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Summary.

The milk-clotting activity of an extract of coagulant obtained from the
flowers of Cynara humilis L. has been compared with that of crystalline
rennin, pig pepsin, and crude papairn.

The influence of enzyme concentration, temperature, pH, and calcium
chloride on the clotting activities of the four enzymes, was also inves-
tigated.

Resumen.

Se ha estudiado comparativamente la actividad coagulante del extracto
obtenido de la flor def cardo Cynara humilis L., de fa renina cristalina,
pepsina porcina y papaina bruta, asf como la influencia de la concentra-
cién enzimdtica, temperatura, pH y concentracion de cloruro célcico,
sobre la actividad coagulante de las cuatro enzimas.

Fl extracto de la flor de cardo se utiliza en la peninsula Ibérica como cuajo
vegetal en la fabricacion casera de los quesos de oveja espafioles de los Pedroches
(Cordoba), Serena (Badajoz), queso torta del Casar (Cdceres) y queso de los montes
de San Benito de Huelva; ocasionalmente se emplea en la fabricacion del queso de
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Aragén'. Los campesinos portugueses también usan la flor de cardo para elaborar

los quesos de Serra y Serpa®®.

El extracto coagulante se obtiene de los cardos del género Cynara, principal-
mente de las especies C cardunculus, C. humilisy  C. scolvmus*.

Christen y Virasoro 7 estudiaron las propiedades coagulantes de la leche
de extractos de los pétalos de la flor del cardo C cardunculus. Mds recientermente
se ha determinado la actividad coagulante del extracto de flor de cardo {C cardun-
culus), asi como la influencia de factores tales como la temperatura, pH concentra-

¢cién de enzima y tipo de leche®®.

El objetivo del presente trabajo es determinar la actividad coagulante de la
proteasa presente en la flor del cardo C. humilis, asi como el efecto de la concen-
tracién de enzima, temperatura, pH, y concentracién de cloruro célcico sobre el
tiempo de coagulacion.

La actividad coagulante del cuajo de cardo se investiga comparativamente, uti-
lizando otro coagulante vegetal {papaina) y dos coagulantes de orig:1 animal:
pepsina porcina y la renina cristalina.

En otro trabajo paralelo realizado en este Departamento se ha investigado la
actividad proteolitica del extracto del cardo C fumilis por electroforesis cuanti-
tativa, asi como la influencia del cloruro sédico, utilizando como referencia renina

cristalinal®,

Material v métrtodos.

Substiato.  Se ha utilizado leche descremada reconstituida segin®.

Enzimas coagulantes. Renina cristalina (E. C. N.° 3.4.23.4), pepsina porcina
(E.C.N.° 34.4.1) y papaina bruta (E. C. N.° 3.422.2.), obtenidos de Sigma.

Polvo bruto de pétalos desecados de la flor de cardos silvestres de la especie
Cynara humilis.

Soluciones enzimdticas. La renina se disolvie en agua destilada a una concen-
tracién de 80 ng/mi. Un mililitro de esta solucion dio tiempos de coagulacién pro-
Ximos a & minutos.

De los restantes coagulantes se obtuvieron soluciones madres, dejandolos mace-
rar en agua destilada durante 12 horas y filtrando seguidamente; los filtrados fueron
diluidos hasta conseguir gue las soluciones de ensayo tuviesen aproximadamente el
mismo tiempo de coagulacién que la sotucidn de renina cristalina.

Determinacion de proteina. La proteina de los extractos enzimaticos se de-

.. - 1 I . . .
termind por el método de Jhonson * utilizando como referencia albimina de
suero bovino (Sigma). g
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Actividad coagulante de las soluciones enzimdticas. Se ha seguido la técnica
de Berridge®'* adoptada como “rennet test” y publicada por la Brirish Standard
Institution®. Las determinaciones se hicieron por duplicado.

Determinacion del tiempo de coagulacion en otras condiciones. Para determi-
nar la influencia de la temperatura, del pH, de diferentes combinaciones de tempe-
ratura y pH, de la concentracion de enzima y de la concentracion de Clz Caen la ac-
tividad de los cuatro coagulantes, se modificaron adecuadamente las condiciones de
la prueba normal del tiempo de coagulacion.,

En el caso del efecto del pH sobre el tiempo de coagulacion, alicuotas de la le-
che reconstituida fueron ajustadas a los diferentes valores de pH mediante la adicion
de 4cido lactico al 10 p. 100 o hidréxido sédico 0,1 N. El pH se ajust6 con titula-
dor combinado a pH-metro Beckman modelo Expandomatic.

