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RESUMO

A atividade da invertase 4cida soliivel de tubérculos de batata em desenvolvimento
¢ baixa. Um substancial aumento nos niveis de hexose, devido & maior atividade da
enzima, ocorre com a remogdo dos tubérculos da planta. A invertase 4cida de tubérculos
maduros armazenados a frio € a enzima predominante na degradacdo da sacarose. No
entanto, os mecanismos de controle da atividade da invertase na planta ainda nio estdo
bem entendidos. Na tentativa de elucida-los, foi realizada a purificagiio parcial da invertase
4cida de tubérculos maduros de batata armazenados a frio, 2 C, por 30 dias. A purificacdo
foi realizada utilizando-se centrifugagio, precipitacdo com sulfato de amoénia e filtragio em
gel (Sephadex G 75), com fluxo linear de 11,8 cm h™. A atividade da invertase foi
determinada pela produgdo de glicose medida enzimaticamente pelo sistema glicose
oxidase. A atividade especifica da invertase 4cida soldvel foi maior no extrato
parcialmente purificado com precipitagdio por sulfato de aménia e filtracio em gel,
comparada com o extrato cru. A invertase 4cida soldvel foi eluida em coluna entre 10 e 13
mL. A cinética enzimética mostrou Ky, de 110 mmoles L' no extrato cru e de 27 mmoles
L no extrato eluido da filtragio em gel. A invertase 4cida solivel apresenta a maxima
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atividade num pH 6timo entre 3 e 4. Ndo houve evidéncia de atividade de invertase
alcalina em ambos os extratos cru e purificado. A atividade especifica da invertase acida
soldvel foi inibida pelos metais pesados Cu*’, Hg"* ¢ Ag*’.

Palavras-chaves: Solanum tuberosum L., invertase acida, purificacéo, caracterizagao.

ABSTRACT

PARTIAL PURIFICATION OF A SOLUBLE ACID INVERTASE
FROM POTATO TUBER STORED UNDER COLD TEMPERATURE

Potato (Solanum tuberosum L.) tubers kept under cold storage show a substantial
increase of hexose levels, with one mechanism being an increase in invertase activity.
However, the mechanisms controlling invertase activity are still not well understood. This
paper reports the partial purification of acid invertases from potato tubers, and discusses
some of their properties. Soluble acid invertase was extracted from mature tubers of potato
stored at 2 C for 30 days and purified by centrifugation, ammomum sulphate precipitation
and gel filtration (Sephadex G 75), with linear flow of 11.8 cm h!. Invertase activity was
assayed by the release of glucose measured enzymatically with glucose oxidase. The
specific activity of soluble acid invertase increased in extracts purified by ammonium
sulphate precipitation and gel filtration, as compared with crude extract. Soluble acid
invertase was eluted from the column between 10 and 13 mL. Enzymatic kinetics showed a
Ky of 110 mmoles L™ in the crude extract and Ky of 27 mmoles L in the extract eluted
with gel filtration. The soluble acid invertase showed an optimum pH between pH 3 - 4.
There was no evidence of alkaline invertase activity in the crude extract and purified

material. The specific activity of the soluble acid invertase was inhibited by the heavy
metals Cu*?, Hg" e Ag*™*.

Key words: Solanum tuberosum L., acid invertase, purification, characterization.
INTRODUCAO

Tubérculos de batata sdo importante fonte de carboidratos para
nutri¢io, sendo usados como base para vérios produtos processados. Em
razdo da necessidade de suprimento da demanda industrial ou para o
consumo in natura durante o ano todo, torna-se freqiiente, a necessidade
de armazenamento dos tubérculos, o que em geral resulta na diminui¢do da
qualidade do produto (6).

