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Spdsob pripravy koncentr6tov invert6zy

MARGITA OBERNAUEROVA _ JULIUS SUSIT

S ri h r n . Preskrlmali sa podmienkv izoldcie a purifikiicie invertdzv z rekombinanta kvasi-
niek S. cerelisine CCY 22-15-11 hvperprodukujriceho tento enz'im. Invertdza sa dala uvol-
nii z buniek do roztoku autolilzou. enz(movim natriivenfm buniek alebo ich mechanickou
dezinteqrdciou. Odcentrifuqovanfm bunkovvch stien a ini'ch Struktrlr sa vzniknutf cytosol
relativne obohatil o invertdzu tepelnou denaturiiciou a izoelektrickou precipitiiciou balast-
nlch bielkovin. resp. ich selektivnym vvsolenfm nasytenym sfranom am6nnvm. Ultrafil-
triiciou a ndslednou dial',''zou cytosolu sa odstrdnili i nizkomolekulovd liitkv. dim sa ziskali
enzvmov6 koncentrdtv invertdzv aktivit)'rddove l0'r U.ml-r. resp. 105 U.g'r bielkovfn. kto-
rd sa dajri pouZit v potravindrskom priemvsle.

Invert6za (ftD-fruktofuranozidiiza EC 3.2.1.26) je extraceluliirny enzim
nachrldzajrici sa v periplazmatickom priestore niektorych druhov kvasiviek.
ktor6 m6Zu vyuZfvat sachar6zu ako zdroj uhlika a energie. Tento enzym hy-
drolyzuje koncov6 neredukujfce ftD-fruktofuranozidov6 zvySky v ftD-fruk-
tofuranozidoch za vzniku monosacharidov gluk6zy a fruktdzy. ktord sa tran-
sportujf membrdnou a dalej metabolizujd vo vnritri bunky [1. 2].

Invertdza sa v bunkiich kvasiniek vyskytuje vo forme externdho glykopro-
teinu [3.4]. jeho prekurzora viazandho na membrdnu [5] i ako cytoplazmatic-
k! neglykozylovany protein [6. 7].

Bohatfm zdrojom invert6zy sri pekiirske kvasinky. najma kmene schopne
nadprodukcie tohto enzimu. Obsah invertiizy v kvasinkdch hyperprodukd-
nych kmef,ov predstavuje asi 1 % celkovych bunkovych pretefnov [8]. Pod-
statnd dasi invertdzy je lokalizovand na vonkajSej strane cytoplazmatickej
membriiny [9] a zfdastiuje sa 9+99 7o na celkovej aktivite enzymu kvasiniek
\ryrastenych za derepresnych podmienok [8].

Enzym v izolovanej alebo imobilizovanej forme, ako aj jeho aktivita v kva-
sinkdch sri vyznamnd z biotechnologickdho hladiska vo viacerych odboroch
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potravinerskeho priemyslu. V sfdasnosti sa do CSSR iba dov6Za. V literatrire
sri opisand r6zne sp6soby jeho uvolnenia a izoliicie z buniek mikroorganiz-
mov [3. 5. l0-13].

Predmetom tejto prdce bolo vypracovat postup izoldcie a purifikiicie enzy-
movdho koncentr6tu invertiizy z hyperprodukdndho kmeia kvasiniek S. c.ere-
li.siae CCY I5-22-ll. vy5Lachteneho v na5om laboratririu. ktorli by bral do
rivahy vSetky Specifick6 vlastnosti enzymu i jeho producenta.

MateriSl a met6dy

V priici sa pouZil vySlachten! kmei kvasiniek S. cerevisiae M2A (CCY 22-
l-5-1 l) nadprodukujfci invertiizu Il-1].

Kultivadnd podmienky a met6dy stanovenia aktivity invertiizy [15] sii pod-
robne opisand v predchddzajfcej prrici Il-1].

