UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

INVERTASES SOLUVEL E INSOLUVEL:
SUAS PROPRIEDADES E CINETICA

Iacy dos Santos Draetta

Quimica

Tese apresentada a Faculdade de Tecnologia

de Alimentos da Universidade Estadual de

Campinas, para obtengao do titulo de
mestre em Ciencia de Alimentos.

Orientador: Dr. Yong K. Park
Professor da F.T.A. - UNICAMP

1973

Ubito owi?
BIRLIOTI. Y 1lifo



6.
7.
8.

CONTEUDO

RESUMO o.o-on-onoo-ococoao-o-.-uoli.-ooootcovcovoan-0-ll-aloo-co

ABSTRACT ICIQ......CI.Il‘l‘.'"0'.."."'."..00’.'"'......l..‘
INTRODUCXO u..o...u'--.;vo'--otovoovoooo-ooooccoco-oocouootccﬁlo
REVISKO DE LITERATURA ‘o-..-oo.-uo..oova'ovvccoooovoucnthoooo'o

2,1, Propriedades da INVETLABE «vvvrerrnrnenvnvnenvnnnvnennnnn.
. Obtengao de invertase B
. Especificidade I SN
. Mecanismo da e
. Determinagoes enzImicas ....eeeverieveseeeenvenneennsonnen.
» Inibidores ...u.ieiiiieiiiiiiiieeeiiitinctttntnneneannnne. 10
. Cinetica I T A I |
. Aplicagao I U AP | - |

bdATERIAISEMETODOS @800 ssr 00 0r0c0cs0s00000c000ssRs00 s e RESOOSIES 20

INVETEASE +euvunervrnsussnneoesnensenssnsneenssnseesnsnnes 20
Substrato Teretarratectcarieitttittcetitstssatrsraracsnaes 20
Obtengao de invertase solivel e insolivel secrecnsererssss 20
Determlnagao de atividade enzimica ...uvvevenvenvsonsanees 20
Unidade de inVertase .uveveeeeereceesesneonocenseenenneans 20
Efeito da autolise 3 |
Cinética: efeito da concentragao do SUBSErato ............ 21
Efeito do PH tiuriuunuiiiieeeoereeeeonennnsocennnnnnnnnsnens 21
Efeito da temperatura B 3 |
10 Agao de inibidores 2 |
3.11. Tempo de incubagao R K E R TR I b
3.12. Inversao da sacarose Pela InVErtase v..veeevveoevssnnseees 23

RESULTADOS .l...'.ll..o..l..l....ll.l.b‘t...o...!..IlllIO...IOO. 24

Efeito da autolise R I
Concentragao do substrato: cinética da TeAGA0 +essrerenes. 24
Efeito do PH tivivnnnnneesoeneeeonsnnonennnnnosnnsnnnenns 24
Efeito da temperatura .vveeveeeeeeeneescnscnssonccnneeenes 24
Agao de inibidores Setececttetttttttstecsesssrcesasesansee 24
Efeito_do tempo de incubag0 +ueeevvuevereeconnserennsnees 32
4.7. Inversao da sacarose A ¥ 2

DISCUSSAO +uvueuneunusususenennsseennnsssecanconnnensnsensnnnnes 35
CONCLUSOES 41 uuuvnunensnsnsaneseesnennnesoneesncncnsnsnsnseaeenn, 38
LITERATURA CONSULTADA «.vvuieveesronsonsnnceoncnocsenconsonnaess 39
AGRADECIMENTOS 44 vveenuunenuosososacennnnnnnnssoscancannnnoennes bl

-
ONNUDS & W N -

- *® e
\ooo\:own;\wwp-a
e o *® e o e

WWWwwbwwwwww
e e

LIS

ESIR S A L
U WN



RESUMO

Invertase (B-d-fructofuranosido-fructosidase E.C.3.2.1.26) foi
obtida por autolise prolongada de leveduras, em presenga ce acetato de eti
la. Obtém-se, dessa maneira, duas formas de invértases — soluvel e inso-

lGvel — as quais foram separadas por centrifugagao a 1.200 g.

A cindtica da hidrolise enzimica de sacarose pela invertase tem
sido estudada com enfase, principalmente em altas concentragoes de  subs-
tratos. A velocidade da reagao foi determinada pela produgao de  agucares
redutores diretamente em fungao do tempo. Os dados revelam que a velocida-
de de hidrolise de solugoes de sacarose pela invertase diminui quande as

concentragoes de substrato aumentam.

Os efeitos do pH, da temperatura e da agao de inibidores foram
experimentalmente estudados, com os respectivos resultados incorporados,

sempre que possivel, em equagoes cineticas.

A relagao entre a velocidade de inversao e a concentragao de sa-
carose, para aplicagao comercial de preparagoes de agucar invertido, tam-

bem foi um dos propositos deste trabalho.



ABSTRACT

Invertase (B8~d-fructofuranoside-fructohydrolase, E.C.3.2.1.26)
was obtained by extensive autolysis of baker's yeast in the presence of
ethyl acetate. Two forms of the enzyme were obtained by centrifugation at
1200 g.

Tbe kinetics of the enzymatic hydrolysis of sucrose by invertase
has been examined, with enphasis on high substrate concentration. Initial
rate of reaction was determined by the production of reducing sugar,
directly, as function of time. The data shows that the rate of hydrolysis
by invertase of sucrose solutions decrease as the substrate concentrate

increase.

The effect of pH, temperature and inhibitors were experimentaly

studied and the results incorporated into kinetics equations.

The relation between the rate of invertase and the sugar
concentration for the commercial aplication of inverted sugar preparations,

was one of the objectives of our paper.



1. INTRODUGAO

A invertase ja & conhecida desde longa data e muitas investiga-
goes de importancia fundamental para o desenvolvimento da enzimologia tém
sido realizadas com a ajuda desse enzima.

Na industria de alimentos, ele e muito utilizado, principalmente
porque a hidrolise enzimica de solugces concentradas de sacarose da origem
a xaropes mais soluveis e, conseqllentemente, mais dificeis de se cristali-
zarem. A aplicagao de invertase na industria de bombons tem por base essa

propriedade.

Esse enzima tem sido produzido industrialmente a partir de Sae-
charomyces cerevisiae ou Saccharomyces carlsbergensis. O enzima que predo-
mina na preparacgao ¢ um fructosidase (B-d-fructofuranosido-fructosidase,
E.C.3.2.1.26).

Existem duas formas de invertase comercial isoladas de celulas,
a soluvel e a insoluvel, sendo que somente as propriedades da  invértase
purificada foram estudadas anteriormente. A agao catalisadora e cinética

da forma insoluvel nazo & muito conhecida.

Neste trabalho, procurou-se isolar as duas formas de invertase e
estudar as suas propriedades, a agao cinética da invéertase imobilizada na-

tural e a inversao da sacarose pelas formas soluvel e insoluvel do enzima.

