ESTUDO DA AGAO DA ENZIMA COAGULANTE DO MUCOR MIEHEI SOBRE A K-
CASEINA TRATADA A DIVERSAS TEMPERATURAS.

Hondrio Domingos Benedet *

A k-caseina,apds tratamento a diversas temperaturas e in-
cubada com a enzima coagulante do Mucor Miehei, foi subme
tida a eletroforese em Gel de SDS ;oi:acrzlamuda. apre-
sentande diferencas em relagaa a k-caseina nao aquecida,an
seja, observou-se que a ndc aquecida foi hidrolisada, en
quanto a aguecida praticamente nada sofreu, sugerindo que
a desnaturagao ccorrida inibiu a agio da enzima.

1 INTRODUGAO

A caseina foi por muito tempo considerada uma proteina pura, po
rém, a partir dos estudos de Linderstrong-Lang (2) em 1925 es-
se conceito teve de ser modificado. As 1nvestlgaqoes de Mellan-
der (4) em 1939, também demonstraram gue a caseina era composta
de no minimo trés componentes gue designou como o, # e y-casei-
na, de acordo com a ordem decrescente de suas mobilidades.Waugh
e Von Hippel (6) em 1956, descobriram gue a m:cela de caseina
era composta de caseinato de calc:c, f-caseina e um complexo de
n e k-caseina, sendo que a k-caseina era o fator mais 1mportan-
te, responsdvel pela estabilizagdo da micela e da protelna so-
bre a qual a enzima coagulante atuava 1medxatamente. Ja é tam -
bém conhecido gque mudanqas na compos:\(;ao e caracteristicas do
leite como pH, concentragido de ca1c1o e temperatura afetam pro-
fundamente a velocidade de coagulagac. Além disso, os coalhos de
pendem de maneira diferente do pH, temperatura e concentragao &
calcio idnico (3). O objetivo deste trabalho foi estudar o com-
portamento da enzima coagulante de leite de Mucor miehei scbre
a k-caseina tratada a diversas temperaturas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

2.1.1 Leite integral de vaca holandesa da raga Holstein, nao
pasteurizado, utilizado logo apés a ordenha;

2.1.2 Enzima coagulante de leite do Mucor miehei obtida em labo
ratério.
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2.2 Métodos

2.2.1 Obtengdo da enzima do Mucor miehei.

Foi obtida por fermentagdo em meio semi-solido de farelo de tr;
go durante 72 horas. Depois da fermentagdo, a enzima foi extrai
da em dgua destilada e postericrmente filtrada. Ao filtrado foi
adicionado 0,5 g de cloreto de sédic, mais 70% do volume em &1-
cool etilico sempre com agitagao, havendo precipitagio da enzima,
a qual permeneceu em repouso por 24 horas para completa sedimen-
tagdo. A maior parte do sobrenadante foi retirada por decantagao
e o restante, contendo a enzima precipitada, foi centrifugado a
11.140 g durante 10 minutos. Ac snbrenadante recuperadoe foi adl-
c;onado vagarosamente, e com agitagao constante, sulfato de amd-
nio até obter-se uma solugdo a 80% de saturag3o. Esta solugdo
foi deixada em repousc por 24 horas a temperatura de 49C e, em
seguida, centr;fugado a 11.140 g. O precsztadc foi dissolvido em
20 ml de dgua destilada e dialisado contra dgua destilada duran-
te 72 horas, sendo a dgua trocada quatro vezes e o dialisado
guardado a temperatura de 49C.

2.2.2 Determinagdo da atividade da enzima.

Foi determinada de acordo com o metodo de Soxhlet (5), utilizan-
do-se como substrato leite em pd desnatado, em 100 ml de dgua des
tilada contendo 0,01M de cloreto de calcio.

2.2.3 Obtengdoc das caseinas.

2.2.3.1 A caseina acida foi obtida segundo o método de Hipp et
al (1), a partir de um litro de leite fresco, ndo pasteurizado,des
natado, ao qual foi adicionade HCL 0,1 N até o pH atingir 4,6, ha
vendu a precipitagdoc da caseina. O preclpltado obtido apds sepa-
ragao do sobrenadante, foi congelado & - 18YC, liofilizado e guar
dado em geladeira a 4°c.

