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Sposob pripravy koncentratov invertazy

MARGITA OBERNAUEROVA - JULIUS SUBIK

Suhrn. Preskimali sa podmienky izoldcie a purifikdcie invertazy z rekombinanta kvasi-
niek S. cerevisiae CCY 22-15-11 hyperprodukujiceho tento enzym. Invertaza sa dala uvol-
nit z buniek do roztoku autolyzou. enzymovym natravenim buniek alebo ich mechanickou
dezintegraciou. Odcentrifugovanim bunkovych stien a inych Struktur sa vzniknuty cytosol
relativne obohatil o invertdzu tepelnou denaturéciou a izoelektrickou precipitaciou balast-
nych bielkovin. resp. ich selektivnym vysolenim nasytenym siranom aménnym. Ultrafil-
traciou a naslednou dialyzou cytosolu sa odstranili i nizkomolekulové latky. ¢im sa ziskali
enzymové koncentraty invertazy aktivity radove 10° U.ml'!. resp. 10° U.g"! bielkovin. kto-
ré sa daju pouzit v potravindrskom priemysle.

Invertaza (pB-D-fruktofuranozidaza EC 3.2.1.26) je extracelularny enzym
nachddzajici sa v periplazmatickom priestore niektorych druhov kvasiviek,
ktoré mozu vyuzivat sacharézu ako zdroj uhlika a energie. Tento enzym hy-
drolyzuje koncové neredukujice B-D-fruktofuranozidové zvysky v D-fruk-
tofuranozidoch za vzniku monosacharidov glukdzy a fruktdzy, ktoré sa tran-
sportuji membrénou a dalej metabolizuju vo vnutri bunky [1, 2].

Invertaza sa v bunkach kvasiniek vyskytuje vo forme externého glykopro-
teinu [3, 4], jeho prekurzora viazaného na membranu [5] i ako cytoplazmatic-
ky neglykozylovany protein [6. 7].

Bohatym zdrojom invertazy su pekérske kvasinky, najma kmene schopné
nadprodukcie tohto enzymu. Obsah invertazy v kvasinkach hyperproduk¢-
nych kmenov predstavuje asi 1 % celkovych bunkovych preteinov [8]. Pod-
statnd Cast invertazy je lokalizovana na vonkajSej strane cytoplazmatickej
membrany [9] a ziacastiiuje sa 94-99 % na celkovej aktivite enzymu kvasiniek
vyrastenych za derepresnych podmienok [8].

Enzym v izolovanej alebo imobilizovanej forme, ako aj jeho aktivita v kva-
sinkach su vyznamné z biotechnologického hladiska vo viacerych odboroch
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potravinarskeho priemyslu. V sucasnosti sa do CSSR iba dovaza. V literatire
su opisané rdzne spésoby jeho uvolnenia a izolacie z buniek mikroorganiz-
mov (3, 5, 10-13].

Predmetom tejto prace bolo vypracovat postup izoldcie a purifikacie enzy-
mového koncentratu invertazy z hyperprodukéného kmena kvasiniek S. cere-
visiae CCY 15-22-11, vySlachteného v nasom laboratériu, ktory by bral do
uvahy vsetky Specifické vlastnosti enzymu i jeho producenta.

Material a metody

V praci sa pouzil vySlachteny kmen kvasiniek S. cerevisiae M2A (CCY 22-
15-11) nadprodukujici invertazu [14].

Kultiva¢né podmienky a metddy stanovenia aktivity invertazy [15] su pod-
robne opisané v predchadzajucej praci [14].

Vysledky a diskusia
Uvolnenie invertdzy z buniek kvasiniek do roztoku

Invertazu mozno pomerne kvantitativne uvolnit do roztoku mechanicky.
enzymaticky alebo autolyticky. Dalej uvddzame typické experimentélne po-
stupy vyuzivajuce vietky tri sposoby uvolnenia invertazy do roztoku v pripa-
de hyperprodukéného kmena rekombinanta kvasiniek S. cerevisiae M2A.
Uvadzané hodnoty vytaznosti su priemerom troch az desiatich experimentov.