Os tubérculos armazenados a temperaturas inferiores a 10 'C passam
por um processo chamado de adocamento de baixa temperatura,
acumulando acucares soliveis totais (/5). Estes tubérculos, ao serem
processados na forma de chips, resultam em produtos de coloraga@o escura,
devido ao fato de os agiicares reagirem inicialmente com compostos

aminos, seguidos por reagGes consecutivas e paralelas que formam uma
grande faixa de compostos de alto e baixo peso molecular, chamadas de
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reacOes de Maillard (/1, 15). Isso deprecia ou, em alguns casos, até
impede a comercializacdo do produto.

Altos teores de acgucares redutores nos tubérculos armazenados estao
geralmente associados a senescéncia ap0s um periodo longo ou em alta
temperatura de armazenamento; rapida germinagdo (brotagdo dos
tubérculos); imaturidade dos tubérculos quando colocados em
armazenamento; e exposicio a temperaturas inferiores a 10 C durante o
armazenamento (7).

O aumento no conteido de hexoses em tubérculos de batata
armazenados em baixas temperaturas tem sido documentado (4, 16).
Entretanto, os passos metabdlicos envolvidos na iniciacdo € na subseqiiente
regulacdo deste processo ainda ndo foram completamente elucidados (/5).
Muitos argumentos tém sido utilizados para explicar este acimulo de
acucares, incluindo o aumento na atividade da invertase (5, 13, 15).

O controle do fluxo das hexoses monotostatadas na via glicolitica
em baixas temperaturas, contribui para o acumulo de sacarose e,
subseqilientemente, dos acgucares redutores nos tubérculos de batata (5).
Portanto, o controle da hidrélise de sacarose deve ser considerado
importante na regulacdo da formacdo das hexoses (3). Duas enzimas
podem contribuir diretamente para a formacao de hexose nos tubérculos, a
sacarose sintase (EC 2.4.1.13) e a invertase (EC 3.2.1.26) (3). A primeira €
uma glicosil transterase que produz a sacarose a partir de UDP-glicose ¢
frutose (/7). A 1nvertase (B-D-frutofuranosida frutoidrolase) hidrolisa
irreversivelmente a sacarose nos seus constituintes monossacarideos
glicose e frutose.

A maioria das espécies vegetais contém no minimo duas isoenzimas
de invertase vacuolar acumulando-se como proteinas soldveis no interior
deste compartimento acido (invertase acida solavel). Da mesma forma, sdo
encontradas muitas isoenzimas de invertase extracelular ligadas
ionicamente a parede celular (/7). Em tubérculos maduros, Isla et al. (9)
1solaram trés tipos de invertases: invertase acida soluvel, invertase I €
invertase II. Somente a primeira € de origem vacuolar (localizagao
simpléstica), enquanto as demais sdo apoplasticas e apresentam interagoes
com a parede celular em diferentes graus.

As invertases &4cidas tém sido purificadas em varias espécies
vegetais, apresentando baixo Ky para sacarose (/8). A atividade € inibida
por fons de metal pesado como Hg**e Ag*’, sugerindo a presenca de um
grupo sulfidril no centro catalitico (/7). As invertases acidas também sdo
inibidas por seus produtos de rea¢do, como a glicose agindo como um
inibidor ndo competitivo € a frutose como um inibidor competitivo (9).

Este trabalho teve como objetivo adequar metodologia para a
purificacdo parcial da invertase acida solivel de tubérculos de batata
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armazenados em Dbaixa temperatura, bem como caracteriza-la
bioquimicamente.

MATERIAL E METODOS

Tubérculos de batata, cultivar Pérola, produzidos no campo
experimental da Embrapa-Clima Temperado, Pelotas, RS, foram colhidos
em julho de 2000 e imediatamente transferidos para o Laboratério de
Metabolismo Vegetal do Departamento de Botinica da Universidade
Federal de Pelotas. A seguir foram selecionados e padronizados quanto ao
tamanho e armazenados em geladeira por 30 dias, a 4 + 2°C. Decorrido
este periodo, eles foram descascados e picados em pequenos pedagos de
modo, a formar amostras de aproximadamente 50 g. Estas foram
acondicionadas em recipientes plasticos com aproximadamente 10 mL de
tampdo de armazenamento que continha Hepes (2 g L"), EDTA
(0,5 g L"), Glutationa (100 mg™"), DTT (50 mg L"), PVP (1,5 ¢ L),
Triton X 100 (0,5 mL L") e Mercaptoetanol (0,25 mL L'} e mantidas
congeladas até o momento do processamento (adaptado de 15).