Para estudiar el efecto de la concentracién de Cl, Ca se mezclaron en las pro-
porciones adecuadas la leche reconstituida normal y una alicuota de la misma,
a la que se afadié y en la que se disolvié cloruro cdlcico para ajustar la molaridad
a 0,03,

Resultados y discusion.
Efectos de la concentracion enzimdtica sobre el tiempo de coagulacion.

En la figura 1 se representan los tiempos de coagulacion correspondientes a
distintas concentraciones de las diferentes enzimas.

Fn general las concentraciones elevadas de renina, pepsina y extrato de flor de
cardo no tienen gran influencia sobre la actividad coagulante. A concentraciones
bajas, sin embargo, el tiempo de coagulacion tiende a incrementarse considerable-
mente con la disminucién de la concentracion de enzima;efecto que es algo menor
en la proteasa del cardo que en la renina y en ésta menor que en el caso de la pepsi-
na. Ketting v Paulay 16 hallaron que la actividad coagulante de la pepsina, a dife-
rencia de la renina, decrecia desproporcionadamente al decrecer la concentracion de
enzima.

En lo que respecta a la papaina el efecto de la concentracion del coagulante
sobre el tiempo de coagulacion es mds regular y tiende a ser mds lineal que en las
restantes enzimas (figura 1).

En el cuadro [ se muestran los valores K obtenidos multiplicando la concentra-
cién de enzima por el tiempo de coagulacidn. Los citados valores no son constantes,
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CUADRO 1. Valores K (producto de la concentracion de enzima por el tiempo de coagulacion).

Factor de Renina Pepsina Papaina Cardo
concentracién (g b) ¢} fd)
0,25 233,60 256,75 230,00 186,25
0,50 247 .50 264,50 366,00 240,00
0,75 305,25 28275 436,50 295,50
1,00 347,00 315,00 420,00 356,00
125 391,25 356,25 437,50 405,00
1,50 430,50 378,00 456,00 438,00
1,75 442,75 381,50 465,50 45500
200 454,00 364,00 336,00 444 00

{a) 80 ng proteina/ml.
/bj 78,51 g proteina/ml. L0-

fe) 2.1 mg proteina/ml.
{d} 4,3 mg proteina/mi. 351 :\
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como cabria esperar.de la relacidon de Storch y Segelke2®, sino que en los cuatro
coagulantes el valor K decrece al disminuir la concentracmn de enzima; hecho que
concuerda con las observaciones de Holter y Emstrom relativas a la renina,

Tampoco la concentracion de enzima se encuentra relacionada logaritmica-
mente con el t;empo de coagulacion, como sefialaron Grimmer y Kruge *2, segin

puede verse en la figura 2.

Efecto de la temperatura sobre el tiempo de coagulacion.

En la figura 3 se representan graficamente los datos referentes a la influencia de
la temperatura sobre la actividad coagulante de las enzimas objeto de estudio.

Dentro del margen de temperatura de 28 a 38° C la influencia de la temperatu-
ra en la actividad de los cuatro coagulantes es critica a juzgar por la elevada pendien-
te de las correspondientes graficas. Entre los 38° y los 48° C el tiempo de coagula-
cidn, por la accién de la renina cristalina, permanece aproximadamente constante,
acortindose a partir de los 50° C hasta alcanzar un minimo a los 60° C; a tempera-
turas mads elevadas (65° C) el t;empo de coagulacion aumenta nuevamente debidoa
la jnactivacion de la renina por desnaturalizacién térmica. Kelley 1% sefald que
a temperaturas superiores a 40° C la velocidad de inactivacion de la renina supera-
ba al aumento de su actividad, debido a la mayor temperatura.