Uvolnenie invertazy mechanickou dezintegraciou buniek. 24-hodinovym
inokulom kmena kvasiniek S. cerevisiae M2A (0.1 ml/100 ml kultiva¢ného
média) sa naockovalo polosyntetické médium [14] s obsahom glukozy 5 g.1°".
Bunky sa kultivovali za trepania pri 30 °C v troch 5000 ml Erlenmeyerovych
bankach naplnenych do 1/10 objemu rastovym médiom. Kultura kvasiniek po
dorasteni do stacionarne] fazy sa scentrifugovala (10 min pri 1500 g). dvakrat
premyla destilovanou vodou a suspendovala do minimalneho objemu pribliz-
ne 20 ml. Do takto pripravenej vodnej suspenzie buniek sa pridalo optimalne
mnozstvo (50 g) balotinovych gul6¢ok vychladenych na 0 °C a v 75 ml kyve-
te v Braunovom homogenizatore sa suspenzia mechanicky homogenizovala
3 minuty za ochladenia tekutym CO,. ¢im sa dosiahla 95 % dezintegracia bu-
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~iek. Z takto upravenej suspenzie sa balotina odstranila filtraciou cez skleny
“lter F, za podtlaku. Z uvedeného mnozstva vypestovanej kvasinkovej kultu-
- sa ziskal bezbunkovy homogenat, ktory po doplneni destilovanou vodou
=z objem 100 ml obsahoval v priemere 36 mg suchej hmotnosti kvasiniek

I ml suspenzie.

Homogenat sa scentrifugoval 10 minut pri 1500 g. Ziskany supernatant o-
znacovany ako cytosol obsahoval v priemere 70 % celkovej aktivity invertdzy.
\'vtaznost invertazy v tejto frakcii bolo mozné dalej zvysit niekolkonasobnym
~remytim sedimentu bunkovych stien, resp. bunkovych Struktur a spojenim
‘zkutych frakcii s cytosolom. Cytosol slizil ako zakladna surovina, z ktorej sa
nvertaza izolovala dal$imi vhodnymi purifika¢nymi postupmi.

Enzymové uvolnenie invertizy do roztoku. Kultura hyperprodukéného
<mena kvasiniek S. cerevisiae M2 A sa dopestovala uvedenym spdsobom, dva-
<rat premyla destilovanou vodou a suspendovala do objemu 200 ml rozto-
<om, ktory obsahoval Tris-HCI (0.1 mol.I"") pH 8.0 a 2-merkaptoetanol kon-
centracie 1 g/100 ml. Po 10 minudtach inkubdcie pri laboratérnej teplote sa
~unky scentrifugovali, premyli destilovanou vodou a suspendovali do celko-
~¢ho objemu 100 ml destilovanej vody obsahujucej lyofilizovany enzymovy
vvtazok zo zaladka slimakov (2 g/100 ml). Po dvoch hodinach inkubacie pri
30 °C, ked uz suspenzia obsahovala menej ako 2 % povodného poctu intakt-
nvch buniek, centrifugdciou 10 minut sa pri 1500 g ziskal supernatant — cyto-
<ol. z ktorého sa invertaza dalej izolovala vhodnymi purifika¢nymi postupmi.
Enzymovym naruSenim bunkovych stien externe pridanymi glukandazami
nreslo do cytosolovej frakcie priemerne 80 % celkovej aktivity invertdazy kva-
sinkovych buniek.

Autolyticky sposob uvolnenia invertizy do roztoku. Kultira kvasiniek §.
erevisine M2A dopestovand uz uvedenym sposobom. sa dvakrat premyla
destilovanou vodou. Autolyza prebehla za dvojakych podmienok. pricom
iruhy sposob sa da pouzit aj v podmienkach potravinarskeho priemysiu.
V" prvom priprade médium obsahovalo v celkovom objeme 30 ml bunky kva-
siniek (25 g suchej hmotnosti /100 ml). acetat sodny (2 g/100 ml) a toluén
S ml/100 ml) [11]. '

V druhom pripade médium obsahovalo v celkovom objeme 30 ml bunky
<vasiniek (25 g suchej hmotnosti/100 ml), chlorid sodny (5 g/100 ml) a etanol
S ml/100 ml) [16].

Autolyza prebiehala 24 hodin pri 50 °C za miesania. Po skonceni autolytic-
x¢ho procesu centrifugdaciou 10 minut pri 1500 g sa ziskal cytosol obsahujuci
invertdzu.