Vfsledky a diskusia

Uvolnenie invertazv z buniek kvasiniek do roztoku

Invertdzu moZno pomerne kvantitat(r,ne uvolnit do roztoku mechanick\ .

enzymaticky alebo autolvtickv. Dalej uvridzame typickd experimentdlne po-
stupy vvuZfvajrice vSetkv tri sp6sobv uvolnenia invert6zv do roztoku v prfpa-
de hvperprodukdn6ho kmeria rekombinanta kvasiniek S. cerellsiae M2A.
Llvddzani hodnoty vytaZnclsti su priemerom troch a2 desiatich experimentor .

Uyo[rtertie irtvertdzt' nrccltunickou dezintegrriciou buniek. 2.1-hodinovvm
inokulom kmeia kvasiniek S. cerevisicte M2A (0.1 ml/100 ml kultivadnehtr
mddia) sa naodkovalo polosyntetickd mddium Il.l] s obsahom gluk6zy 5 g.l 

'

Bunky sa kultivovali za trepania pri 30 "C v troch -5000 ml Erlenmeyerovi'ch
bankdch naplnenych do l/10 objernu rastovfm mddiom. Kultrira kvasiniek pcr

dorasteni do stacioniirnej fdzy sa scentrifugovala (10 min pri 1500 g). dvaknit
premvla destilovanou vodou a suspendovala do minimiilneho objemu pribliZ-
ne 20 ml. Do takto pripravenej vodnej suspenzie buniek sa pridalo optimdlne
mnoZstvo (-50 g) balotinovvch gulddok vvchladenych na 0 .'C a v 75 ml kvve-
te v Braunovom homogenizdtore sa suspenzia mechanicky homogenizovala
3 minritv za ochladenia tekutvm CO.. dfm sa dosiahla 9-5 % dezinregriicia bu-

1 lrl
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- ..k. Z takto upravenej suspenzie sa balotina odstrdnila filtrriciou cez skleny
' .:er F, za podtlaku. Z uveden6ho mnoZstva vypestovanej kvasinkovej kultf-
-. sa zfskal bezbunkovy homogendt. ktory po doplneni destilovanou vodou
-., objem 100 ml obsahoval v priemere 36 mg suchej hmotnosti kvasiniek

i ml suspenzie.
Homogeniit sa scentrifugoval l0 minrit pri l-5(X) g. Ziskany supernatant o-

-.iiovany ako cytosol obsahovalv priemere 70 9i, celkovej aktivity invertdzy.
. i raZnost invertdzy v tejto frakcii bolo moZni dalej zvySit niektll'konirsobnym
-:emytfm sedimentu bunkovlch stien, resp. bunkovych itruktur a sptljenfm
'.:rutych frakcif s cytosolom. CytosolshlZilako zrikladnd surovina. z ktorej sa
-:', ertdza izolovala da15fmi vhodnfmi purifikadn!mi postupnri.

Enzintovd uvohtenie irtvertazt' drt roztoku. Kultrira hyperproclukdn6ho
.:reia kvasiniek S. cerevisiut M2A sa dopestovala uvedenym sp6sobom. dva-
.:.1t premyla destilovanou vodou a suspendovala do objemu 200 ml rozto-
. .m. ktory obsahovalTris-HCl (t).1 mol.l r) pH tt.0 a 2-merkaptoetanol kon-
-:ntrhcie I g/l(X) ml. Po 10 minritach inkubdcie pri laborat6rnej teplote sa
-.-rnky scentrifuqovali. premvli destilovanou vodou a suspendovali do celko-
:ho objemu l(X) ml destilovanej vody'' obsahujucej lvofilizovany enzlmovy

.,ia2ok zo 2aludka slimhkov (2 g/l0t) ml). Po dvoch hodindch inkub./rcie pri
.- t "C. ked uZ suspenzia obsahovala menej ako 2 '2, pdvodneho poitu intakt-
-''ch buniek. centrifugi{ciou l() minrit sa pri l-5(X)g zfskal supernatant - cvto-
.,1. z ktoreho sa invertdza d'alej izolovala vhodn'i,mi purifikacn,ylmi postupmi.
:nzvmovym naruienfm bunkovfch stien externe pridan'imi glukan/rzami
^:eilo do cytosolovej frakcric priemerne 80 % celkovej aktivitf invertiizv kva-
..nkovych lruniek.