Para a purificacdo da invertase 4acida soliivel, as amostras
previamente armazenadas foram homogeneizadas em triturador de tecido
(Potter S), seguido de filtragem em gaze, obtendo-se o extrato I, do qual 5
mL foram armazenados para posterior processamento. O restante do
extrato I foi centrifugado a 5.000 g por 10 minutos, a 4°C. Parte do
sobrenadante (5 mL) foi armazenada (extrato II), e ao restante foi
adicionado sulfato de amoénia (65% de saturacio). O extrato foi
novamente centrifugado (20.000 g por 15 minutos, a 4°C) e o precipitado
foi ressuspendido em 4gua destilada, formando o extrato III. A seguir,
uma aliquota do extrato Il foi aplicada em coluna contendo Sephadex®
G735, equilibrada com tampao fosfato 100 mmoles Lt pH 7, sendo eluida
com 0 mesmo tampdo com um fluxo linear de 118 mm h™' e coletando-se
fracOes de 1 mL.

Em todos os extratos (I, II e III) e todas as fracoes eluidas da
cromatogratfia gélica foram determinados: a) teores de proteinas soliveis
totais, pelo método de Biureto, usando BSA como padrio (8); e b)
atividade da invertase 4cida pela formagio de glicose, determinada
enzimaticamente pelo método de glicose-oxidase. Das fracoes eluidas da
cromatogratia gélica, aquela que apresentou maior atividade especifica foi
denominada extrato IV.

A determinagcdo da atividade da invertase 4cida foi baseada na
produgdo de glicose, sendo estimada espectrofotometricamente pelo
método enzimdtico baseado na reagdo catalisada pelo sistema glicose
oxidase. A atividade da invertase 4cida foi determinada em meio de reacio
contendo sacarose 250 mmoles L™, como substrato, tamp3o acetato pH 5,
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agua destilada e quantia suficiente de extrato protéico, sempre com volume
final de 1 mL. O volume dos componentes do meio de reagdo e do extrato
protéico foi variavel, em razdo do ensaio realizado. Apés a adicdo do
volume de extrato protéico, o meio de reacdo foi mantido em temperatura
constante de 37°C, por uma hora. A seguir, a reacdo fo1 paralisada em
banho fervente por trés minutos e, ap0s o resfriamento adicionaram-se 2
mL de reativo de cor. Ao adicionar o reativo, os tubos retornaram ao
banho de 37°C, por 15 minutos. Decorrido este periodo, os tubos foram
colocados a temperatura ambiente e, apds o resfriamento realizou-se a
leitura da absorbincia a 505 nm, determinando, assim, os teores de glicose
nas amostras apos a a¢do da enzima (Q;). O teor de glicose presente
inicialmente nas amostras (Qg) foi determinado apds a fervura prévia do
extrato. ApOs a inativacgido, procedeu-se como descrito anteriormente.
Desta forma, a atividade da invertase acida solivel ( A ) foi determinada
pela diferenca entre as quantidades de glicose determinadas antes (Qg) e
apos a agdo da enzima (Q;), ou seja, A = Q;— Qo.