V porovnani s predchddzajucimi spoésobmi uvolnenia enzymu do roztoku
tab. 1) autolytickym spdsobom za danych podmienok preslo do cytosolickej
trakcie v pripade toluénovej autolyzy 35 % povodnej celkovej aktivity inver-
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Tabulka 1. Podiel invertazy v cytosolovej frakcii z povodného obsahu v homogenite S. cerev
siae M2A (100 %) po centrifugacii v zavislosti od pouzitej metédy dezintegracie buniek

Table 1. Invertase portion in cytosol fraction from the original content in the homogenate S. ¢

revisiae M2A (100%) after centrifugation in the dependence on used method of cell disintegratic

Vytaznost invertazy
Postup dezintegracie

(% celkovej aktivity)?

Mechanicka dezintegracia® 70
Enzymové rozrusenie bunkovych stien* 80
Autolytické rozrusenie bunkovych stien’
v pritomnosti etanolu® 23
v pritomnosti toluénu’ 35

'Mode of disintegration; *Yield of invertase/percentage of the total activity); *Mechanical disint
gration; *Enzymatic destruction of cell walls; SAutolysis; ®In the presence of ethanol; "In the pr
sence of toluene.

tazy kvasiniek a v pripade etanolovej autolyzy iba 23 %. Pri nezmenenej ce
kovej vytaznosti sa po desatndsobnom zahusteni ziskaného cytosolu ultrafi
traciou cez membrany neprepustajuce latky molekulovej hmotnosti viac ak
40 000 ziskali enzgymové koncentraty invertazy Specifickej aktivity 6014
U.mg! suchej hmotnosti pri objemovej aktivite 3.103 az 5.10° U.ml"!.

Purifikdcia invertdazy uvolnenej z buniek kvasiniek
do roztoku

Cytosolova frakcia ziskana ako supernatant centrifugaciou homogenat
mechanicky, resp. enzymaticky rozrusenej kvasinkovej biomasy sa pouzil ak
zakladny material, z ktorého sa vhodnymi purifikaénymi postupmi izoloval
invertaza. Okrem nej cytosol obsahoval viaceré bielkoviny a iné enzymy
nukleové kyseliny a nizkomolekulové latky, ktoré bolo treba dalej oddelit.

Pre purifikaciu invertdzy z cytosolu pripadali do vahy tri alternativne pe
stupy. Prvy postup sa zaklada na izoelektrickej precipitécii balastnych bie
kovin, druhy pouziva denukleinizaciu, tepelni denaturaciu a izoelektrick
precipitaciu balastnych bielkovin a treti vysolenie balastnych bielkovin, p
sedimentdcii ktorych glykoproteiny invertazy ostavaja v supernatante.

Stanovenim zavislosti mnoZstva vyzrazanych celkovych bielkovin, resp. i
vertazy od pH prostredia sa zistilo, Ze za danych experimentalnych podmi
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>k maximum celkovych bielkovin sa vyzraza pri pH 4,0, pricom vicSina in-

--rtazy zostava v roztoku za sucasného zvysema $pecifickej aktivity, ktord

~2dobtida maximum pri pH 3,75 (obr. 1). Upravou pH cytosolu na 3,8 sa vy-
-razalo a preslo do sedimentu 45 % bielkovin, kym pri 40 % retencii invertazy
. supernatante sa jej $pecifickd aktivita zvysila 2,9-krat.

Druhy sposob purifikacie invertazy z cytosolu berie do uvahy postup prip-
-2vy kvasinkovych bielkovin pre Tudsku vyzivu [17] a okrem izoelektrickej
~recipitacie bielkovin vyuziva aj denukleinizéciu cytosolu a tepelnu denatura-
-u balastnych bielkovin. Inkubéciou cytosolu 2 hodiny pri 50 °C za mieSania
-ri pH 6,0 dochéddza k hydrolyze nukleovych kyselin a denaturécii termolabil-

~vch bielkovin, ktoré sa po tiprave pH cytosolu na 3,8 odstranili centrifugdci-

2 10 minut pri 3000 g. Ziskal sa supernatant obsahujici 35 % celkovej aktivi-
invertazy homogenatu buniek $pecifickej aktivity 63,13 U.mg’ 1 bielkovin.
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~r. 1. Zavislost mnozstva izoelektricky vy-
-izanych bielkovin (@). resp. 3pecificke]
<tivity invertdzy (o) od pH cytosolu. Cyto-
mechanicky dezintegrovanych buniek S.
~revisiae M2A sa rozdelil na alikvotné frak-
. ktorych pH sa upravilo na vyznacenu
~~dnotu. Vyzrazané bielkoviny sa oddelili
~entrufugdciou a supernatant sa podrobil
analyze bielkovin a aktivity invertazy.