.{rrtolr'ricAr sp0sob rtvol'rtutio irtverti:t' tlo ro:toku. Kultirra kvasiniek .S.

;ravisiut, M2A dopestovanii u2 uvedenvm spOsobom. s:r clvakriit premvla
.rr'stilovan()u vtldtlu. Autoii'za prebehla za dvo.jakvch podmienok. pridom
-:ir.rhy sprisob sa ciii pou2it aj v podmienkach potravinurskeho priemvsiu.
'\ Drv()m prfprade nridium obsahctvalo v celktlvonr t'rbjeme -10 ml bunkv kva-
.rniek (25 g suchel hmotnosti /l(X) ml). acetiit.sgdny (2 g/lt)t) ml) a toludn
: ml/l(X) ml) [l l].
\/ druhom prfpade mddiurn obsahovalo v celkovom objeme 30 ml bunkv

.iasiniek (2-5 g suchej hmotno:;ti/l(X) nil). chkrrid sodn! (-5 g/l0t) ml) a etanol
5 ml/l(X) nrl) [16].

Autolyza prebiehala 2-l hodin pri 50 "C za nrieiania. Po skonienf autolvtic-
rciho procesu centrifugiiciou l() minut pri l5(X) g sa ziskal cytosol rlhsahujuci
:nvertiizu.

V porovnani s pretlchiiclzaiticimi spt)sobmi uvolnenia enzl'mu do roztoku
tab. l) autoly'tickvrn sptisobont za dani'ch podmienok pre5kr do c-vttlsolickej

:rakcie v prfpade toluinovei autolvzv 3-5 "rl, povodnej cclkovej aktivity inver-

].i i



Tabulka 1. Podiel invert6zy v cytosolovej frakcii z p6vodn6ho obsahu v homogendte S. cerevi-
siae M2A (100 %) po centrifugilcii v zrivislosti od pouZitej met6dy dezintegrricie buniek

T a b I e l. Invertase portion in cytosol fraction from the original content in the homogenate .S. ce-

revisiaeM2A (lm%) after centrifugation in the dependence on used method of cell disintegration

rMode of disintegration; 2Yield of invertase/percentage of the total activity); sMechanical disinte-
gration; {Enzymatic destruction of cell walls; sAutolysis; 6In the presence of ethanol; 7In the pre-
sence of toluene.

tiizy kvasiniek a v pripade etanolovej autol:izy iba23 "h. Pri nezmenenej cel-
kovej vftaZnosti sa po desatn6sobnom zahusteni ziskandho cytosolu ultrafil-
tr6ciou cez membrilny neprepfstajrice kltky molekulovej hmotnosti viac ako
40 000 ziskali enzymove koncentriity invertiizy specifickej aktivity 60-140
U.mg-t suchej hmotnosti pri objemovej aktivite 3.103 aL 5.103 U.ml'r.

Purif ikiicia invert 6zy uvolnene j z buniek kvasiniek
do roztoku

Cytosolovil frakcia ziskan6 ako supernatant centrifugiiciou homogendtu
mechanicky, resp. enzymaticky rozrusenej kvasinkovej biomasy sa pouzil ako
zrikladnf materiiil, z ktor6ho sa vhodnfmi purifikadnfmi postupmi izolovala
invertflza. Okrem nej cytosol obsahoval viacerd bielkoviny a ind enzfmy,
nukleovd kyseliny a nizkomolekulovd li{tky, ktor6 bolo treba dalej oddelit.

Pre purifik6ciu invertdzy z cytosolu pripadali do fvahy tri alternatfvne po-
stupy. Prvf postup sa zakladd na izoelektrickej precipitdcii balastnfch biel-
kovfn, druhf pouZfva denukleiniziiciu, tepelnf denaturiiciu a izoelektrickf
precipitiiciu balastnlich bielkov(n a tretf vysolenie balastnfch bielkovin, po
sedimentiicii ktorfch glykoprotefny invertiizy ost6vajf v supernatante.