Os ensaios de caracterizacdo da invertase acida soltvel foram
realizados com os extratos II e, ou, IV, dependendo do parimetro
analisado:

a) efeito da quantidade de enzima

Os ensaios do efeito da quantidade de enzima, estimada a partir do
teor de proteina solivel, foram realizados com a variagdo dos volumes de
extratos protéicos nos meios de reacdo: de 10 a 50 ul. e de 1 a 75 uL,
respectivamente, nos extratos Il e IV.

b) efeito da quantidade de substrato

O efeito da concentracdio de sacarose nas velocidades das reacGes
enzimaticas foi avaliado, alterando-se a concentra¢do de sacarose no meio
de reacio, a qual variou de 0 a 350 mmoles L' € 0 a 200 mmoles L nos
extratos II e IV, respectivamente. Obtidas as velocidades da reacdo, foram
determinados os parametros de cinética enzimaitica (Ky e Vi) em cada
extrato, com o emprego da equacdo hiperbdlica de Michaelis-Menten
entre a concentra¢ao de substrato € a velocidade de reacio.

c) efeito da temperatura de incubacgdo

O ensaio de efeito da temperatura sobre a atividade enzimadtica foi

realizado com o extrato II, alterando-se a temperatura de incubacgido do
mei1o de reacdo de 3 a 45°C,

d) efeito do pH do meio de reagido

O ensaio de efeito do pH sobre a atividade enzimaética foi realizado
com o extrato II, alterando-se o pH do meio de reacdo, utilizando os
tampOes apropriados com pH variando de 1 a 14.

e) efeito da presenca de metais no meio de reacao
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O efeito da presenca de metais no meio de reagdo sobre a atividade
enzimatica fo1 determinado no extrato II, adicionando-se, em tubos

distintos, 20 pL das solu¢des de 1 mmol L'de FeSO,, KCIl, MgSO,,
CuSO4, MnCl,, CaCl,, KI, SrCl,, BaCl,, HgCl, e AgNQO; ao meio de

reacio constituido de 200 UL de solucdo de sacarose 250 mmoles L™, 100

ul. de tampao acetato pH 5, 100 uL extrato protéico € dgua destilada em
quantidade suficiente para 1 mL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de proteinas solaveis totais obtidos a partir de tubérculos
de batata, cultivar Pérola, conforme as etapas de purificagdo, estdo no
Quadro 1. A utilizagdo em conjunto da precipitacdo com sulfato de aménia
e posterior centrifugacao (extrato IIT) fo1 altamente eficiente, permitindo extrair
uma concentragio de 3,22 mg de protefna mL™ de extrato. O efeito da
concentracdo de proteinas pela agdo do sulfato de amdnia € decorrente da
diminuigao da solubilidade da maioria das proteinas, que ocorre em altas
concentracoes de sais (precipitacio por salificacao). A fracdo eluida por
filtracdo gélica (extrato IV), com maxima atividade especifica da invertase acida
solavel (Quadro 1), teve a menor quantidade de proteina soltivel (1,02 mg).

A atividade especifica da invertase 4cida solivel foi muito baixa e
quase 1nalterada entre os extratos I e¢ II (Quadro 1), indicando que a
centrifugacdo, apesar de causar redu¢do de aproximadamente 50% de
proteina, nao resulta em diminui¢ao na atividade especifica (Quadro 1).

QUADRO 1 - Concentracdo de protéina solivel total, eficiéncia de
purificacdo e atividade especifica da invertase de |
tubérculos de batata

Proteina solivel Atividade especifica

Quant. de Purifi- mg de glucose Punfi

Extrato Volume mg mL ' proteina cacao liberada mg cacgdo
(mL) (mg) (%) protefna” h™! (%)
I 40 1,00 (£ 0,07)® 40,00 100 0,27 (£ 0,150)° 100

II 30 0,66 (£ 0,07) 19,80 49,5 0,30 (£ 0,119) 112 |

11 4 3,22 (£ 0,07) 12,88 32,2 0,44 (£0,009) 163
IV 1 1,02 (£ 0,06) 1,02 2,6 2,04 (£0,180) 756

A) I = homogeneizado e filtrado em gase; II = extrato I depois da centrifugacio; Il = sobrenadante
depois da adi¢iio de sulfato de amdnia (65%) e centrifugado; IV = fracdo eluida de filtragio gélica
com mixima atividade. Atividade enzimética medida em trés repeticoes.

