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1. INTRODUCAO

Invertase ou 3 —D frutofuranosidase (EC 3.2.1.26) é uma enzima que catalisa
a hidrolise da ligacéo glicosidica entre D-glicose e D-frutose, terminal ndo redutor
do residuo B-D-frutofuranosideo (C2 — O) em frutofuranosideos (CANTARELLA et
al., 2003). A principal aplicagéo é seu alto poder catalitico na hidrolise da sacarose,
produzindo uma mistura de glicose e frutose chamada acucar invertido, que é
usado nas industrias de alimentos e farmacéutica. Além das leveduras, sobretudo
na espécie S. cerevisiae, as invertases sdo também encontradas em invertebrados,
vertebrados, algas verdes, bactérias, vegetais e fungos (OLIVEIRA et al., 2006;
GOULART et al., 2013).

Em S. cerevisiae foram identificadas 2 diferentes formas de invertase: uma
nao glicosilada, que se encontra no citoplasma, e outra localizada no espaco
periplasmatica, que é glicosilada, se encontra ligada a parede celular da levedura,
sendo a extracelular a forma predominante (BOFO et al., 2005; CANTARELLA et
al., 2003). A Candida utilis também apresenta essas duas isoformas (GUIMARAES
et al., 2007).

Recentemente em puré de péssego e seus residuos ja foram identificados e
guantificados varios micro-organismos em diferentes etapas do processamento,
destacando-se a levedura S. cerevisiae com potencial fermentativo e resiténcia
térmica significativa (LOPEZ et al. 2014); também com potencial para producao de
invertase (FERREIRA et al. 2016).

O objetivo desse trabalho foi estudar o efeito do pH, da temperatura e
concentracdo de sacarose na atividade da invertase de C. guilliermondii (ICg)
extraida de residuo de péssego e recuperada por precipitacdo com acetona bem
como identificar as isoenzimas por eletroforese.

2. METODOLOGIA

A C. guilliermondii foi extraida de residuo de péssego e identificada pelo
sistema API 20C AUX, seguido de cultivo em batelada como descrito por Ferreira
et al., 2016, com posterior liofilizacdo das col6nias para extracao da enzima.

Os extratos enzimaticos foram obtidos usando o método de extracdo com
bicarbonato de sodio 0.1M por 24h a 40°C e 200 rpm. O progresso da reacao foi
acompanhado por incremento na absorbancia a 490 nm, utilizando a reacdo com
DNS para estimacao colorimétrica da quantidade de glicose produzida a partir da
inversdo da sacarose mediada pela invertase como descrito em Toralles et al.
(2014) e o teor de proteina pelo método de Lowry.

A recuperacéo da invertase foi feita através de precipitacdo das proteinas
com acetona seguido de dialise. Os extratos recuperados foram utilizados para
deteccao das isoenzimas por eletroforese horizontal em gel de poliacrilamida 6% e
usando BSA como marcador de proteina. As isoenzimas foram identificadas em um



32 SEMANA XXVI CONGRESSO DE
CJ
‘i} i P e C’D C l INICIACAO CIENTIFICA

sistema contendo 2% de sacarose em pH 5, com nitroblue tetrazolium e phenazine
metasulfate. Também se estudou o efeito do pH (3-8) e da temperatura (10-90°C)
na atividade da invertase, bem como se determinou a constante cinética Km a 25 e
50°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do pH e Tempertura

Na figura 1 tem-se o efeito do pH na atividade hidrolitica da invertase de
C. guilliermondii de residuo de péssego (ICg). A hidrdlise da sacarose foi realizada
durante 10 minutos a 25°C e uma concentracao final de 40 mM sacarose no meio
reacional. A maxima atividade para ICg foi observado em 5,0. No pH 6timo, a
atividade relativa (AR) de 100% corresponde a uma atividade especifica 27,7 + 0,7
U.mg.
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Figura 1. Efeito do pH na atividade da invertase de C. guillermondii de residuo de
péssego. Tampao Mcllvaine: citrato (100 mM) - fosfato (200 mM). Temperatura:
25+0,1°C. Enzima: 1,0 mL em 3,0 mL de meio reativo com 40 mM sacarose. Os pontos
sdo a média de 3 repeticées. 100% de AR é 27,7 + 0,7 U.mg™.