Stanovenim zdvislosti mnozstva vyzrdLanych celkovfch bielkovfn, resp. in-
vertazy od pH prostredia sa zistilo, Le za danych experimentdlnych podmie-
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Postup dezintegrdcie
VftaZnost invertilzy

(% celkovej aktivity)2

Mechanickd dezintegr6cia:
Enzfmov6 rozru5enie bunkovfch stien4

Autolytick6 rozru5enie bunkovj'ch stiens
v prftomnosti etanolu6
v pritomnosti tolu€nu7

70

80

23

35
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--:i: ntugdciou homogenatu
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c ::elkoviny a in6 enzymy,
'; rtrit) treba dalej oddelit'.
: :',.rhr tri alternatfvne po-
:r:--rpitdcii balastnych biel-
:;:-rrurdciu a izoelektrickri
t:: :rlastnych bielkovin, po
:i:- -r \ Supernatante.
e-i-.r rch bielkovfn, resp. in-
: :r:e rimentrilnych podmie-

- x maximum celkovich bielkovfn savyzrilLa pri pH 4,0, pridom viid5ina in-
.ilazy zostdva v roztoku za sfdasn6ho zvy5enia Specifickej aktivity, ktor6

-,dobrida maximum pri pH 3,75 (obr. 1). opravou pH cytosolu na 3,8 sa vy-

:. .iZalo a pre5lo do sedimentu 45'/" bielkovin, kfm pri 40 7o retencii invertdzy
iupernatante sa jej Specifickri aktivita zvySila 2,9-krdt.
Druhf spOsob purifik6cie invertiizy z cytosolu berie do rivahy postup prfp-

-,'.r kvasinkovfch bielkov(n pre ludskf vfZivu ll7]1 a okrem izoelektrickej
::cipit6cie bielkovin vyuZiva aj denukleinizirciu cytosolu a tepelnri denaturii-

- .r balastnfch bielkovfn. Inkubdciou cytosolu 2 hodiny pri 50 oC za mieiania
:: pH 6,0 doch6dza k hydrolfze nukleovych kyselin a denaturdcii termolabil-

- .;h bielkovfn, ktord sa po irprave pH cytosolu na 3,8 odstr6nili centrifugiici-

- l0 minrit pri 3000 g. Ziskal sa supernatant obsahujirci 35 % celkovej aktivi-
' invertiizy homogeniitu btrniek Specifickej aktivity 63,13 U.mgr bielkovin.

200

o 20 10 60 80 100
(NH1|S01 7o scturdcies

Ohr. 2. Zirrvislost fbytku cclkovych bielko-
vin (t) a zvyienia Specifickej aktivity inver-
tdzv (o) v supernatante ziskanom po vysoleni
od stupria nasytenia cytosolu siranom am6n-
nym. Cytosol sa pripravil mechanickou de-

zintegriiciou buniek S. cerevisiae MZA.

F i g . 2. Dependence of total protein decrease
(e) as well as invertase activity increase (o)
in supernatant after salting out on the degree

of cytosol saturation with ammonium sulfate.
Cytosol was prepared by mechanical disinte-
gration of S. t'eret,isiae M2A cells. (' :As in

Fig. l: rSaturation percentage.)
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= g I Quantitative dependence of isoelec-
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-rrase activity (o) on cytosol pH. Cytosol
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.rae N{2A was divided into aliquot fracti-
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..,iuc. Precipitated proteins were separated
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Tabulka 2. Specifickri aktivita invertdzy S. cerevisiae M2A v jednotlivfch frakciich pri pouiiti
r6znych purifikadnlich postupov

T a b I e 2. Specific invertase activity of S. cerevisiae M2A in respective fractions after various puri-
fying procedures

Frakciar
Specifickri aktivita

invertiizy

IU.mg'' bielkovin]l

Vyi{aZnost3

%l

rFractionl:Specific invertasse activity (U -g-' of protein): rYicld; rHomogenatei 5Cytosoll6Su-

pernatant after isoelectric precipitationl TSupernatant after denucleization. thermal denaturation
and isoelectric precipiation: NSupernatant after salting out with (NHr).SO{.

