ENZIMAS COAGULANTES OBTIDAS A PARTIR DA Endothia parasitica,
Mucor miehei E RENINA: DIFERENCIAGAO EM GEL DE AGAR-CASETNA

HONGRIO DOMINGOS BENEDET*

As enzimas coagulantes de Mucor miehei, Endothia
parasitica e renlna foram estudadas a fim de determi
nar se havia ou no dlferengas de agdo scbre a ca-
seina dcida e suas fragoes c, B e K. Atraves da di-
ferenc1agao de en21mas coagulantes em meio gel de
agar-caseina, as trés apresentaram zonas de difusao
bastante dlferentes, nostrando, portanto, que suas
caracteristicas fisicas s3o diferentes.

1 INTRopugio

Enzimas coagulantes de leite sdo muito difundidas entre oS se-
res vivos e sao encontradas no mundo animal, vegetal e, sobre-
tudo, no mundec dos mlcroblos, seja de bactérias ou de fungos.
Destes foram isolados hd vdrios anos coagulantes propostos co-
mo. substitutos do cocalho de vitele, no momento em que este se
tornou de dificil aquisigdo.

Muitos foram oS mlcrorganlsmos que forneceram resultados posi-
tives, porém, somente de trés deles conseguiu-se obter produ-~
tos comerciais jd disponiveis no mercado Mucor pusillus, Mucor
miehei e Endothia parasitica.

Este trabalho teve como objetivo estudar a possibilidade de di-
ferenciar as enzimas coagulantes obtidas por fermentagao a par-
tir da Endothia pa 351t1ca, Mucor miehei e a renina de origem
animal, utilizando-se o método do gel de agar-caseina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras utilizadas

2.1.1 Leite integral de vaca holandesa da raga Holstein, ndo
pasteurizado, utilizado 1logo apds a ordenha;

2.1.2 Enzima da Endothia parasitica, obtida na Industrxa Farma-
céutica Pfizer em Guarulhos, Estado de Sdo Paulo, ja em estado
purificado, com o nome de "Sure Curd":

2.1.3 Mucor miehei, que foram obtidos em laboratdrio;

2.1.4 Le:te em po desnatade, marca Silhoutte, fabricado por Pro-
dutos Fleischmann & Royal Ltda.

2.2 Reagentes

Todes os reagentes utilizados foram do tipo analitico das marcas:
Merk, Baker, Sigma, Ecibra, Reagen, Carlo Erba.

As solugdes foram preparadas pelas formas usuais, sendo utiliza-
das vidrarias normais de laboratdrio, (tubos de ensaio, provetas,
bekers, erlenmeyers, etc).

2.3 Equipamentos

2.3.1 Potencidmetro H-5 Horiba .

2.3.2 Centrifuga IEC UV-Damon/IEC Division, International Bquipment.
2.3.3 Centrifuga refrigerada Beckman Model J-21 B.

2.3.4 Fotocolorimetro Spectronic 20, Baush & Lomb.

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

2.3.6 Banho-maria, Soc. Fabbe Ltda. Model L 69, com temperatura
controlada.

2.3.7 Agitador, Rotary Shaker.

2.3.8 Outros equipamentos de uso comum em laboratério, camo: ba-
lanca analitica, estufa, dessecador, etc.

2.4 Obtencao de enzimas
2.4.1 Renina

Obtida segundo metodo descrito por BERRIDGE (1), ou seja, a par-
tir do gquarto estomago de bezerros lactentes, lavado em agua fria,
cortado em pequenos pedagos, colocado num erlenmeyer e pH acer-
tado para 2,0 com HCl. Em seguida, os pedagos foram triturados
em_liquidificador e a massa resultante deixada em banho-maria a
35% por 20 minutos. Decorrido este tempo, centrifugou-se a 846 x g
por 10 minutos e separou-se o sobrenadante, ao qual foi adicio-
nado 70% do volume em alcool etilico, havendo a precipitagdo da
enzima renina. Essa solugao foi deixada em repousc por 24 horas
a 4% para completa sedimenta¢do. A maior parte do bsobrenadante
foi separada por decantagdo e a enzima por centrifugagdo a 11.140 x g
por 10 minutos, e seca a temperatura ambiente.
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durante 15 minutos, para dissolver cerca de 50%, acertando- se
novamente o pH para 6,8 com NaOH 0,2 N. Colocou-se 50 ml de a-
gua destilada num erlenmeyer de 250 ml, juntou-se 1 g de 4&gar
submetido & ebuligdo até dissolvigdo total. Esfriou-se (cerca de
40°C) e adicionou-se o sobrenadante da solugdo de caseina acida
anteriormente preparada, vagarosamente sob agitagao lenta para
evitar a formagéo de espuma. Imediatamente verteu-se cerca de
25 ml desse melo em 4 placas de petri gue foram de1xadas para
solidificar. Apds a sclldlflcagao, foram feitos trés furos em
cada placa de cerca de 1 cm de didmetro, colocando-se duas go-
tas de enzima do Mucor miehei, Endothia parasitica e renina ,
contendo 109 US de atividade por ml no primeiro, segundo e ter-
ceiro furo de cada placa, respectivamente. A seguir foi adicio-
nada uma gota de toluol em todos os furos das quatro placas sen
do as mesmas incubadas a 30°C por 24 horas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um grama de caseina, apés ser tratado, resultocu no aparecimento
de halos ao redor dos furos onde haviam sido depcs;tadas as en-
zimas, como se pode observar na Figura 1.

FIGURA 1 - ACAO DAS ENZIMAS COAGULANTES EM MEIO GEL DE AGAR
CASEINA

G - Agdo da renina gdstrica
M - Acao da enzima de Mucor miehei
E - Agdao da enzima de Endothia parasitica
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0 método gel de dgar-caseina, de CHEFSEMANN (2) para o ensaio de
reninas, tem sido o melhor caminho para revelar a maioria des-
sas reagoes fundamentais. A formagdc do para-caseinato de cdl-
cio pela agdo da renina sobre a caselna do meio, resulta na for
magao de zonas de precipitagdo devido a difus3oc das moléculas
de enzima no gel. Segundo GANGULI e BHALERAO (3) parece que
tanto a natureza da enzima como o tipo de caselna, tém influén-
cia na formagao das zonas de prec1p1taqao A aparen01a das zo-
nas de precipitag@o em gel de dgar-caseina com enzima vegetal e
en21ma microbiana, revela a dlferenga bdsica nos seus modos de
agdo quando comparadas com renina animal.

4 CONCLUSAO

No presente experimento, a renina, a enzima de Mucor miehei e
a Endothia parasitica, apresentaram zonas de difusao bastante
diferentes, mostrando que suas caracteristicas fisicas s3o dis-
tintas.

Através da diferenciagdo das enzimas coagulantes do Mucor miehei,
Endothia parasitica e renina no meio gel de agar caseina, con-
cluiu-se que a difusdo das moléculas das enzimas é diferente.

Abstract

Calf remnin and coagulation enzymes from Mucor miehei and Endothia
parasitica were used in tests to compare their actions upon acid casein
and its fractions @, B and K. The three coagulating enzymes showed
distinct diffusion bands in casein-agar gel wich indicated that they have
different physical properties.
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