ne de fracgdes

FIGURA 22 - Cromatografia do coalho comercial J em gel Sephadex
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FIGURA 24 - Cromatografia do coalho comercial M em gel Sephadex
G-100 e localizacgdo do pico de proteina com ativi-
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FIGURA 27 - Cromatografia do coalho comercial P emn gel Sephadex
G-100 e tocalizacio do pico de proteina com ativi-

dade coagulante.
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FICURA 28 - Cromatografia do coalho comercial O em gel Sephadex
G-100 e localizagéo do pico de pxateina com  ativi-

dade coagulante.
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