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CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA E CINÉTICA DA INVERTASE DE Saccharomyces cerevisiae 
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A glicoenzima invertase (EC 3.2.1.26) é uma b-frutofuranosidase que hidrolisa a sacarose gerando uma mistura equimolar de frutose e glicose, denominada açúcar invertido. A produção de açúcar invertido através de processos enzimáticos apresenta vantagens em relação aos métodos tradicionais de hidrólise ácida, pois o produto obtido é de melhor qualidade, mais solúvel e com maior poder adoçante. Devido a sua crescente utilização na indústria de alimentos, são de grande relevância estudos no sentido de buscar novas e melhores fontes produtoras de invertase. O presente estudo teve por objetivo produzir, purificar e caracterizar bioquimicamente a isoforma externa da invertase de Saccharomyces cerevisiae, um produtor natural dessa enzima. Este trabalho foi desenvolvido como parte das exigências da disciplina Métodos Enzimáticos, no laboratório de enzimologia do DBB. A atividade de invertase foi determinada pelo método de DNS e a dosagem de proteínas por Bradford. A levedura foi cultivada em meio contendo, sacarose como fonte de carbono, e o tempo de incubação em que houve maior produção de invertase foi de 12 horas. A enzima foi purificada parcialmente por cromatografia de exclusão molecular utilizando resina Sephadex G-150 (Pharmacia). Observou-se que a temperatura de 50oC e a faixa de pH de 4,5-5,0 foram ótimas para a atividade de invertase. O ensaio de termoestabilidade demonstrou que a 50oC a enzima foi estável, não perdendo significativamente atividade em 3 horas; no entanto a 65oC a meia-vida foi de apenas 6,9 minutos. O valor de Km para a enzima invertase tendo como substrato sacarose foi de 35,8 mM. Verificou-se que a invertase é inibida fortemente por CuSO4, glicose, frutose e AgNO3, e moderadamente por SDS, EDTA e b-mercaptoetanol. Esses resultados fornecem informações importantes a serem consideradas durante a utilização da invertase em processos industriais e biotecnológicos. 