Preparado e impresso no Instituto de Tecnologia de Alimentos-ITAL



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Propriedades da invertase

Desde 1860, a invertase vem sendo estudada por diversos pesquisa
dores, cujos trabalhos tem contribuido grandemente para ¢ desenvolvimento
da enzimologia. A invertase foi um dos enzimas empregados por Soremsen em
1909 (66), na determinagao da concentragao do ionte hidrogeénio e a relagao
entre a atividade enzimica e o pH do meio reativo. Michaelis e Menten (44)
em suas pesquisas sobre a atividade de invertase de levedura e sua depen-
dencia da concentragao de substrato, foram os primeiros a tratar da inte-
ragao entre enzima e substrato de acordo com os conceitos modernos de equi

1ibrioc quimico.

A invertase (B-d-fructofuranoside-fructosidase, E.C.3.2.1.26),
tambem conhecida como sacarase ou sucrase, catalisa a hidrolise de sacaro-
se da cana-de-agucar em glicose e frutose. A mistura resultante destes dcis
monossacarides apresenta um sabor mais acentuado que o da sacarose e & co-
nhecida como agucar invertido. A presenga deste enzima tem sido observada
em leveduras, fungos, bactérias e em outros microrganismos capazes de for-
mar esporios, bem como em plantas, invertebrados e mesmo animais (52). Na
obtengao deste enzima costuma-se empregar entre outros fungos, o Aspergil-
lus oryzae, A. niger e A. verrucaria e as leveduras Saccharomyces cerevi—
siae ou S. carlsbergensis. Somente o enzima obtido de leveduras & importan
te para a produgao industrial de invertase. Este enzima & predominantemen-

te uma fructosidase (61).

0 substrato tipico de agao da invertase, a sacarose, sendo ao
mesmo tempo um B-fructofuranoside e um a-glicoside, pode ser hidrolisado
por dois tipos diferentes de enzimas: B-fructofuranosidase (B—h—fructosidg
se) e certas a-glicosidases (glicoside-inveértase), que atacam a molécula
de sacarose nos terminais da fructose e glicose, respectivaﬁente (61). A
caracterizagao dos dois tipos foi baseada originalmente na habilidade do
enzima hidrolisar, alem de sacarose, a rafinose ou melezitose (28, 29, 37).
Rafinose, possuindo um residuo B-fructofuranosil insubstituivel, e hidro-
lisado pela B-fructofuranosidase. Glicoside-invertase nao ataca este agu-

car, mas hidrolisa a melezitose.

A primeira explanagac tedrica sobre a curva de atividade-pH da

invertase de levedura foi proposta por Hudson em 1910 (26). Segundo ele,



essa curva se deve a formagao de "complexos' entre o enzima e o acido ou a
base do meio reativo. A interpretacao de Hudson foi ampliada por Michaelis
e Davidsohn (43), que demonstraram ser essa curvae semelhante aquela de dis
sociagao de um anfolito, cuja parte alcalina pode ser explicada como sendo
a dissociagao de um acido fraco, com um pK  em torno de 7. Kuhn (36) de-
monstrou, posteriormente, que essa parte da curva nao depende da concen-
tragao do substrato, isto e, o grupo "3cido"” do enzima nao esta envolvido

na ligagao com o substrato, e portanto, existe o mesmo valor de pK, tanto
para o enzima como para a ligagao enzima-substrato (16). © decrescimo de
atividade da invertase abaixo de pH 4,0, foi explicado por Hudson 27), e
Michaelis (45), como sendo a dissociagao de um grupo "basico" do enzima.
Josephson (32, 33), em continuacao acs trabalhos desses pesquisadores, de-
monstrou que a afinidade da invertase para seu substrato em meio acido @
mais baixa do que no valor de pH Stimo. Isto levou Myrback (49) a conclu-
sao de que a parte acida da curva pode ser determinada por um grupo de mo-
leculas do enzima com um pr em tornc de 3, e que, ao contrario do grupo

alcalino, este grupo se envolve na 1igag§o do substrato.

2.2. Obtencao de invertase

A invertase de levedura foi descoberta por Persoz em 1833 (60).
Em 1860, foi purificada pela primeira vez por precipitagao em alcool  por
Berthelot (10). Desde entao, esse enzima vem sendo estudado por varios pes
quisadores, cujos trabalhos foram revistos por Neuberg e Roberts em 1946
(57) . Myrback, em 1960, (52), sumariou os mais recentes resultados, prin~-
cipalmente quanto ao isolamento, as propriedades cinéticas e a agao de ini

bidores.

As celulas de leveduras contendo altas concentragoes de inverta-
se podem ser rompidas e desidratadas com diferentes solventes organicos.
Com essa finalidade, Albert e Buchner (35) empregaram a acetona, enquanto
Neuberg e Roberts (57) utilizaram o dioxano, obtendo-se, dessa maneira,ce-
lulas desidratadas e aparentemente inativas. A invertase dessas prepara-
gSes, apesar de se encontrar ligada 3 estrutura insoluvel das celulas, po-—

de, contudo, atuar sobre solugSes de sacarose, se nelas for dispersada.

A fim de se obter preparagoes purificadas de invertase,é preciso
separar o enzima das células. Para esse fim, Hudson (24, 25) propos o me-

todo de autolise rapida em presenga de solvente organico. Para isso, lique-



faz-se a levedura com toluol (ou cloroformio ou acetato de etila) e mistu-
ra~se com igual volume de agua. Dessa maneira, as celulas sao rompidas e
as suas proteases internas comegam a atuar libertando a invertase. A velo-
cidade da autolise depende da temperatura usada, sendo a mais favoravel a

30°C. Pode ser acelerada pela adigao de papaina (72).

Myrback (51). em contituagao as experiencias de Hudson, chegou a
conclusao de que a quantidade de enzima obtida por aquele método & relati-
vamente pequena, sendo necessario uma autclise mais prolongada a fim de se
solubilizar a invertase. Conseguiu libertar o maximo de invértase, somente

apos 20 horas de autolise a temperatura ambiente.

Cahib (13), em 1952, demonstrou por cromatografia, a presenga de
varias formas de invertase obtidas do fermento. Gascon e Ottolenghi (21)
encontraram duas formas desse enzima em leveduras: uma de alto peso mole-
cular, na membrana extra-plamatica; cutra de baixo peso molecular, no in-
terior da celula. Essas duas formas ja foram isoladas e purificadas, apre-
sentando as seguintes propriedades: a extracelular contem 50% de carboi-
dratos, enquantc a intracelular nao apresenta carboidratos e cistina. As
formas purificadas apresentaram atividades especificas similares, bem como
um valor semelhante de Km para sacarose e rafinose (20, 58). A atividade

otima foi encontrada entre os valores de pH 3,5 a 5,5 (52).

A invertase de levedura ainda nao foi ottida na forma cristali-
zada. Isso se deve, provavelmente ao fato de no autolisado das celulas o
enzima estar excessivamente contaminado por polimananas, as quais se ade-

rem ao enzima durante o processo de purificagaoc (52).

Varios autores (4, 18, 19), entre os quais Sumner e Howell 67,
vem tentando obter invértase na sua forma purificada. Uma comparagao exata
do grau de pureza das preparagaes desse enzima obtidas por esses pesquisa-
dores e impossivel. Preparagoes altamente ativas, possivelmente contendo
507 ou mais de invertase, foram obtidas por Willstatter (71) e Euler (15).
0 conteudo de N nas preparagaes varia de autor para autor. A preparagao de
Euler e Josephson (15), contem de 10 a 127 de N, enquantc a de Adams e
Hudson (1) contém cerca de 14,87 de N. Essas diferéngas se devem, prova -
velmente, ac tipo de levedura, metodo de autcolise e processo de purifica-

gao empregado com a finalidade de remover proteinas e carboidratos.



