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RESUMO

partindo-se das enzimas coagulantes de leite da Endothia pa-
rasitica Mucor miehei, Mucor pusillus, pepsina bovina, pepsi
na porcina e renina estudou-se a infludpcia da concentragao
do ion célcio na velocidade de coagulagdo do leite a diver -

sos pHs.

A concentragao de calcio idnico que forneceu a velocidade ma
xima de coagulagdo foi 58 e 68 mM para as duas pepsinas e
para as outras enzimas, respectivamente, a pH 5,0 e 35°C.

SUMMARY

Influence of the calcium ion concentration on the rate of
milk coagulation by the enzymes of Endothia parasitica Mucor
miehei, Mucor pusillus, bovin pepsin, porcin pepsin and renin
was studied. Optimal rates were obtained at 58 and 68 mM of
Ca for the two pepsins and the other enzymes respectively,
at pH 5,0 and 35°C.
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1. INTRODUGAO ke

A determinacao da atividade coagulante é usualmente basea
da na coagulagao do leite em circunstancias condicionadas, u
sando-se um coalho padrac. Ja é também conhecido que mudan-
gas na composigdc e caracteristicas do leite como pH, concen
tracao de calcio e temperatura afetam profundamente a veloci
dade de coagulacao. Além disso, os coalhos dependem de manei
ra diferente do pH, temperatura e concentragac de calcio id-
nico (5).

0 calcio existe no leite sob trés formas: livre ou idnico,
complexado com anions inorganicos come o fosfato eo citrato,
e ligado a caseina. As duas primeiras formas sio caracteriza
das como calcio solivel, porque o calcio complexado com a ca
seina pode ser separado por ultracentrifugacao (7). Na indds
tria costuma-se adicionar cilcio ao leite que vai se trans -
formande em queijo, principalmente se este for pasteurizado;
isso porque 0 aquecimento causa precipitacao do calcio idni-
co e, portanto, diminuig¢ac do poder coagulante da enzima(B).
0 calcio no leite bovino foi estimado por Holt e Muir (2),em
3,2 mM com murexide e 2,1 mM por Muldoon e Liska (6), utili-
zando dois métodos: Resina trocadora de anions e eletrodo sen
sivel ao cilcio. Foi de nosso interesse estudar o comporta -
mento das seils enzimas padroes frente diversas concentragoes
de ion cdlcio e em virios valeres de pH.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras Utilizadas:

As enzimas utilizadas como padroes, ou seja, a enzima
coagulante de leite da Endothia parasitica foi obtida na In-
distria Farmacéutica Pfizer, de Guarulhos, SP. A do Mucor
miehei, renina e pepsina porcina, obtidas da Companhia Quimi
ca Sigma, St. Louis MO. Do Mucor pusillus, junto a Meito San
gyo Co. LTD. Japdo. A pepsina bovina, obtida em estado bruto
da CHR Hansen Indistria e Comércio Ltda, Valinhos, SP e puri
ficada no nosso laboratério. As amostras de coalhos comercia
lizados no Brasil foram direta ou indiretamente obtidos jun-
to as industrias produtivas, localizadas nas regices centro-
sul e sul do pais.

2.2 Métodos:

Para a determinagdo do contelido total de calecio no
leite em po desnatado a 10% em agua destilada, utilizou-se o
procedimento descrito pela Internacional Dairy Federation(3).



0 principio do métedo baseia-se na dissolucao do céalcio %
precipitagio das proteinas com 4cido tricloracético. 0 cal
cio contido no filtrado é precipitado como oxalato de calcio,
separado por centrifugagao e titulado com permanganato de po
tassio.

A atividade coagulante foi obtida pelo método de Soxhlet,
citado por Iwesaki (4), usando-se como substrato leite em po
desnatado marca Molico, da Companhia Industrial e Comercial
Brasileira de Produtos Alimentares - SP.

3.RESULTADOS E DISCUSSAD

Nas tabelas 1 a 6 mostramos os valores de atividade coa-
gulante em unidades Soxhlet, onde podemos observar que para
todas as enzimas testadas a velocidade maxima de coagulagaoo
correu com concentragac de calcio entre 10 a 50 mM nos pHs
utilizados e temperatura de 35°C. Assim, a quantidade total
de cilcio onde ocorreu a velocidade maxima de coagulagao pa-
ra todas as enzimas fol a soma do ja existente no leite subs
trato 48 mM, mais o adicionado; isto é, entre 58 e 9B mMpara
todas as enzimas, nas condigdes descritas.

Nota-se também nas tabelas ja referidas que em pH 5,0 so
mente as pepsinas tiveram sua velocidade maxima de coagulagao
com 10 mM de acidez enquanto que com as restantes, esse feno
meno ocorreu com 20 a 50 mM.