A temperatura étima foi 50°C (Figura 2). A estabilidade foi diminuindo a partir
do ponto 6timo, sendo que na temperatura de 80°C nenhuma atividade residual foi
detectada.

120

[uEN
o O
o O

N
o

Atividade Relativa (%)
N (o]
(@) o

o

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Temperatura (°C)

Figura 2. Efeito da temperatura na atividade da invertase de C. guillermondii de
residuo de péssego (ICg). Tampédo Mcllvaine pH 5. Enzima: 1,0 mL em 3,0 mL de meio
reativo com 40 mM sacarose. Os pontos sdo a média de 3 repeticdes. 100% de AR é
749 +2,1U.mg?.
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Efeito da concentracdo da sacarose

Os parametros cinéticos para a velocidade de hidrélise da sacarose foram
determinados para invertase (ICg) por regressdo néao linear nas temperaturas de
25°C e 50°C (Tabela 1).

Tabela 1. Constante de Michaelis-Menten (Km) da invertase de C.
guillermondii de residuo de péssego (ICg) a 25°C e 50°C.

Parametros Invertase de Candida guillermondii
25°C? 50°C?@
Km? (mM) 30,5 £ 1,04** 28,7+ 0,72**
R? 0,98 0,99

ayalor * intervalo de confidéncia a p=0.05. **Significativo (p<0,01).

Tanto para 25°C como para 50°C, observou-se um comportamento
hiperbélico entre velocidade de hidrélise (U.mg) versus concentragéo de sacarose
(mM) durante o caminho da reacéo, sugerindo uma cinética de Michaelis-Menten
(Figura ndo mostrada). Os pontos experimentais foram confirmados pela
linearidade do grafico de Lineweaver-Burk (Figura ndo mostrada). Os valores da
constante aparente de Michaelis (Km,ap) para 25°C e 50°C foram 30,5mM e 28,7mM
de sacarose respectivamente. A velocidade maxima (Vmax) @ 50°C foi cerca de 30%
maior do que Vmax a 25°C.

Eletroforese

Trés isoenzimas foram separadas a partir do extrato concentrado com
acetona para ICg usando eletroforese de gel de poliacrilamida 6% com tampéao de
corrida 8,9 com solucéo de azul de Coomassie 0,1 % m/v para BSA e um sistema
contendo sacarose 2% para as isoenzimas (Figura 3). Para ICg, uma banda com
0,1 e outra com 0,3 de mobilidade relativa (MR) apresentaram uma mobilidade
inferior ao padrao BSA (INLAB), fracdo V, com massa molecular de 66KDa, teve
um MR de 0,5. Também se observou uma terceira (MR=0,55). Andjelkovic et al.
(2010) em seus estudos com invertase extraidas de células de Saccharomyces
cerevisiae, utilizando uma metodologia de extracdo semelhante a desse trabalho,
mostraram a existéncia de quatro isoformas de invertase extracelular.
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Figura 3 Pefrfil eletroforético de ICg a partir de seu extrato concentrado com
acetona com cerca de 1 mg.mL* de proteina. Inserido: eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% pH 8,9 com solucdo de azul de Coomassie 0,1 % m/v para
BSA e um sistema contendo sacarose 2% para as isoenzimas.
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4. CONCLUSOES

A invertase A C. guilliermondii tem 6tima atividade em pH 5 a 50°C. A partir
dessa temperatura ha uma reducao significativa da sua atividade.

A recuperacdo da atividade foi de 56% e se manteve estavel 30 dias de
armazenamento a -20°C. Na eletroforese, trés fracdes foram detectadas.

A invertase tem comportamento Michaeliano e seus dados cinéticos também
seguiram o modelo linear de Lineweaver-Burk sendo mais especifica a 50°C do que
25°C.
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