2.3. Especificidade

Para pcder ser hidrolisado pela invertese de levedura, o substra
to deve possuir um terminal insubstituivel, que ¢ o residuo B-d-fructofura
nosilico (52). Outros residucs, tais como a-fructofurandsides, fructopira-
nosides, B-l-sorbofurandsides, B-d-xilocetofurandsides, nac saoc atacados.
A substituigao do residuc B-fructofuranosilico anula a reagao; melezitose

resiste a hidrolise; ¢ mesmo sucedendo com planteose e lignose (138, 19).

A natureza "afructOnica" da metade de um B-fructofurandside, com
parativamente pouco representa para a atividade de invertase. A substitui-
¢ao da glicose na molécula de sacarcse nao anula a agao da invertase. Nao
apenas a rafinose, mas também a conhecida "familia da rafinose" de aguca-
res,, (estaquiose, verbascose, etc.), sao substratcs susceptiveis; no en-
tanto, a facilidade de hidrolise diminui com o aumento do numero de resi-
duos galactosidicos. A gentianose também pode ser hidrolisada. A substi -
tuigao na metade glicosidica por outros radicais além de agicares, como

fosfato ou sulfato, nao inibe a reagao (52).

Whelan e Tones (70) demonstraram que o substrato de invertase
nao precisa ser necessariamente uma substancia nao redutora. O agucar re-
dutor 6-B-fructofuranosilglicose & hidrolisado, bem como seu produto nao

redutor, o 6-B-fructofuranosil—-d-sorbitol.

Dissacarides do tipo da sacarose contendc xilose ou galactose em
lugar da glicose sao atacados pela invértase. Esse enzima hidrolisa também
B-fructofuranosil~-fructoses (7, 23) e grandes moléculas de oligos-sacari-
des contendo ou B-fructofurancse exclusivamente ou um nuUmero variavel de
residuos B-fructofurancsilicos e um grupo terminal a-glicopiranosilico(}ﬁ}

A velocidade de reagac diminui com o aumento dos residuos de fructocse.

2.4, Mecanismo da reacac

A especificidade da invertase de levedura mostra que um residuo
B-d-fructofuranosil insubstituivel e exigido como substrato. O grupo  hi-
B - .. . . o= . =~
droxila do reslduo furanosilico serve como intermediaric para a formagao
do complexo invertase-substrato, interagindo com o hidrogenio do grupc hi-

drofilico correspondente situado na superficie ativa do enzima (45, 48).



Koshland (34), em sua experiencia com agua pessus, wostrou que a
invertase rompe a ligagao glicosidica do substrato da frutose. Isso expli-
ca porque ¢ mantida na sacarose a configuragau anomerica do carbono da gli
cose. Ademais ¢onfirmou-se o fato de que o grupo "afrutonico" do substrato
apresents comparativamente, pequena influencia na atividade enzimica.

Laidler (38, 39), em completagao as experiéncias :de Koshland,

»

propos o seguinte mecanismo da resgao entre invertase o seu substrato:
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Nesse esquema, propos que o enzima possui dois centros ativos,
um acido e outro basico, possibilitando a formagao do complexo enzima-subs

trato em ambos os pontos por uma reagao de simples vrroca.

A atuagdo da invértase de levedura como uma transferase ja foi
determinada independentemente por Bacon & Edelman (9) e por Blanchard &
Albon (11), quando propuseram inicialmente a formagao intermediaria de oli
gossacarides durante a hidrolise da sacarose. Posteriormente, ficou escla-
recido que a reagao consiste de uma transferencia dos residuos B-fructofu-
ranosilicos do substrato (sacarose, rafinose, etc.) para certos receptores
por eles designados como co-substratos. Durante a reaggo da invertase, a
quantidade de produtos de transferencia aumentam a um maximo (geralmente,
perde-se menos de 107 dos agucares totais), para depois diminuir a zero. A
velocidade da passagem dos procdutos de transferencia aos produtos de  hi-

drolise aumenta com a concentragao do substrato.

Os métodos para a determinagao da invértase como uma transférase
foram propostos por Bacomn (8), embora uma tecnica electroforetica tenha si
do descrita por Gross (23). Varios produtos de transferencia tem sido iso-
lados na sua forma purificada, cristalizada, e a sua estrutura determinada
por métodos classicos. Esses pesquisadores tambem mostraram que a inverta-
se de levedura transfere fructose somente a grupos de alcoois primarios,
em presenga de alcoois simples, agucares, etc. Dessa maneira, metil-B-fruc
tofuranoside o formado em presenga de metanol e etil-B-fructofuranoside,
a partir de etancl. A fructose e glicose livres atuam como receptoras. Pe-
la transferencia a glicose tem lugar a formacac de uma 6-B-fructofuranosil
glicose e, pela transferéncia a fructose, formam-se dois dissacarides: 1-B
e 6-B-fructofurancsil-fructose. A sacarose e outros dissacarides atuam co-

mo receptores para formar trissacarides.

Edelman (14) propos o seguinte esquema para explicar as reagoes
de hidrolise ou de transferencia, que podem ocorrer durante a transforma=

gao do substrato pela invertase:

Fructosil-O-glicosil + enz.-0H ==~ Fructosil-O-enzima + glicose
Fructosil-O-enzima + H20 -+ Fructose + enz.~-0H (hidrolise)
Fructosil-O-enzima + R-OH.—>Tructosil-0-R + enz.-0H (transferencia)
dependendo do grau de afinidade do enzima por seus receptores (2gua ou al-

cool), podem ocorrer reagoes de hidrolise, como invertases de leveduras, ou

de transferencia, como certas invertases extraidas de fungos.



2.5. Determinacoes enzimicas

Para determinar~se a atividade enzimica de um enzima € necessa-
rio medir sua agac catalisadora nas condigoes otimas de reagao em relagao
ao pH, concentragao de substrato, presenga de ativadores; etc. O substratc
da invertase ¢ um dissacaride que apesar de apresentar uma ligagao glico-
sidica entre o carbono 1 da aldose e o carbono 2 da cetose, nao e redutor.
Somente apos a hidrolise ocorre a inversao em glicose e frutose, ou seja,
uma mistura de agucares redutores com um alto grau adocicante devido a pre-
senga de frutose {(4). A determinagao quantitativa desses agucares formados
caracteriza a extensao da inversao, ou seja, a atividade enzimica da invéz
tase (42). O Quadro 1 mostra os metodos utilizados por diferentes pesqui-

sadores na determinagac da atividade enzimica.

Como se pode observar, o método mais empregado @ ¢ polarimetri-
co, seguido do metodo de redugao do cobre e do colorimétrico.Todos os tra-
balhos acima relacionados empregam valores de pH entre 4,5 e 5,0, ou seja,
na faixa de pH otimo. As temperaturas variam entre 15 e 40°¢ e, entre  as

solugoes de tampao, a de fosfato tem sido a mais empregada.