=ig. L. Quantitative dependence of isoelec-
‘ric precipitated proteins (@) or specific in-
.ertase activity (o) on cytosol pH. Cytosol
“-om mechanically disintegrated cells S. cere-
‘siae M2A was divided into aliquot fracti-
ns. and their pH was adjusted to indicated
.alue. Precipitated proteins were separated
~v centrifugation and supernatant was analy-
«ed for proteins and invertase activity.
('Proteins (mg ml'); *U mg! of proteins.)

0 20 40 60 80 100
(NH,.)ZSO,' % saturécie®

Obr. 2. Zavislost ubytku celkovych bielko-
vin (@) a zvy$enia $pecifickej aktivity inver-
tazy (0) v supernatante ziskanom po vysoleni
od stupna nasytenia cytosolu siranom amon-
nym. Cytosol sa pripravil mechanickou de-
zintegraciou buniek S. cerevisiae M2A.

Fig.2. Dependence of total protein decrease

(@) as well as invertase activity increase (0)

in supernatant after salting out on the degree

of cytosol saturation with ammonium sulfate.

Cytosol was prepared by mechanical disinte-

gration of S. cerevisiae M2A cells. ('2As in
Fig. 1; *Saturation percentage.)



Tabulka 2. Specifickd aktivita invertdzy S. cerevisiae M2A v jednotlivych frakcidch pri pouzit
roznych purifika¢nych postupov
Table 2. Specific invertase activity of S. cerevisiae M2A in respective fractions after various pur
fying procedures

Specificka aktivita Vytaznost®
Frakcia! invertazy [%]
‘ [U.mg! bielkovin]?

Homogenat* 34,5 100
Cytosol* 36.4 70
Supernatant po izoelektrickom zrazani® 72.8 40
Supernatant po denukleinizdcii, tepelnej dena-

turdcii a izolelektrickom zrazani’ 63.1 35

Supernatant po vysoleni (NH,),SO* 206,0 50

. |

'Fraction; *Specific invertasse activity (U mg" of protein); *Yield; *Homogenate; *Cytosol; ®Su
pernatant after isoelectric precipitation: ’Supernatant after denucleization, thermal denaturatios
and isoelectric precipiation: "Supernatant after salting out with (NH,),SO,.

Pri $tddiu vlastnosti invertazy rekombinanta M2A sa v zhode s literatdron
[3. 8, 18] zistilo, Ze glykoprotein externej invertazy je relativne rezistentny
proti vysolovaciemu ucinku siranu aménneho. K rovnakym objemom cytoso
lu sa preto pridal siran amonny v mnozstvach, ktoré zodpovedali réznym per
centam nasytenia cytosolu touto solou. V priebehu 4 hodin pri 5 °C doslo z:
mieSania k vysoleniu bielkovin, ktoré sa odstrdnili centrifugaciou 10 minut pr
10 000 g. V ziskanom supernatante sa stanovila aktivita invertdzy a koncen
tracia bielkovin. Sledovanim zavislosti $pecifickej aktivity invertazy superna
tantu od stupna saturécie cytosolu siranom amoénnym sa zistilo, ze pri 75 %
nasyteni cytosolu (NH,),SO, sa vysoli az 90 % celkovych bielkovin, pricom
vicsina invertdzy zostala v supernatante a jej Specifickd aktivita dosiahla ma
ximum (obr. 2). Takto sa ziskal enzymovy koncentrat obsahujici 50 % celko
ve] invertdzy homogenatu kvasinkovych buniek a jeho $pecificka aktivita bol:
206 U.mg! bielkovin.