2.2.3.2 A k-caseina foi obtida de acordo com o método de Yaguchi
(8), utilizando-se uma coluna de gel Sephadex G-150 de 2,5 cm  x
95 cm de altura e a amostra de caseina acida eluida com tampdo
TCU (Tris-citrato 0,005 M,pH B,6, contendo 6 M de uréia). Foram
coletadas 120 Eraqoes cuja absorbancia foi medida a 280 nm, e o
volume contendo a k-caseina foi congelado a - 18°C, liofilizado e
guardado em geladeira a 4°C.

2.2.4 Eletroforese em gel de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) polia
crilamida.

Utilizou-se o método descrito por Weber e Osborn (7) para a deter
minagdc do peso molecular por eletroforese. O aparelho utilizado
foi uma fonte estabilizadora da FANEM, modelo 1050, tubos de vi-
dro de 0,5 cm x 8,0 cm e duas cubas de acrilico de 14 x 14 cm de
base por 7,0 cm de altura.

2.2.5 Preparagdo das fragdes de k-caseina e incubaglo com a enzima
coagulante.

Pesou-se 130 mg de k- -caseina num Becker de 50 ml, adicionou-se 12
ml de agua destilada e agitou-se durante aproximadamente 10 miny
tos. Em seguida, elevou-se o pH para 11,0, com a adigao de NaOH
g,2 N, segulda da adigdo de HC1 0,2 N para balxax o pH até 6,8
(essa adigdo foi feita vagarosamente sob agitagio constante, man-
tendo-se, assim, a k-caseina em suspensio aquosa). Obteve-se um
velume final de 20 ml, que foram distribuidos em 4 tubos de en-
saio. Um dos tubos permanecéu em temperatura ambiente e os ou-
tros foram submetidos a temperaturas de 40, 50 e 60°C, respectiva
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mente, durante 1 hora. Decorrido esse tempo, os guatro tubos fo
ram colocados - em banho-maria a 35°C por 20 minutos para esta-
bilizar a temperatura, gquande foi juntade 1,0 ml de solugdo de
enzima do Mucor miehei contendo 109 US/ml de atividade em cada
tubo, permanecende em banho-maria por mais 30 minutos. Em segui
da, mediu-se as absorbidncias a um comprimento de onda de 660 nm
num espectrofotdometro ultra- violeta Perkin-Elmer, Coleman 124 D.
Posteriormente, o conteldo dos tubos foi congelado a -1B°C, lig
filizado e submetido a eletroforese em dodecil sulfato de sdédio
(sDs}/poliacrilamida.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 mostra as bandas eletroforéticas obtidas da k- casei-
na submetida a temperatura ambiente; 40, 50 e 60°C e posterior-
mente tratadas com enzima coagulante do Mucor miehei.

—4 30.000

Tubo 1.1- :ase:na tratada a temperatura ambiente.
Tubo 2.k-caseina tratada a temperatura de 40°C.
Tubo 3.k-caseina tratada a temperatura de 50 °C.
Tubo 4.k-caseina tratada a temperatura de 60°C.

FIGURA 1 - Eletroforese em gel de SDS/poliacrilamida da k-casei
na tratada a diversas temperaturas e incubada com en
zima do Mugor miehei.

Pode-se observar na figura 1, que a k-caseina nao tratada pelo
calor (tubo 1) e a tratada a 40°C (tubo 2), foram atacadas pela
enzima coagulante do Mucor miehei, enquanto gque a k-caseina tra
tada a temperatura de 50 e 60°C (tubos 3 e 4 respectivamente)
nao foi atacada significativamente pela enzima, como se pode
observar nas bandas de prnte:na de pesc molecular 30.000, signi
ficando que provavelmente, apbés aguecimento, a referida caseina
tenha sofrido alteragces, tornando-se insensivel a enzima do
Mucor miehei.
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4 CcoNcLUSKO

Comparando-se a K-caseina submetida ao aquecimente com a que -
ndo foi aquecida, ambas submetidas & agdo da enzima coagulante,
nota-se que a primeira praticamente nio sofreu hidrélise, poden
do-se concluir que a mesma foi desnaturada.

Abstract

In the experiment to check the effect of heating upon the k-casein before
being treated by the coagulating enzyme from Mucor miehei, it was found
that, after heating, the hydrolysis did not occur, suggesting that
denaturation of k-casein inhibited the enzyma action.
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