Pri Stridiu vlastnostf invertiizy rekombinanta M2A sa v zhode s literaturou
[3,8, l8] zistilo, Ze glykoprotein externej invertrizy je relativne rezistentni
proti vysolovaciemu fdinku siranu amdnneho. K rovnakym objemom cytoso-
lu sa preto pridal sfran amtinny v mnoZstviich, ktor6 zodpovedali r6znym per-
centdm nasytenia cytosolu touto solou. V priebehu 4 hodin pri 5 oC do5lo za
mieSania k vysoleniu bielkovfn, kto16 sa odstriinili centrifugdciou l0 minrlt pri
10 000 g. V zfskanom supernatante sa stanovila aktivita invertiizy a koncen-
trdcia bielkovin. Sledovanim ziivislosti Specifickej aktivity invertdzy superna-
tantu od stupia saturdcie cytosolu sfranom am6nnym sa zistilo, 2e pri 75 "/"
nasytenf cytosolu (NHr)"SOr sa vysolf ar.90 "A celkovlich bielkovin, pridom
vdd5ina invertiizy zostala v supernatante a jej Specifickii aktivita dosiahla ma-
ximum (obr. 2). Takto sa z(skal enzymovi koncentrdt obsahujfci 50 % celko-
vej invertiizy homogendtu kvasinkovfch buniek a jeho Specifickii aktivita bola
206 U.mgr bielkovfn.

Uvedenymi troma purifikadnlmi postupmi sa ziskal supernatant enzymovd-
ho koncentriitu viacniisobne obohatendho o inverrdzu (tab. 2). Takyfto super-
natant zahusteni na desatinu svojho privodn6ho objemu ultrafiltrdciou je re-
latfvne obohatenj bielkovinou invertiizy proti nfzkomolekulovym liitkam,
resp. soliam prechddzajfcim ultrafiltraanou membr6nou. Specifickri aktivitu
invertiizy moZno dalej zvyfSit, a to g6lovou chromatografiou, dialfzou, resp.
diafiltriiciou na ultrafiltri. Roztoky enzfmu mozno potom stabilizovai glycelo-
rom alebo inlmi polyhydrickfmi alkoholi [19]. V nasich modelovych experi-

33.1

j Homogeniitr I 34,5 100

I cutorol' I :0.+ io
i Supernatant po izoelektrickomzrlLani' i lZ.A 40

I Supernatant po denukleiniziicii, tepelnej dena- 
iI Supernatant po denukleiniziicii, tepelnej dena- 
i

turdcii a rzolelcktrickom zra2ani- | 6-1.1 .15

Supernatant po vysolcni (NH,),SO," 2()6.t, 50
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mentoch za poulitia ultrafiltradnych membri{n neprepriStajticich l6tky mole-
kulovej hmotnosti viidSej ako 40 000 sa postupom vyuZivajricim vysofovacf
efekt siranu am6nneho z(skali enzymov€ koncentr6ty invertiny prevy5ujlice
aktivitu 6500 U.ml-t, resp. 200 U.mg't bielkovin. Preparrity tejto aktivity sa

dajri porovnat s aktivitami komerdnfch pripravkov firiem Serva alebo Sigma,

sri vSak viac ako plitn6sobne aktivnej5ie ako invertiiza G10x pripravenii vo
Viezvdzovom vedeckovfskumnom fstave aplikovanej enzymol6gie v ZSSR.