A maneira mais simples de expressar os resultados obtidos ¢ em
mg de agﬁcares redutores formados, como foi proposto por Summer e Howell
(67). No entanto, a maneira mais preferida € a de expressar a atividade
pela velocidade de reagao (42), empregando-se a constante K da equagao de
reagao monomolecular ou de primeira ordem. Multiplicando-se o valor de K
pelo fator de diluigac da solugao enzimica, obtem-se unidades de atividade
de acordo com Wallerstein (€9) e A.0.A.C. (5). Embora todos os metodos do
Quadro 1 mostrem um panorama real da atuagao das preparagoes enzimicas de
invertase, para a sua aplicagac pratica, contudo, sao necessarias novas

adaptagoes.

2.6. Inibidores

Entre os pesquisadores que se devotaram ao estudo da invertase,
Myrback (46) se destaca, principalmente, por haver se dedicado a agao de
inibidores e sua cinética de reagao. Demonstrou, assim, que iontes de me-

++ ++ ++ . +
, Cd ', Zn e ecspecialmente Ag ) representam for-

. ++
tais pesados (Cu , Pb
tes inibidores da invertase. A inibigao por esses iontes & completamente

reversivel e nao-competitiva, isto @, os grupos da molécula enzimica que
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se unem ac ionte metalico nao sao atingidos pelo substrato. a anibigao da
invertase pelos iontes mencionados, depende fortemente do pH do meio. Isto
parece ser devido 2 competicao entre o ionte metalico e o grupo B do en-
zima num valor de pH aproximadamente igual a 7,0. Presume-se que este gru-
po seja o imidazol da histidina, uma vez que na formagao do complexodeAg+
e histidina apresenta a mesma dependencia de pH que na formagao do comple-

+ . -
X0 Ag e 1nvertase.

Euler e Josepheson, (15) em 1922, e Myrback (51), mais tarde em
1657, verificaram que o efeito do iodo na inviértase de levedura apresenta
propriedades incomuns. Se uma pequena quantidade de iodo e adicionada auma
solugao de invértase, a atividade do enzima diminui até atingir cerca de
55% do valor original. Se o iodo & adicionado em excesso, a rapida inati-
vagao e seguida de um decrescimo mais lento da atividade enzimica. Assim,
a inativacao da invértase pelo iodo & causada por duas reagoes diferentes:
uma, muito rapida, forma um derivado "I-invertase', com uma atividade cer-
ca de 457 mais baixa que a do enzima natural; outra, mais lenta, transfor-

ma o complexo I-invertase num derivado completamente inativo.

0 efeito de sais de mercurio (I) e mercurio (II) foi verificado,
pela primeira vez, por Gemmil & Bowman (22), em 1950, e, posteriormente,
por Myrback (51) e Smalt (64), em 1957. Esses sais representam fortes ini-
bidores de invertase, mas com uma reagao completamente reversivel. A ini-
bigao na faixa de pH entre 4,0 e 7,0 nao depende deste. Derivados organi-
cos de mercurio, comc o acetato de fenil mercurio, o p— e m-benzoato de
mercurio e outros, representam fortes inibidores e atuam melhor que clore-

to de mercurio.

O enzima @ fortemente inibido por aminas aromaticas primarias,
tais como anilina (47). A inibigdo & completamente reversivel e nao-compe-
titiva, isto e, as aminas reagem com determinados grupos na molecula de in
vertase, os quais nao estao envolvidos na ligagao com o substrato. A ini-
bicao pela anilina depende fortemente do pH da solugao, o que nao ¢ de se
surpreender, uma vez que a anilina com pK ~ 4,5 troca sua carga elétrica
na faixa de pH 3 a 8. Presume-se que a anilina inibe o enzima pela forma-
cao de uma base livre com o grupo carbonila da invertase. Neste casc o
agente inibidor deveria ser uma amino-base livre e, se a inibigaoiicalculg
da numa concentragao determinada de anilina basica, ela nao depende do pH.

A substituicao de nucleos aromaticos apresenta uma grande influéncia na
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inibigao. As bases fortes inibem mais que as bases fracas e, geralmente,
as aminas que apresentam "meta’ derivados inibem melhor do que aquelas com

"para" e "orto" derivados.

2.7. Cinetica

Para a utilizacao adequada de enzima no processo quimico indus-
trial € necessario conhecer suas propriedades e cinetica, ou seja, corre-
lacionar a fungao e a estrutura enzimica de tao notaveis catalisadores. A
determinagao da funcao enzimica tem inicio com a formulagao de um modelo
cineético, o qual e capaz de descrever os dados cinéticos observados e es-

clarecer o mecanismo da agao catalitica do enzima em particular.

Varios modelos cinéticos foram propostos para descrever a hidro-
lise da sacarose em presenga de invertase. Todos os modelos sao derivados
do modelo proposto por Michaelis-Menten (44), modificados pela introdugao
dos efeitos de concentragao da agua, viscosidade do meio ou inibigao pelo
substrato. De acordo com as experiencias realizadas por diversos pesquisa-
dores (3, 54, 62), o efeito de cada fator isolado nao resulta em modelo ci
netico satisfatorio, sendo necessario combinar, por exemplo, os efeitos da

inibicao do substrato e a concentragac da agua (4, 12, 44).

E freqllente encontrar-se "desvios" de equagac de Michaelis-Men-
ten e, em alguns casos, uma explicagﬁo pode ser dada. Assim, as vezes, com
um aumento da concentragac de substrato a velocidade da reacao  aumenta,
porem, a partir de certo ponto, ela passa a diminuir. Se se imaginar que
o substrato se combina ac enzima por dois pontos de sua molecula, sem o
que nao pode haver reagios verifica-se que, com um excessc de substratg
aumenta-se a probabilidade de duas moleculas de substrato reagirem inde-
pendentemente nos dois pontos da melecula do enzima. Este fenomeno tambem

pode ser verificado pela agac da invértase no seu substrato.

Sabe-se que a velocidade de hidrolise da sacarose pela inverta-
se aumenta com a concentragao de substrato apenas ate cerca de 6% de so-
lugao de sacarose. Acima desta concentragao, a velocidade de reagao nao
segue a teoria de Michaelis-Menten, mas, ao contrario, ela invariavelmen-
te diminui. Nelson & Schubert (54), examinando essa reacao, sugerem que o
decrescimo na concentragao de agua € o responsavel pela queda brusca da

sua velocidade. Quando se locam em grafico os dados de velocidade em fun-
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gao das concentragoes de agua, obtem-se uma curva semelhante aquela de ve-
locidade em fungao de concentragao de sacarose. Com isso, chegaram a con-
clusao que a concentragao de agua e o fator que determina a grandeza da

velocidade de hidrolise da sacarose pela invertase.

0 seguinte mecanismo de reagac foi proposto por Bowski & Saini

(lg) para demonstrar o teste de limitagac da agua:

Ky

E+S ———— ES (1)
Ka
K,

FS + W ——> E + P 2)

onde W representa agua. A equagao cinetica para a reaggo de acordo com a

teoria de Michaelis~lienten, quando

S )
E + S——= |[ES] > E + P
-1
_ vy Is]
sera: Vs ——— (3
K+ [s]

onde: E representa o enzima; S, o substrato; [ES], o0 complexo enzima—subi
trato; e P, o produto. E, ainda: V, representa a velocidade inicial da rea-
cao; [SJ, a cohcentragao do substrato; Km, a constante de Michaelis; e Vm,

a velocidade maxima da reacao.