Uvedenymi troma purifikacnymi postupmi sa ziskal supernatant enzymové
ho koncentritu viacndsobne obohateného o invertdzu (tab. 2). Takyto super
natant zahusteny na desatinu svojho poévodného objemu ultrafiltraciou je re
lativne obohateny bielkovinou invertazy proti nizkomolekulovym ldtkam
resp. soliam prechddzajicim ultrafiltracnou membranou. Specificku aktivitt
invertdzy mozno dalej zvysit, a to gélovou chromatografiou, dialyzou, resp
diafiltraciou na ultrafiltri. Roztoky enzymu mozno potom stabilizovat glycelo
rom alebo inymi polyhydrickymi alkoholi [19]. V nasich modelovych experi
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mentoch za pouzitia ultrafiltracnych membran neprepustajicich latky mole-
kulovej hmotnosti vi¢sej ako 40 000 sa postupom vyuzivajicim vysolovaci
efekt siranu amonneho ziskali enzymové koncentraty invertazy prevySujuce
aktivitu 6500 U.ml!, resp. 200 U.mg! bielkovin. Preparaty tejto aktivity sa
daju porovnat s aktivitami komer¢nych pripravkov firiem Serva alebo Sigma,
su viak viac ako pédtnasobne aktivnejSie ako invertdza G10x pripravena vo
Viezvizovom vedeckovyskumnom ustave aplikovanej enzymologie v ZSSR.

Pre priemyselnu vyrobu invertazy je vySlachteny kmen S. cerevisiae M2A
(CCY 15-22-11) vyhodnejsi vzhladom na vysoku $pecificku aktivitu tohto en-
zvmu (16 U.mg! suchej hmotnosti) ako bezné priemyselné kmene pekar-
skych kvasiniek, ktorych $pecificka aktivita je okolo 2 U.mg! suchej hmot-
nosti. Na zavedenie priemyselnej vyroby enzymovych pripravkov invertazy
niektorym zo skimanych experimentdlnych postupov budi smerodajné vy-
sledky Stvrtprevadzkovych experimentov a dostupnost zodpovedajucich za-
riadenti, resp. surovin. Iba ekonomicky rozbor vysledkov tychto pokusov moze
dat definitivnu odpoved na vyber najoptimalnejsieho izola¢ného, resp. purifi-
kacného postupu, pretoze kazdy mé svoje prednosti i nedostatky. Bertc do
uvahy moznosti komplexného vyuzitia kvasni¢nej biomasy, vytaznost i efek-
tivnost purifikatného postupu, mechanickd dezintegracia buniek, vysolenie
balastnych bielkovin a ultrafiltracia sa ukazujui ako najoptimalnejsie techno-
logické procesy. Rovnako ldkavé je aj vyuzitie supernatantu po denukleizécii
a oddeleni bielkovin (SCP) izoelektrickou precipitaciou v procese komplex-
ného spracovania kvasni¢nej biomasy.
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Cnoco6 npuroToBIeHHs KOHIEHTPATOR HHBEPTA3bI
Peswme

B pabote 6p111 00CI€0BaHbI YCTIOBUA U3OMALMM M OUMCTKY MHBEPTA3bI U3 PEKOMOM-
HaHTa Apoxken S. cerevisiae CCY 22-15-11 runepnponssozsimero sror ¢ epment. VHBepTa-
3a OplTa BbIeJIEHA 3 KJIETOK B PACTBOP aBTOJIM30M (pepPMEHTATUBHBIM MUILEBAPEHMEM
KJIETOK MJIY MX MEXaHM4eCKMM pacnajoMm. Lluronsasmariyeckuit IpoOCTOp BOZHMKIIINIA
LEHTPUDYTMPOBAHNEM KJIETOYHBIX CTEHOK M APYTUX CTPYKTYP OTHOCUTEIBHO 060raTmiICs
VMHBEPTa307 TepMUYECKON AeHaTypauuen 1 u303JIeKTPUYECKON IIpenunuranmen 6aamacr-
HBIX DeJIKOB a TaK¥e UX CeJIeKTHMBHBIM BbICAIMBaHMEM HACBIIIEHHBIM CYJIb(AaTOM aMMO-
HUA. YIbTpad@UAbTPaLMeNR U MOCHEeAYIOIIMM AMATM30M HUTOIIa3MaTHYECKOro IPOoCTOpa
ObLIy yCTpaHeHb! ¥ HU3KOMOJIEKY IAPHbIE BEIeCTBa, 4eM ObLIM JOCTUTHYTHI (pepMeHTa-
TYBHbIE KOHLEHTPATHI MHBEPTa3bl ¢ aKTUBHOCTBIO 10° ¥V.mu! a Takxke 10%y.r! 6emkos
MICIIOJIL30BATEIbHBIX B IIMIEBOJ TPOMBIIITIEHHOCTH.

Mode of invertase concentrates production
Summary

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 10° U
ml! or 10° Ug'! proteins were obtained.