Pre priemyselnri vlirobu invert:izy je vy5lachtenf kmefi S. cerevisiae M2A
(CCY l5-22-ll) vfhodnejSi vzhladom na vysokf Specifickri aktivitu tohto en-
zvmu (16 U.rng-t suchej hmotnosti) ako beZn€ priemyseln6 kmene peki{r-
skych kvasiniek, ktorych Specifick6 aktivita je okolo 2 U.mg-l suchej hmot-
nosti. Na zavedenie priemyselnej vfroby enzfmovfch prfpravkov invertdzy
niektorim zo skrimanfch experiment6lnych postupov budf smerodajn6 v1i-

sledky Stvrtpreviidzkovych experimentov a dostupnost zodpovedajfcich za-
riadenf , resp. surovin. Iba ekonomickf rozbor vfsledkov tfchto pokusov mdZe
dat definitivnu odpoved na vlber najoptim6lnejSieho izoladn6ho, resp. purifi-
kadndho postupu, pretoLe kaLdy mii svoje prednosti i nedostatky. Berfc do
iivahy moZnosti komplexndho vyuZitia kvasnidnej biomasy, vftaZnost' i efek-
tfvnost purifikadn6ho postupu, mechanickd dezintegri{cia buniek, vysolenie
balastnfch bielkovin a ultrafiltriicia sa ukazujf ako najoptim6lnejSie techno-
logickd procesy. Rovnako ldkavd je aj vyuZitie supernatantu po denukleiz6cii
a oddelenf bielkovfn (SCP) izoelektrickou precipit6ciou v procese komplex-
n6ho spracovania kvasnidnej biomasy.
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Cnoco6 [pnroroBJreu[r ronuenTparon rrrrnepra3bt

PesloDre

B pa6ore 6rr.rrz o6cnegoBaHbr ycJroBr,rg usoJrfi\uvt v o'ruc,tKu r{HBepra3br rs perou6r-
HaHTa Apox<x<eil S. cerevisiae CCY 22-15-11 rrnepnporasBoAsulero sror Qeprvrent. llnaepra-
ga 6rrla BbrAeJIeHa rr3 KJIeroK B pacrBop aBToJrrr3oM QepnrenrarrsnbrM ulruleBapeurreM
KJIeroK trrru wx MexaHI4qecKnM pacnaAoM. Illrronnag&raflr.recrrari upocrop eosnuxrurari
rlentprt$yrlrpoBarrtreM KJIeroqHElK creHoK n Apyrnx crpyKryp orHocureJrbHo o6orarrncs
rnneptasorl tepmrrecxorl AeHarypaqnerZ n ngogrerrprvecrorZ uperlr4nrrraqreri 6anaacr-
nlrx 6erxoa a raKx(e I4x ceJIeKTI4BHIIM BbrcaJrrlBaHrreM Hacbru{enrbrM cy.nrQaronr auuo-
una. Y.nrrpa{r.nrtpaqrerZ r nocnegyrofi\erw Avaltu3oM r$,rrorrJra3Marr4qecKoro rrpocropa
6r,ur yctpaneHbl t{ Htl3KoMoJIeKyJIapHbre BeulecrBa, 'reu 6rrlu Aocrr4rrryrbr Qepueura-
Tr.rBHbre KoErreHTparbr ,rr{Bepra3br c aKTr{BHocrbro 103 y.Mr-l a raKx(e 105y.r-t 6e.nros
,rcnoJlb3oBareJlbxblx a nrarqeaori [poMbrruJleHuocrrr.

Mode of invertase concentrates production

Su mm ary

Conditions for isolation and purification of invertase from the yeast recombinant S. cerevisiae
CCy 22-15-11 hyperproducing this enzyme have been investigated. Autholysis or enzymatic di-
gestion of cells or mechanical disintergration were used for the transition of invertase from cells
into a solution. Cytosol which has been obtained after the centrifugation of cell debris and other
structures was enriched with invertase by the thermal denaturation or by isoelectric precipitation
of other proteins, or by their selective precipitation using the saturated ammonium sulfate.
Low-molecular substances were eliminated through ultrafiltration, then dialysis was used. Thus.
the enzyme concentrates of invertase, utilizable in food industry, with the activity in order 103 U
ml'r or 105 Ug'r proteins were obtained.
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