Portanto, para a reacao (2), a equagao cinética (3) se torna:

v [s]

v e —— W] . (4)
K+ [s]
m

onde [WJ e a concentragao tctal da agua.

Os resultadecs obtidos por Bowski & Saini mostraram que o efeito
do decrescimo da concentracao da agua reduz a velocidade do modelo cineti-
co proposto por Michaelis-Menten para altas concentra§6es de sacarose, mas

nao sao suficientes para provar os dados experimentais.
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Outro modelo cinético proposto para explicar o desvio da eguagao
de Michaelis-Menten foi apresentado por MacLaren (41), com base na limita-
gao difusional da sacarose em relagdo ao centro ativo do enzima. De acordo

com a equagao de Stokes-Einstein (12) para difusao de solutos em liquidos,

L 1
T f =

pode-se relacionar n- (viscosidade da solugao), T- (a temperatura) e DL

(a constante de difuszo).

MacLaren (41) propos que a velocidade inicial da reacao & pro-
porcional a fluidez relativa do meio reacional. Assim, o modelo empirico

apresentado por Maclaren pode ser escrito:

1,2 V_ [s]
v = . ng/M (6)
K+ [s]

- . . - o . . ~
onde n, ¢ a viscosidade da agua a 25°C; n a viscosidade da solugao de sa-
carose; e 1,2 @ a constante associada utilizada para corrigir o modelo ci-

netico de Michaelis-Menten com os dados experimentais.

0 modelo cinetico para inibigao pelo substrato, conforme descri-

to por Laidler (38), pode ser formulado pela seguinte rcde de reagoes:

once ES representa um complexo ativo cujo substrato esta corretamente 1i-
gado ac centro ativo do enzima, enquanto que SE e SES sao postulados com-
plexos inativos formados pela incorreta ligacao do substrato. Esse tipo de
mecanismo tem sido usado para explicar tambem a cinetica de outros enzimas,
tais como fumarase, uréase, carboxipeptidase e outros, cujos resultados sao

interpretados em termos de inibigao pelo substratc.
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0 modelo cinético para inibicao pelo substrato, no caso da inver
sao da sacarose, pode ser escrito como:
SN
K, K E S
2 s [ oJ L ]

v = — - (7
1+ (K, +K) [s] +K K1 (s

Os tres grupos de constantes nessa equagao podem ser determina-
dos por uma analise linear regressiva dos dados experimentais.

De acordo ccm Laidler (38, 39), eles equivalem a:

KK [Eo] = 0,0103 moles de glicose/moles de sacarose (8)
KS + Kt = 6,27 litros/moles de sacarose (9)

\ .2 2
Ks . Kt =7,26 litros”/(moles de sacarose) (10)

As constantes (8) e (9) foram obtidas de dados experimentais da
regiao de baixas concentragaes de substrato e a constante (10) daquelas de
altas concentracgoes de substrato. Na equagao (7), multiplicando-se os va-
lores obtidos por um fator constante igual a 1,19, obtem-se os dados cor-

rigidos do modelo cinético de Michaelis-Menten.

N

Analisando-se os resultados obtidos por Bowski & Saini (12), ao
combinar o efeito da inibigao pelo substrato e concentragao de agua, veri-
fica-se que os valores teoricos da concentragao de agua livre, calculados
na base de 7 moles de hidrogenio da agua ligados a cada mol de glicose,
sao mais baixos que os valores experimentais encontrados. Isso significa
que, a altas concentragoes de substrato, uma molécuia de sacarose pode es-
tar incompletamente hidratada pela agua. O que sugere a possibilidade de
moleculas de hidrogénio da sacarose estarem ligadas umas a outras, de tal
modo que formem um aglomerado de moleculas, tornando-as inaccessiveis ao

centro ativo dc enzima.

Reunindo-se todos esses conceitos, pode-se representar, esquema-
s P s
ticamente, os varios processos capazes de explicar a cindtica da hidrolise

de sacarose por invertase, de acordo com o esquema da Figura 1.
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2.8. Aplicacoes da invertase

A invértase ¢ de grande importancia na industria de  alimentos.
A hidrolise de solugoes concentradas de sacarose resulta na formagao de xa
ropes mais doces, devido ac alto poder adogante da frutose. O ponto de ebu
ligao do agucar invertido e mais alto e o ponto de congelamento & mais bai
xo devido o aumento da pressac osmotica na inversao.0s monossacarides for-
mados pela agao da invertase sao mais sollveis e, conseqllentemente, nao se
cristalizam tao facilmente, mesmo quando em solucoes de xaropes altamente

concentrados.

A invertase e aplicada analiticamente na analise de sacarose ou
de cana-de-agucar. Zerban e seus pesquisadores (73, 63), mostraram que a
hidrolise acida da sacarose resulta na formagao de produtos de reversao,os
quais causam erros na analise polarimetrica. Afirmaram que a2 inversao por
invertase constitui o unico metodo que fornece resultados corretos. Indus-
trialmente, e aplicado para efetuar a inversao de xarope de cana—de—agﬁcar,
para o que o metodo de hidrclise acida,apesar de ser mais barato, nao &
aceito. Em tais casos, um xarope de 55-60° Brix & tratado com uma prepara-
¢ao na forma sollUvel ou insoluvel de invertase de pH 4,5 e a temperatura
de 55°C. O tramscurso da reagao pode ser facilmente acompanhado por meio
da equagao de primeira ordem da velocidade de reagcao. No ponto em queiéexi
gida uma inversac limitada, a reagcao pode ser detida ou filtrando-se a pre-
paragao insoluvel do enzima, ou aquecendo-se em ebulicao durante 5 minutos

(42), quandc se empregou a preparagao soluvel.

0 maior emprego da invertase e na industria de confeitaria para
a produgao de recheios de bombons, doces e frutas. Em tal caso, seu uso tem
por base o desejo de obter-se um liquido que, alem de doce pastoso e con-
sistente, nao permita a fermentaggo. Xaropes de agﬁcar invertido, conten-
do mais de 79% de agucar preenche ambas as exigencias. No entanto, esses
xaropes sendo liquidos nao podem ser facilmente manuseados e tampoucoc co-
bertos com chocolate. E necessario, portanto, iniciar com um aglcar que
seja suficientemente firme para a2 cobertura e que mais tarde possa ser con

vertido e liquefeito pela invertase (61, 30, 31).

Os "Fondant" empregados na produgao de recheios de cremes  con-
siste de uma fase sclida de agﬁcar e uma fase liquida xaroposa, contendo
uma concentragao de sacarose que varia de 67 a 687 a temperatura ambiente.

A adigao de invertase em tal sistema resulta na hidrolise da sacarose da
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fase liquida em glicose e frutose. Os monossacarides sao altamente sola-
veis e a sacarose adicional da fase solida e dissolvida e, por sua vez, hi-
drolisada pelo enzima Esse processo continua ate que seja atingido o limite
de solubilidade do agucar invertido, isto €, quando o xarope tenha alcan-
gado a densidade de cerca de 82-837. Nos xaropes que apresentam densidades

acima de 79%, nao ocorre fermentagao e a massa nao endurece (30, 31).