También la actividad coagulante de la pepsina porcina se estabiliza entre los 40
y los 50° C; temperatura a partir de la cual comienza a manifestarse la inactivacion
enzimadtica. '

Los coagulantes de origen vegetal (papaina y proteasa de la flor de cardo) son
enzimas claramente termofilas, cuya actividad coagulante aumenta con la tempcora-
tura hasta valores relativamente elevados. A temperaturas de 75° C el tiempo de
coagulacién del extracto de flor de cardo es minimo para aumentar nuevamente a
80° C. Vietra de Sa vy Barbosa®® comprobaron que el extracto de la flor de cardo
¢ cardunculus era estable a alta temperatura y que su actividad coagulante se incre-
mentaba hasta alcanzar los 70° C, decreciendo a temperaturas superiores hasta el
punto de desaparecer totalmente a 75° C. La actividad coagulante de la papaina
aumenté progresivamente con la temperatura hasta 80° C, maxima temperatura ob-
jeto de ensayo.

Efecto del pH sobre el tiempo de coagulacion.

La figura 4 indica la influencia del pH en la actividad coagulante de las cuatro
enzimas. ) '
En el margen de pH comprendido entre 3,8 y 6,4 ¢l tiempo de coagulacién de

todas las enzimas aumenta con el pH sin que existan grandes diferencia en la sen-
6
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sibilidad al pH de la actividad coagulante de los cuatro fermentos. A pH superior a
6.4 existen sin embargo grandes diferencias en la sensibilidad al pH de la activi-
dad del coagulante de las diferentes enzimas, siendo las de origen animal mucho mds
sensibles a los cambios del pH que las de origen vegetal; la pepsina porcina es la
mas sensible, hasta el punto de que a pH 6,8 fue incapaz de coagular la leche
transcurridos 80 minutos. La enzima coagulante de la flor de cardo resulto ser la
menos sensible a los cambios del pH.

Se ha observado que la actividad coagulante de la proteasa microbiana Mucor
pusitlus var. LINDT es mucho mas sensible a los cambios de pH entre 0,4 y 6,8 que
la renina, pero mucho menos sensible Ia actividad de la pepsina porcina ( Richardson
et at‘.”).!gualmente se ha sefialado que entre los valores pH 6,3 v 6,8 la actividad
coagulante de la pepsina porcina disminuye mucho més rapidamente que la de la
renina®? vy que a pH 6,8 los niveles normales de pepsina son incapaces de coagu-
lar la leche® - Se ha sugerido que la pérdida de la actividad coagulante de la pep-
sina puede ser debida a su inactivacion por el pH elevado 8 A valores pH superio-
res a 6,0 la pepsina se hace crecientemente inestable, a pesar de que las pepsinas mi-
noritarias B y C sean estables a pH de 69y 25° ¢ 18,

L2 menor sensibilidad a los cambios del pH dentro del margen 6,4 a 7,0, obser-
vada en la actividad coagulante de la proteasa de la flor del cardo Cyvnara humilis,
respecto a la renina cristalina, difiere sustancialmente de las observaciones efectua-
das por Vieira de Sd y Barbosa 22,23, 24 oo ef extracto del cardo € cardunculus,
cuya actividad coagulante varié mds con el pH que la de 1a renina. A pH 7.0 el tiem-
po de coagulacion de la renina fue casi de una hora.

Efecto combinado del pH y de la temperatura sobre la actividad coagulante.

El efecto combinado de la temperatura sobre la actividad coagulante de la reni-
na cristalina vy de la proteasa de la flor del cardo se muestra en la figura 5. Puede
verse que a pH bajo (de 5,8) la temperatura apenas afecta al tiempo de coagulacion
y que el efecto es tanto mayor cuando mis elevado es el pH. A pH alto (de 6,8) el
aumento de la temperatura determina un notable incremento de la actividad coa-
gulante, tanto de la renina como del extracto de la flor de cardo. Estos resultados
concuerdan bastante bien con los obtenidos por Vieira de Si y Barbosa®® con

el extracto de cardo C cardunculus.

Efecto de la concentracion de cloruro calcico sobre la actividad coagulante.

La influencia de la concentracion de cloruro cdlcico sobre el tiempo de coagula-
ci6én de Ias cuatro enzimas se indica en el cuadro 11. El tiempo de coagulacion por
la accion de la papaina disminuye linealmente con el aumento de la concentracion
de iones Ca2™, mientras que en las restantes enzimas la actividad coagulante es mds

- 8 —
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sensible a bajas concentraciones de cloruro calcico. El efecto de la concentracién de
cloruro calcico sobre la actividad coagulante de la proteasa de la {lor de cardo es
muy similar a la de la pepsina porcina, si bien el tiempo de coagulacion de la dltima
es mayor en ausencia de calcio afiadido.
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