B) Desvio-padrio da media.

A atividade especifica no extrato III, obtido apds precipitacdo com
sulfato de aménia e centrifugacéo, foi praticamente o dobro da alcancgada
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no extrato I, em virtude da maior quantidade e da pureza protéica atingida
com a precipitacao salina. O extrato IV apresentou atividade especifica de
2,04 mg de glicose formada mg proteina’ h”', aproximadamente quatro
vezes mais atividade do que no extrato III, devido a purificagao protéica e
a eliminac¢do da glicose, evitando a 1nibi¢ao da invertase pela glicose.

A atividade especifica da invertase de batata, purificada por Pressey (/2),
foi 0,3 e 11,2 unidades por mg de proteina nos extratos bruto e eluido em
Sefadex G-100, respectivamente. Bracho e Whitaker (2) encontraram atividades
especificas de 0,042 e 8,1 umdades por mg de proteina, concernentes aos
extratos bruto e eluido em DEAE-Sefadex A-50-120, respectivamente. Isla et al.
(9) obtiveram atividades especificas de invertase de batata de 0,8 (extrato bruto),
0,7 (extrato precipitado com sulfato de aménia, 100% de saturagdo) € 55
unidades por mg de proteina (extrato eluido em Sefadex (G-100). Por definic¢ao,
em todos estes ensaios uma unidade € a quantidade de enzima que hidrolisa 1
umol de sacarose min" a 37°C, em pH4,7.

A atividade especifica aparente da invertase 4cida soliivel (expressa em
relacao a atividade especifica maxima) em relagdo ao volume do extrato II
utilizado no meio de reagcdao (Figura 1A) mostrou um pico de atividade

especifica em 20 puL, diferindo dos volumes de 10 e 30 uL.. Entretanto, quando

utilizados 50 UL de extrato, a atividade foi reduzida drasticamente para
aproximadamente 20% da atividade maxima. O extrato II apresentava grande
quantidade de carboidratos soliveis dissolvidos, principalmente glicose e
frutose. A queda na atividade enzimatica observada nos volumes de extrato
acima de 20 pl. pode ser explicada pelo incremento no teor de glicose no meio
da reacdo, o qual pode inibir a atividade da invertase, em concordancia com
Isla et al. (9), quando afirmaram que a glicose produz inibicdo nao-
competitiva classica da invertase.

A atividade especifica da invertase acida solavel em relagdo ao
volume do extrato IV estd representada na Figura 1B, ocorrendo
linearidade entre 0 volume de extrato e a atividade quantificada. Duas retas
podem ser identificadas, uma para baixos volumes (< 10 uL) com pequena
declividade, indicando que pequenas aliquotas provocam incrementos
menores na taxa de atividade especifica, e outra com declividade maior
(volumes de extrato entre 15 e 75 pl.), na qual grandes incrementos na taxa
de atividade especifica da invertase &acida foram observados. Este
comportamento pode ser explicado pelo fato de as fracOes obtidas pela
cromatografia praticamente ndo apresentarem acgucares redutores, mas sim
proteina, ndo havendo, entdo, glicose capaz de inibir a invertase acida;
assim, as velocidades da reacdo enzimatica acompanharam o aumento do

volume de extrato (quantidade de proteina) até ocorrer a saturac¢do da
enzima com o substrato.
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FIGURA 1 - Atividade especifica aparente da invertase 4cida solivel
em tubérculos de batata, em funcgio do volume do extrato.
(A) extrato II: concentragio protéica no extrato = 0,66
ug uL™); e (B) extrato IV: concentragio protéica no
extrato = 1,02 ug uL™).
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As atividades especificas da invertase 4cida soliivel nos extratos Il e
IV, em tuncdo da concentracdo de sacarose no meio de reagio, estdo
representadas na Figura 2A e B, respectivamente. A atividade especifica da
invertase de batata foi mais baixa no extrato II (extrato bruto) do que no
IV (eluido por cromatografia).