Na pratica, os recheios dos bombons nac sao preparados unicamen-
te com solugSes supersaturadas de sacarose. Podem ser preparados, por exem
plo, de uma mistura contendo xarope ce milho e agucar invertido; ou entao,
de xarope de milho, sacarose e Egua; ou ainda, de xarope de milho, agﬁcar
invertido e ovoalbumina. Esses xaropes sac misturados e preparados de tal
forma que a concentragao de agucar na fase liquida & de cerca de 74-75%.
Evidentemente, esta € a maior densidade que se pode obter com essas solu-
coes de sacarose, devido a presenca de algum agucar invertido. Nao se @
possivel aumentar a concentragao dos monossacarides, tornando-se indispen-

savel, desse modo, a aplicagao de invertase ao sistema (61).

19



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Invertase

No decurso do estudo foram sempre empregadas solugaes aquosas do
enzima, preparadas a partir de fermento prensado (Sacharomyces cerevisiae)
A invertase foi liberada das células por autolise em presenga de solvente

organico.

3.2. Substrato

A sacarose (¥erck & Co Inc.) empregada neste trabalho, apresenta
va alto grau de pureza, sem vestigios de quaisquer outros carboidratos.Fo-

ram empregadas solugoes de substrato diluidas em tampao acetato 0,01 M.
g G P s

3.3. Obtencao de invertase soluvel e insoluvel

Quinhentos gramas de fermento tipo Fleischamann foram misturados
a 50 ml de acetato de etila. Essa mistura foi autolizada durante 24 horas
a 3000, para logo em seguida ser diluida com igual volume de agua e cen-
trifugada a 1.200 g durante 10 minutos. O sobrenadante constitui a  fragao
soluvel e o residuc a invertase insollvel. O residuo foi lavado varias ve-
zes com agua e em cada vez centrifugado a 1.200 g. Finalmente, foi ressus-

- X o
penso em agua e guarcado a 2 C.

3.4. Determinacao da atividade enzimica

A mistura de 10 ml de solugao de sacarose preparada a 107 em tam
pao acetato 0,01 M de pH 4,5 e de 1 ml de solugao diluida de invertase foi
incubada durante 10 minutos a AOOC. Logo apos, 2,5 ml de uma solugao de
carbonato de sodio 0,01 M foram adicicnados, a fim de deter a reagao. Os
agucares redutores formados foram dosados a partir de 5 ml da mistura de

reaggo pelo metodo alcalinc de redugéo do cobre (éé).

3.5. Unidade de invertase

Uma unidade de atividade enzimica foi definida como sendo a quan
tidade de invertase que produz agﬁcares redutores equivalentes a 1,0 mg de

glicose durante 10 minutos a 45°C.
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3.6. Efeito da autolise

Duzentos gramas de fermentc prensadc e 20 ml de acetato de etila
foram encubados a 30°C durante 24 horas. De 2 em 2 horas,retiraram-se ali-
quotas de 5 ml e adicionou-se igual volume de¢ agua. Essa mistura foi cen-
trifugada a 1.200 g durante 10 minutos, a fim de se separarem as duas fra-
goes de invértase. A seguir, foi determinada a atividade enzimica do so-
brenadante como em 3.4. O precipitado foi lavade diversas vezes com tampao
(acetato 0,01 M de pH 4,6) e agua, alternadamente, ate que o sobrenadante
nao apresentasse mais afragac solivel. Finalmente, o residuo foi dissolvi-
do em 10 ml de tampao e sua atividade foi dosada como descrito  anterior-

mente.

3.7. Cinetica: concentrac2o do substrato

Foram preparadas solugaes de sacarose em tampao acetato 0,01 M,
pH 4,6, desde 0,029 M ate 1,461 M. A atividade enzimica foi determinada com
10 ml de cada solugao como em 3.4. A velocidade de reagao foi expressa em

moles de glicose obtidos por 1 litro per minuto.

3.8. Efeito do pH

Prepararam-se solugaes de tampao 0,01 M nos seguintes valores de
pH: 3,0, 4,0, 5,0 (tampao citrato), 6,0, 7,0 e 8,0 (tampao fosfato).O subs
trato foi preparado a 107 a partir de cada solugao tamponada. A velocidade

de hidrolise da sacarose pela invéertase foi determinada como em 3.4.

3.9. Efeito da temperatura

Amostras contendc 1,0 ml das duas formas de invertase foram in-

. (o]
cubadas durante 30 minutos a temperaturas de 40, 45, 50, 55 e 60 C. A se-
guir, foram adicionados 10 ml de substrato e determinou~-se a atividade co-

mo descrito anteriormente.

3.10. Acac de inibidores

Foi examinada em presenga de cloreto de mercurio eacido iodo-acé
tico nas concentragaes descritas nos Quadros 2 e4.Um ml de cada uma das for

mas soluvel e insollvel de invertase, foi incubado com 1,0 ml de inibidor
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e 10 ml de substrato, durante 10 minutos ¢ a 40°C. Logc em seguida, adicio
naram-se 2,5 ml de carbonato de sodio e determinaram-se os agucares redu-
tores obtidos, como ja foi descrito. As concentragoes de substrato empre-

gadas foram de 2 a 6% em tampao acetato 0,01 M de pH 4,5.

Quadro 2. Efeito da concentragao do substrato na velocidade de reagao.

Substrato Insoluvel Soluvel

s 1 v 1 1

D §  (Moles/litro/min) - (Moles/litro/min) T
0,029 34,40 3,20 x 107> 3,1 x 10° 3,30 x 10> 3,00 x 10%
0,058 17,30 4,55 x 10™° 2,2 x 10° 4,88 x 10° 2,10 x 10%
0,088 11,40 5,40 x 107 1,85 x 10 5,60 x 10° 1,80 x 10”
0,116 8,60 5,80 x 107> 1,71 x 10% 6,00 x 107 1,66 x 10°
1,146 6,80 6,32 x 107" 1,58 x 10° 6,27 x 10> 1,59 x 10%
0,175 5,70 6,51 x 10 ° 1,53 x 10% 6,60 x 10°° 1,52 x 10°
0,204 4,80 6,55 x 10 ° 1,50 x 10° 6.75 x 10° 1,48 x 10°
0,234 4,25 6,70 x 107> 1,49 x 10° 6,80 x 107> 1,47 x 10%
0,263 3,80 6,80 x 107" 1,47 x 10° 6,85 x 107> 1,46 x 10°
0,292 3,42 6,75 x 10> 1,46 x 10% 6,88 x 10> 1,45 x 10°
0,321 3,12 6,60 x 10> 1,52 x 10 6,70 x 1072 1,49 x 10%
0,351 2,84 6,50 x 10> 1,53 x 10% 6,66 x 10 ° 1,50 x 10°
0,380 2,63 6,30 x 107° 1,59 x 10 6,56 x 107> 1,52 x 10%
0,438 2,29 6,20 x 10° 1,61 x 10° 6,50 x 10 ° 1,54 x 10°
0,584 1,71 5,90 x 107> 1,69 x 10 6,20 x 10°° 1,61 x 10
0,876 1,14 5,20 x 10° 1,92 x 10% 5,50 x 10°° 1,82 x 10°
1,169 0,861 4,60 x 10 ° 2,18 x 10 4,70 x 107> 2,12 x 10°
1,401 0,681 3,70 x 10 2,70 x 10% 4,30 x 107° 2,32 x 10%

3.11. Tempc de incubacac

A fim de se examinar a relagao entre atividade enzimica e o tem-
po de incubagao, amostras contendo 1,0 ml das duas formas de invertase fo-
ram incubadas a 60°C. A intervalos de 10 minutos foram retiradas para in-
cubar novamente com 10 ml de substrato e determinar a atividade, como des-

crito em 3.4.

