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Biochemick6 vlastnosti kmefra,S. cerevisiae nadprodukujfceho
invert6zu

MARGITA OBERNAUEROVA - JULIUS SUSIX

S ri h r n . Stridiom biochemickjch vlastnosti vy5lachten6ho kmeia kvasiniek S. cerevisiae

CCy 22-L5-ll sa zistila jeho silnri flokuldcia, schopnost nadprodukcie invert6zy, zniLen|
citlivost na represnf ridinok gluk6zy, ako aj zvlSend aktivita kon5titutivne syntetizovanej

malt6zo-perme6zy a a-gtukozidiny.Tielo vlastnosti predurdujri vyuZitie kmeia pri rekom-

binainom Slachteni priemyselnfch kvasiniek, priemyselnej hydrol!'ze sachar6zy, ako aj pri
priprave enzjmovich koncentrdtov invertdzy.

Schopnost' kvasiniek S. cerevisiae utilizovat' sachar6zu alebo rafin6zu je

podmienen6 prf tomnostou invert6zy ft D-fruktofuranozid 6zy, EC 3.2.I.26)

[1]. Invert6zu kvasiniek tvori internii neglykozylovan6 a externd glykozylova-

nii forma enzymu [2a| Jej Struktfra je Specifikovanii rodinou SUC genov,.

ktord sa m6Zu vyskytovat na 6 odli5nfch chromoz6moch [5-8]. Individudlne
kmene mdZu obsahovat nijakf , jeden alebo niekolko aktfvnych SUC g6nov

[7, 9]. R6zne SUC g6ny sf podobn6, ale nie identickd v svojej nukleotidovej
sekvencii [7, 10] a sri exprimovane do r6zneho stupia [11]. Kazdf SUC lokus

k6duje dve nRNA, prekladan6 do internej a externej invertdzy [12-1a]' Kfm
intern6 invertdzaje syntetizovand kon5titutfvne v nizkej hladine [12], expre-

siu externej invert6zy reguluje gluk6zov6 represia na transkripdnej rirovni

[1s].
Specifick6 aktivita invertdzy v rdznych kmefioch kvasiniek je odli5nri a po-

hybuje sav rozmedziodl' do 5 U.mg-l suchej hmotnosti buniek [11, 16]. In-
dukovanou mutagenezou sa podarilo pripravit kmene kvasiniek nadproduku-
jfce invert6zu (Specifick6 aktivita vyS5ia ako 10 U.mg-t suchej hmotnosti),
ktorej syntezabola naviac i menej citlivd na represni ridinok gluk6zy tl7-211.
Yyraznd nadprodukcia invert6zy v kvasink6ch sa dosiahla i klonovanim a ex-

presiou invert6zovych g6nov na vektoroch vyskytujticich sa vo viacerfch k6-

Ing. Margita Obernauerovri, CSc., RNDr. Jrilius Subf k, CSc., Vfskumnf ristavpotravi-
niirsky, Trendianska 53, 825 09 Bratislava.
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piiich v bunkdch transformantov [16, 22]. Mnoh6 z tychto hyperprodukdnfch
kmefiov sa vfznamne osveddili pri Stfdiu reguliicie synt6zy invertiizy a stali sa
zdrojom pre purifikiiciu a biochemick(r charakterizilciu oboch foriem enzymu
[4, r3, 2t.22].

Predmetom tejto priice je Stridium biochemick;ich vlastnostf kmefia kvasi-
niek .S. cerevisiae CCY 22-15-11 nadprodukujriceho invertiizu [23]. Tento
kmei vznikol mei6zou priemvseln6ho kmeia pekrirskych kvasiniek l24lavy-
znaduje sa i znfZenou citlivostou synt6zy invertdzy, a-glukozidilzy a mitochon-
drirllnych cytochr6mov na gluk6zovf represiu.

Materi6l a met6dy

Mikroorganizmy a rastov( podmienky. V prdci sa pouZili kvasinky S. cere-
visiae kmef, M2A (CCY 22-16-11) [23], ktorf vznikol mei6zou priemyseln6ho
kmefia pekrirskych kvasiniek S. cerevisiae M [24], ako aj Standardnd labo-
rat6rne kmene S. cerevisiae DTXII (diploid, prototrof) 125,26] a X2180A
(MATa 2, SUC 2, CUP 1) [11].

Kmene r6stli pri 30'C v polosyntetickej p6de obsahujricej v 1 litri: 5 g kvas-
nidndho autolyzdtu.5 g pept6nu, 1g KH"POr,l,2g (NH4),SO.,0,5 g KCl.
0,5 g MgSO 4.7H2O,2 g NaNO.. 0,01 g FeCl., a 5, resp. 100 g gluk6zy za de-
represnych, resp. represnfch podmienok rastu.

Flokuldcia buniek a rastovd vitt'aiky. Flokulilcia buniek v kultivadnom m6-
diu sa sledovala ako sedimentiicia zhlukov buniek v 100 ml odmernom valci
vliSkv 18 cm v zi4vislosti od dasu a je vyiadrenii ako percento objemu kultivad-
ndho mddia obsahujriceho bunky. Rastovd vlitaZky kvasiniek sa stanovili gra-
vimetricky.

Meranie metabolicklch kvocientoy. Fermentadnii aktivita vvrasten;ich bu-
niek sa stanovila za anaer6bnych podmienok manometricky Warburgovfm
prfstrojom v reakdnej zmesi obsahujfcej citriitovo-fosf6tovf tlmivf roztok (25
mmol.l-t) pH 4,5, bunky kvasiniek (0,75-1,5 mg suchej hmotnosti) a sacharid
(10 mmol.l't).