Ja, em pH 5,5 além da pepsina bovina também a enzima do
Mucor pusillus teve sua velocidade maxima de coagulagao com
20 mM de cAleio. Em pH 6,0 todas as enzimas estudadas,com ex
cecdo da renina e pepsina porcina tiveram sua velocidade ma
xima de coagulagdo na concentragdo de 20" mM de calcio. Somen-
te em pH 6,5 e 7,0 ocorreu a velocidade maxima de coagula-
gdo para todas as enzimas na conceuntragio de calcio entre 20
e 50 mM, com excegio da pepsina porcina que em pH 7,0 foi
inativada.

4.CONCLUSOES'

0s resultados encontrados sugerem trés conclusoes:

a) O pH entre 6,0 e 6,5 usado na pratica ndo & o que pro
move maxima velocidade de coagulagdo do leite para ne
nhuma das enzimas, como foi apontado por Alais G1).s

b) Somente em pH 6,5 e cancenyraqﬁo de 20 a 50 mM de cal
cio ocorreu a velocidade méxima de coagulagao para
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todas as enzimas estudadas.

¢) A quantidade total de calcio (o existente no leite
mais o adicionado) usado na pratica para coagular o
leite a ser transformado em queijo, esta bem abaixo
daquela necessaria para que ocorra a velocidade maxi
ma de coagulacao.

TABELA T - Influéncia do Cilcio adicionado e do pH na ve-
lecidade de coagulagao do leite pela enzima do
Mucor miehei, expressa em unidades Soxhlet.

Concentracéo de Cloreto de Calcio (moles/L)

pH 0,001 0,005 0,01 0,02 0,05 0,07 0,1
5,0 = - 1333 1846 899 615 400
5,5 432 840 1091 1000 774 571 343
6,0 152 374 522 615 545 470 320
6,5 10 9% 188 286 414 421 -
7,0 0 0 0 110 - - -

(- ) Houve precipitacido espontinea das proteinas do leite
quando se acrescefntou HCl, para baixar, e Na OH, para
elevar o pH.



05

TABELA 2 - Influéncia do Cidlcio adicionado e do pH na ve-
locidade de coagulagao do leite pela enzima coa
gulante do Mucor pusillus, expressa em unida -
des Soxhlet.

Concentracao de Cloreto de Cilcio (moles/L)

pH 0,001 0,005 0,01 0,02 0,05 0,07 0,1
5,0 = = 2400 3428 1714 1000 667
555 795 1380 1846 1846 1263 923 631
6,0 86 738 800 1000 923 667 400
6,5 7 59 184 387 300 348 =
7,0 0 0 0 88 = = =
TABELA 3 - Influéencia do Calcio adicionado e do pH na velo

cidade de coagulacao do leite pela enzima coagu
lante da Endothia parasitica, expressa em unida
de Soxhlet.

Concentracao de Cloreto de Caleio (moles/L)

pH 0,001 0,005 0,01 0,02 0,05 0,07 0,1
5,0 - - 3429 8000 2182 1846 1263
5.5 1912 2381 2667 2182 2000 1600 1263
6,0 600 1333 1714 1846 1846 1500 1000
6,5 145 290 436 1043 827 615 -

7,0 19 63 124 304 = = =
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TABELA 4 - Influéncia do Calcio adicionado e do pH na velo
cidade de coagulagdc do leite pela pepsina por-
cina, expressa em unidades Soxhlet.

Concentracao de Cloreto de Caleio (moles/L)

pH 0,001 0,005 0,01 0,02 0,05 0,07 0,01

5,0 = = 10909 10000 7272 3243 3809

5.5 1714 4000 5217 6857 7272 4285 1263

6,0 B57 1714 3809 5853 6315 3000 2968

6,5 3% 480 1021 2823 3000 1290 =

7,0 0 0 Q Q = ol =

TABELA 5 - Influéncia do Cilcio adicionade e do pH na ve-
locidade de coagulagdo do leite pela pepsinahbo
vina, expressa em unidades Soxhlet.

Concentragao de Cloreto de Calcio (moles/L)

pH 0,001 0,005 0,01 0,02 0,05 0,07 0,1

5,0 = s 60000 48000 30000 21818 15000

5,5 7253 15000 26667 34258 26667 15000 Sl

6,0 2373 7059 14117 21818 20000 13333 3000

6,5 322 1154 1304 6667 2600 AL =

7,0 a 0 0 912 i - -
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TABELA 6 - Influéncia do Calcio adicionado e do pH na velo-
cidade de coagulacio do leite pela renina, ex-

pressa em unidades Soxhlet.

201 Concentracao de Clorete de Cilcio (moles/L)
| 0,001 0,005 0,01 0,02 0,05 0,07 0,1

5,0 - - 522 545 320 198 140
5,5 200 216 387 282 200 150 125
6,0 55 180 186 150 142 96 107
6,0 § 30 58 122 87 60 -
7,0 0 0 0 40 - - -
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