TVYLH) v311011918
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3.12. Inversao da sacarosc pcla invertase

Duzentos mililitros de solugao de sacarose a 60% e 10 ml de so-
lugao enzimica foram incubados a 55 e 60°C. 4 determinados intervalos de
tempo, aliquotas de 1,0 ml foram retiradas e adicionadas a 2,5 ml de uma
solugao 0,01 M de carbonato de sodio. Os agucares redutores obtidos foram

dosados como anteriormente.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da autolise

Procurou-se determinar a quantiduade de invervase soluvel libera-
da e a quantidade de invertase insoluvel remanescente nas células, em fun-
gao do tempo de autolise. Essa determinagao permitiu tragar os graficos da
Figura 2, pela locacao dos valores de atividade enzimica contra o tempo de

incubagao.

4.2. Concentracao do substrato: cinetica da reacac

Na Figura 3 e no Quadro 2, encontram-se os dados cineticos cbti-
dos para as duas formas do enzima. Os valores teSricos de Km e Vm foram de
terminados graficamente pelo método de Lineweaver-Burk (40), ao se coloca-
rem os resultados experimentais sob a forma de 1/ S. Esse grafico (Figura
4) e linear para concentracoes de sacarcse abaixo de 0,29 M e mostra os
valores de Km = 0,043 M para a forma insoluvel, Km = 0,036 M para a forma
soluvel e Vm = 7,95 x 10 5 M por litro por minuto para as duas formas de

invertase.

4,3, Efeito do pH

A relacao entre a atividade enzimica das duas formas de inverta-
se e diferentes valores de pH fei examinada e os resultados podem ser obser

vados na Figura 5.

4.4, Efeito da temperatura

Na Figura 6 estao relacionadas a perda de atividade enzimica em

%7 e a temperatura de incubagac da invertase soluvel e insoluvel.

4.5. Acao de inibidores

M

Na Figura 7 e nos Quadros 3 e 4, encontram-sc os resultados obti
dos quando se empregaram cloreto de mercurio e acido iodo-acético comc ini
bidores da hidrolise enzimica da sacarose. Com ¢ cloreto de mercurio, fo-
ram determinadas as velocidades de reacao (moles de glicose por minuto) em
solugges de sacarose a 2 e 67 de concentragéo em tampao acetato 0,01 M de

pH 4,6.

24



8.0y
VT Q

*[sAn{OSUY @ [9ANTOS 39VIIAUY Ip 0rSUIIQO BU IEFIOINE ®P 03IF2FF ‘7 ®AnBYY
(swaoy) 3 - - -

¢ ¢ o

.ﬂﬂ?u.wﬁnva Omﬁuqu:uH v o

13ANTOSUT SVIAPAU] ——— O

(urm/e802718 Bu) apwpIAIIY

25



-5

Velocidade de reacao

(moles glicose/litro/minuto) x 10

10

- e Invertase insoliwvel

o — - —— Invertase soluvel

@ — — — —Curva teorica da equagua de Michaelis-Menten
para invertase imsoluwel . °

-
o"—“’
P

0 01 02 33 3,605 06 0708 09 1011 12 13 1,4 15
Concentracso ée sacarose (moles por litro)

Figura 3. Velocidade de_ hidrdlise de varias concentragoes de sacarose por
invertsse soluvel e inerlubel.
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Quadre 3. Efeito de cloreto de

mercuric na velocidade de reagac

Concentracac Velocidade de hidrolise
do inibidor (mcles de glicose/min)
(mol) Forma soluvel
2% de sacarose 6% de sacarose
0,0 6,2 x 10> 8,8 x 10°°
5,0 x 10°° 6,8 x 10°° 9,5 x 107°
3,0 x 1074 5,7 x 107° 8,6 x 10>
4,0 x 10°% 5,3 x 107 8,1 x 10°°
5,0 x 1072 4,8 x 107 7,5 x 107°
Forma insoluvel
0,0 5,3 x 10°° 7.5 x 10>
2,0 x 107> L4 x 1077 6,2 x 107°
3,0 x 10 ° 3,0 x 10 4,2 x 10°°
4,0 x 107° 2,4 x 1077 3,6 x 10°
Quadro 4. Efeito do acido iodo-acetico na velocidade de reagao
Concentragac Soluvel Insoluvel
do inibi . .
© (;2;>1dor 7Z de atividade Z de atividade
._1 .
1,0 x 10 54 16
5,0 x 1072 78 33
2,5% 107> 94 4
1,0x 10 100 96
0,0 100 100
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4.6. Efeito do tempo de incubacac

Os resultadcs referentes ac efeito do tempc de incubacao e a
.. . .- . ©
atividade enzimica das duas formas de invertase quando aquecidas a 60 C,

podem ser observadas na Figura 8.

4.7. Inversac da sacarose

Os dados cineticos obtidos pela inversac da sacarose pelos dois
tipos de invértase encontram-se na Figura 9. Os graficos foram determina-
dos ao se locar a atividade enzimica sob a forma de log S/(S-P) contra o
tempo (em minutos) de duragac da hidrclise, onde S representa a concentra
¢ao inicial de sacarose e P- a concentragao de sacarose invertida. As tem
peraturas de incubagcao empregadas foram 55°C-grafico (a) e 60°C grafico

®).
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5. DISCUSSAO

Sabe-se que uma autolise extensiva e exigida a fim de se extrair
a invertase das celulas de levedura. O enzima estd firmemente ligado a es-
trutra insoluvel da célula e parece quc somente reage pela agao de enzimas
proteoliticos. Com esse proposito, o fermento foi inicialmente dissolvido em
acetato de etila e depois misturado com o mesmo volume de agua. Dessa ma-
neira, parte da levedura foi destruida, seus enzimas proteoliticos inter-
nos tornaram-se ativos e a invertase fci liberada. Por centrifugagao, a fra

gao soluvel foi separada da invertase insolUvel.

Na analise enzimice,nac se determina a quantidade de enzima,porem
mede-se sua agao sobre um composto quimico adequado ou seja o substrato.
Para a determinagao da atividade da invertase, trabalhou-se com um substra
to cristalino e quimicamente definido, a sacarose, a qual por hidrolise se
pode dividir em dois compostos quimicos ja comhecidos, a glicose e a fru-
tose. A formaggo destes dois compostos define os metodos empregados para a
dosagem de invertase. Em nossas experiencias, adotamos o metodo alcalino
de redugao do cobre por ser ¢ mais simples. A atividade enzimica, portan-
to, foi expressa em mg de agucares redutores formados nas condigoes des-

critas para cada experiencia.

Ao verificarmos a agao catalisadora das formas soluvel e insolu-
vel de invertase, procuramos utilizar solucoes diluidas de tal modo que
elas apresentassem a mesma atividade enzimica. Isso foi observadc durante

a autolise do fermento, cujos resultados sao apresentados na Figura 2.