A atividade especifica da invertase 4cida soldvel foi crescente entre
as concentragdes de 0 a 80 mmoles L' de sacarose, com patamar entre 80
e 160 mmoles L™, atingindo o méximo na concentracio de 200 mmoles L
de sacarose (Figura 2A). Estes resultados podem indicar a existéncia de
dois sitios ativos para sacarose na enzima invertase, provavelmente um
atuando em baixa concentracdo € outro em alto teor de sacarose, porém
agindo de forma cooperativa.

Em tubérculos de batata, Bracho e Whitaker (2) identificaram
uma invertase nativa com massa molecular de 60.000, sendo um
dimero com massa molecular de 30.000 por subunidade. Por outro
lado, Burch et al. (3) isolaram uma invertase, por filtracdo gélica,
com massa molecular de 60.000, mas usando SDS-PAGE, a massa
molecular for de 58.000 sem subunidades, concluindo que a
invertase € um mondmero, justificando que a presenca de
subunidades descritas por Bracho e Whitaker (2) pode ser devida a
uma quebra protéica ou, possivelmente, seja um reflexo de diferenca

varietal.

A utilizagdo do extrato IV, isto é, apds a desalinizacdo pela
passagem em cromatogratia gélica, para ensaio do efeito da variag¢do da
concentragdo do substrato (Figura 2B), resultou em atividades especificas
maiores € em menor necessidade de substrato para efetivar a reagdo. Isso é
explicado pela maior quantidade de proteinas, maior pureza da enzima e
menor quantidade de interferentes da reacdo. A atividade enzimatica cresceu
com o aumento da concentracdo de sacarose entre 10 e 80 mM, porém em
concentragoes maiores do que 80 mM a atividade enzimatica ndo acompanhou
0 aumento da concentracdo de substrato, permanecendo constante,
caracterizando, assim, uma saturacdao da enzima com o substrato.

Os parametros da cinética enzimatica encontrados neste experimento
foram do extrato II: Ky = 110 mmoles L™ € Vo = 559 pg de glicose mg
proteina solivel total h”', enquanto do extrato IV: Ky = 27 mmoles L e
Vimax = 1615 pg de ghcose mg™' protefna soliivel total h™'. Diferentes Ky
para sacarose sdo encontrados em trabalhos com tubérculos de batata: 6

mM (12), 16 mM (2), 7 mM (3) e 28 mM (9), sendo este semelhante ao

encontrado no extrato IV. A invertase 4cida também utiliza outros
substratos, como rafinose (Ky = 37 mM) e estaquiose (Ky = 41 mM),
porém com menor afinidade (9).
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FIGURA 2 - Atividade especifica da invertase acida solivel em
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A enzima apresentou dois picos de maior atividade, o primeiro a
4°C, segmido de queda abrupta da atividade a 10 e 30°C, quando a
atividade chegou a apenas 20% da atividade maxima, e o segundo a 38°C,
temperatura em que a maxima atividade enzimética foi detectada, seguido
de nova queda de atividade a 45°C. Anderson et al. (1) obtiveram atividade
catalitica maxima da invertase da batata a 50°C, concluindo também que a
melhor temperatura para a liga¢do do inibidor endégeno com a invertase é
de 5 a 10°C mais baixa. Esta faixa de 40 a 45°C para a ligacdo do inibidor
coincide com a queda da atividade a 45°C obtida neste experimento,
podendo indicar a possivel ligagdo do inibidor endégeno da invertase neste
extrato. Entretanto, também deve ser considerada a possivel desnaturagio
protéica com temperaturas acima de 40°C.