Como pode ser zli visto, a quantidade de invertase soluvel obti-
da esta relacionada com o tempo gasto na autolise. O residuo depois de cen
trifugado e lavado pode ser ressuspenso em agua e guardadc por varios me-
ses, sem posterior liberacac de invertase soluvel. As duas formas assim
obtidas apresentaram as mesmas caracteristicas quanto a atividade enzimica
em fungao do pH e cinética de reagac. Com a liberagac da forma soluvel, sua
atividade aumenta gradualmente. Obviamente, a atividade enzimica da forma
insoluvel diminui com o tempo de incubagao. As duas formas de enzima uti-
lizadas neste trabalho foram diluidas 2 um volume determinado, de tal modo
que apresentassem a mesma atividade enzimica correspondente ao mesmo valor

encontrado na intersegao dos dois graficos.
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Na determinaggo da curva cinética da invertase, Figura 3, obser-
va-se que a velocidade de hidrolise da sacarose aumentou até atingir uma
concentragac de 0,20 moles por litro de substrato, para a forma soliuvel, e
de 0,26 moles por litro, para a forma insoluvel. Aumentando-se as concen-—
tragoes de sacarose acima desses valores, a velocidade de hidrolise sofre
um decrescimo. Esse desvio da curva tedrica de Michaelis-Menten ja foi ob-
servado para a forma scluvel de invertase por diversos pesquisadores (54,
2, 3). Nossos resultados conferem com os dados experimentais encontrados
por Bowski (12) e Rutchti (62), acrescidos dos parametros cincticos obti-
dos pela reagao de hidrolise da sacarose pela forma insolivel de inverta-
se. Portanto, durante a hidrolise do substrato pelas duas formas de inver-
tase, a equagao cinética de ordem zero para altas concentracoes de  subs-
trato nao foi obedecida, ou seja, nao foi obtida a curva tedrica proposta
por Michaelis-Menten. A explicagao para essa discordancia foi apresentada
recentemente (ﬂl), ao se estabelecer o metodo para o estudo de cinetica
dessa reagao levando em conta o efeito de difusac do substrato, a viscosi-
dade da solugao, a concentragac de agua e a inibicao pelo substrato (12).
Pela Figura 3, observa-se também que tanto a invertase sollvel, como a in-

soluvel, apresentaram a mesma acac cinética.

A curva da atividade enzimica em funcao do pH para as duas for-
mas do enzima esta entre pH 3,0 e pH 5,0, sendo também esses os valores
nos quais elas se apresentam com maior estabilidade. Como se pode observar
essa curva nao depende do grau de pureza da preparaggo enzimica, uma vez
que tanto a forma soluvel, como a insoluvel, apresentaram a mesma curva de
atividade-pH. Esses dados comprovam as explicagoes de Hudson (26) e Myrback
(50), ac estudarem a natureza dissociativa da invertase diante de diferen-

tes valores de pH. O maximo de atividade encontrada foi em pH 4,5.

Os primeiros ensaios sobre o efeito da temperatura na atividade
da invertase foram apresentados pele primeira vez por Neuberg (55, 56) e,
posteriormente, por Myrback (éé)— Esses pesquisadores comprovaram a termo-
estabilidade das preparagoes secas de invertase. As solugoes de invertase
sao rapidamente inativadas quando incubadas a temperaturas superiores a
60°C. Em nossas experiencias, a forma insoluvel apresentou maior termoesta
bilidade que a fracao insoluvel. Isso se deve ao fato de que a forma inso-
luvel pode ser considerada um enzima impuroc e, come tal, contém coloides
protetores que envclvem sua molécula, tornando-o mais resistente que afor-

ma soluvel.
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Como pode ser observado pelos resultados apresentados no Quadro
2 e na Figura 7, o cloreto de mercurio na concentracao de 5,0 x 107 M
atua como ativador da invertase soluvel; nas concentragoes entre 3J)xﬁ$b4
a 5,0 x IO-AM, inibe competitivamente a invertase scluvel; e nas concen-
tragoes de 2,0 x 10_5 Mai4g,0x 10—5 M, inibe nao-competitivamente a in-

- . -
vertase insoluvel.

Com o acido iodo-acetico (Quadro 3), nao foi verificada a agao
cinética, mas apenas a iribigac do enzima, e verificou-se que para inver-
tase soluvel a atividade era de 96% quando a concentragao do inibidor atin
giu 1,0 x 10—4 M; para a forma inscluvel, a atividade foi de 947 quando a

concentragac do inibidor era de 2,5 x 10“3 M.

A Figura 8 mostra os resultados obtidos quando se relacionou a
perda de atividade enzimica e o tempo de incubagao. Aqui tambem pode ser
visto que a fragao insoluvel mostrou maior estabilidade que a forma solu-
vel.

Quando se hidrolisam 607 de substrato pelos dois tipos de invéE
tase e quando se determina periodicamente as substancias redutoras forma-
das, tem-se os elementos para estabelecer a curva de reagao enzimica. Es-
sa reagao ¢ monomolecular e mostra, dessa maneira, a cinética de reacoes

de primeira ordem.

Ao se locar a atividade enzimica da invértase sob a forma de
log S/(S-P) contra o tempo em minutos de hidrolise, obtem-se os graficos
da Figura 9. Por esses graficos, verificou-se que a 55°C a forma soluvel
gastou 150 minutos para completar a hidrolise, e a forma insoluvel, 190
minutos. A 60°C, a invértase soltvel levou 180 minutos para estabilizar-
-se, enquanto que a insoluvel, 125 minutos. Esses resultados comprovam,
mais uma vez, que a forma insoluvel da invertase & mais termoresistente

que a forma soluvel.
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6. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidcs, pode~-se chegar as seguintes conclusoes:

* No estabelecimentc da cinetica da hidrGlise de sacarose, tanto
pela invertase soluvel comc pela forma insoluvel, verificou-se que haviaum
decrescimo da atividade enzimica quando eram utilizadas altas concentra-
gaes de substrato. Portanto, para ambas as formas do enzima, a cinetica da

reagao nao segue a equagao de Michaelis-Menten.

* Foram determinados os valores de Km e Vm para concentracces de

substrato abaixo de 0,29 M.

Km = 0,043 M para a forma insoluvel, Km = 0,039 M para forma so-
luvel e Vm = 7,95 x 10_5 M por litro por minuto, para as duas formas de in

vertase.,

* O pH otimo para ambas as formas do enzima foi de 4,5 e a faixa

onde elas se apresentam com maior estabilidade foi de pH 3,0 a pH 5,0.

* Verificou-se que a invertase insoluvel € mais termoestavel que a

sua forma soluvel.

* Na determinacao da cinética do inibidor, observa-se que o clore-
to de mercurio na concentragao de 5,0 x 10»5 M atua como ativador da  in-
vertase soluvel, e nas concentragaes de 3,0 x 10—-4 Ma 5,0 x 10-—4 M, este
reagente inibe competitivamente a forma soluvel. Em baixas concentracoes, o
cloreto de mercurio nac atua como ativador e inibe nao-competitivamente a

forma insoluvel.

* A cinetica da reagac de primeira ordem para a forma insoluvel

mostrou um tempc mais prolongadec do que a invertese soluvel.
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