A atividade especifica maxima da invertase foi atingida em pH 3,15,
sendo acentuadamente decrescente até pH 5, porém deve ser salientado
que, em pH 4,15, a atividade foi aproximadamente 65% da méaxima. Estes
resultados diferem um pouco da faixa de maior atividade obtida por
Bracho e Whitaker (2) e Pressey (12), que citam um pH 6timo entre 4,5 e
5,0 para a atividade méxima da invertase 4cida. Entretanto, devem ser
consideradas as especificidades dos métodos de isolamento e purificacio
da enzima, ou mesmo a utiliza¢do de outra invertase.

Os metais pesados Cu”*, Ag®* e Hg*" inibiram fortemente a enzima
(58, 50 e 33% de inibicao, respectivamente), de conformidade com Sturm
(17), incrementando a 1inibi¢do com o0 aumento da massa molecular do ion.
A atividade da invertase acida € inibida por fons de metal pesado como
Hg* e Ag™, sugerindo a presen¢a de um grupo sulfidril no ponto catalitico
(/7). Algumas enzimas que possuem um grupamento essencial sulfidrilico
(-SH) sdo inibidas ndo-competitivamente pelos fons de metais pesados,
sugerindo que esses grupos (-SH) devem estar intactos para que a enzima
mantenha sua conformacdo nativa normal (/0). O efeito destes metais
sobre a invertase neutra da cana-de-agucar (/9) foi similar ao detectado
neste ensaio. Cu**, Ag”* e Hg®* pertencem ao grupo dos metais de
transi¢cdo. Mn** e Fe®*, que aumentaram a atividade da enzima, também
pertencem a este grupo. Estes metais geralmente possuem tendéncia a ser
mais duros e fundir a temperaturas mais altas do que os metais alcalinos e
alcalinos terrosos. As densidades deste grupo sdo resultantes de elevadas
massas atémicas, volumes atdmicos pequenos e empacotamento compacto.
Uma caracteristica importante nos metais de transi¢cdo € a variabilidade de
seus nameros de oxidagdo nos compostos formados (/4). |

A presenga de K'*, independentemente do 4nion, ndo causou efeito
sobre a atividade da enzima, apresentando atividade semelhante a obtida
no controle. O potéssio pertence ao grupo dos metais alcalinos (IA), que
sdo leves e com ponto de fusdo baixo, pelo fato de a ligacdo nesses
elementos ser puramente metdlica e, portanto, ndo direcional. As
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densidades dos metais alcalinos s3o baixas, como conseqii€éncia primaria
de seus raios atomicos elevados.

A atividade da invertase acida foi incrementada quando os metais
Mg**, Ca**, Sr** e Ba®*" foram adicionados ao meio de reacfio. Estes

pertencem ao grupo dos metais alcalinos terrosos (IIA), que sdo tipicos,
bons condutores de calor e eletricidade, porém mais duros, mais densos e
se fundem a temperaturas mais altas do que os metais alcalinos (/4).

CONCLUSOES

1) Elevada atividade especifica da invertase &acida solivel €
alcancada com o emprego de precipitacido com suifato de amoénia e
filtracao gélica.

2) A atividade maxima da invertase in vifro € atingida a 38°C,
tendo o pH 6timo de 3,15, porém a 4°C € verificada alta atividade.

3) A invertase acida soldivel estudada apresenta diferenca nos
parimetros de cinética enzimatica, em razao da metodologia de extracgdo.

No extrato IV, 0 Ky é de 27 mmoles L™ e a V. = 1,615 mg de glicose
formada mg™ proteina h™'.

4) Os metais pesados Cu**, Ag** e Hg** inibem a atividade da
enzima e Mn*", Mg™*, Ba**, Ca**, Sr** e Fe** promovem a atividade da

invertase acida soluvel purificada de tubérculos de batata, armazenados
em baixa temperatura.
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