Spotreba kyslfka sa sledovala kyslikovou elektr6dou v reakdnej zmesi obsa-
hujricej glutardt draselny (50 mmol.-t), bunky kvasiniek (0,75-1,5 mg suchej
hmotnosti) a gluk6zu (20 mmol..-r), resp. etanol (20 mmol.l-t).

M eranie aktivity maltd zo-permedzy. Aktivita malt6zo-pe rmedzy v reakdnej
zmesi obsahujfcej citriitovo-fosfiitovf tlmivy roztok (62 mmol.l-t) pH 4,5.
laC-malt6zu (20 mmol.l-1, 40 MBq.l-r) a bunky kvasiniek (8-i3 mg suchej
hmotnosti) a gluk6zu (20 mol.. r). resp. etanol (20 mmol.l-').

Meranie uktiyity a-glukoziddzl'. Aktivita a-glukozid6zy sa stanovila v re-
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\t - , _s _slukcizv za de-
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.icnej zmesi obsahujfcej 20-100 pl supernatantu mechanicky rozbitfch bu-
-.rek a 0,5 mgp-nitrofenyl-a-D-glukopyranozidu v 0.5 ml fosfdtov6ho tlmivd-
:o roztoku (50 mmol.l-') pH 6,8 postupom opisanym v [26]. Bielkoviny sa sta-
:trvili met6dou podla Lowryho a kol. [28] hovlidzim s6rumalbuminom ako
.:andardom.

.Veranie aktivily invertdzy. lnvert{za sa stanovila v acetdtovom tlmivom
.rztoku (25 mmol.l ') pH 4,5 so sachar6zou (100 mmoi.ll) a bunkami kvasi-
.re (1il-20 pg suchej hmotnosti). Reakdnd zmes sa inkubovala 5 minrit pri

-.,t "C. Reakcia sa zastavila vloZenim skrimaviek na 2 minrity do vriaceho vod-
:eho kripela. Bunky sa oddelili sedimentdciou a gluk6za sa stanovila komer-
: nvm giuk6za-oxid6zovym testom firmy Lachema ( 1 U : pmol gluk6zy.min-r).

Termdlna inaktivdcia invertdzl,. Term6lna inaktiviicia enzyrnu sa sledovala
'. bezbunkovych extraktoch 10-krdt zriedenfch v citriitovom tlmivom roztoku
50 mmol.l-r) pH 4,5 a inkubovanfch 5 hodin pri 50, 55, 60 a 65 "C. Vzorky sa
,doberali ndsledne v jednohodinovfch intervaloch a uloZili sa do ladu. Speci-
:rckd aktivity invertiizy sa stanovili a vyjadrili ako percento kontrolnej aktivi-
:\.

Meranie cytochrfmovitch spektier. Diferendnd cytochr6mov6 spektril bu-
:riek vyrastenfch za rdznych podmienok sa zaznameniivali pri koncentrdcii
runiek 35 mg suchej hmotnosti.ml-1 na spektrofotometri Perkin-Elmer 557 pri
.aborat6rnej teplote. Cytochr6my sa oxidovali peroxidom vodfka (10 mmol.l-t)
-r redukovali zrnkami NarSrO*

Elektrofordza v polyakrylamidovom gdli. Bunky kvasiniek (2.1Otr buniek) sa

rozbili sklenymi gulidkami [26] a bezbunkovf extrakt sa upravil na objem 1 ml
pridanim Tris-fosfdtu (50 mmol.l-'), EDTA (1 mmol.l'') a fenylmetylsulfonyl-
t1uoridu (1 mml.l-'), konedn6 pH 6,8. Zvy5ky buniek sa oddelili sedimentd-
.-iou (5 minrit pri 1500 g) a52, pl supernatantu sa podrobilo elektrofordzezane-
denaturujfcich podmienok v polyakrylamidovom g6li (7,5 9/100 ml) podla
Grossmana a Zimmermana [11]. Elektrofordza prebiehala 5 hodin pri 4 oC

s konstantnym prridom 15 mA na 96l.
Elektrofordza za pritomnosti SDS (dodecylsulfdtu sodn6ho, 1 9/100 ml)

v polyakrylamidovom geli (6 g/100 ml) sa uskutodnila podla Laemmliho [29].
Aktivita invertiizy sa detegovala inkubiiciou gdlov v roztoku sachar6zy (0,1

mol.l'') a acet5tu sodndho (0,1 mol.l-') pH 4,5, 20 mintit pri 30 oC a ich nd-
slednfm vyfarbenim 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridom (0,2 g/100 ml) v Na-
OH (0,5 mol.l'') pri 100'C [30].

Pouiil4 chemikdlie. Malt6za, sachar6za, Tris, dodecylsulfilt sodnf (SDS),
p-nitrofenyl-c-D-glukopyranozid (PNPG), persulfiit, akrylamid, bis-akryla-
mid, N,N,N',N'-tetrametyl6ndiamfn a tunicamycfn sa ziskali zo Servy. Hei-
delberg. raC-malt6za pochddza z Ustavu pre vyskum, vfrobu a vyuZitie riidio-
nuklidov v Prahe. Ostatnd chemik6lie poch6dzali z Lachemy Brno.

33922'



Vfsledky a diskusia

Kmefi rekombinanta kvasiniek S. cerevisiaeM2A (CCY 22-15-11)je meio-
ticki produkt polyploidn6ho kmefia pek6rskych kvasiniek S. cerevisiae M
[2a]. Na rozdiel od tohto kmeia, ako aj rdznych infch priemyselnfch kmefiov
pekdrskych kvasiniek [24], resp. Standardndho laborat6rneho kmeia S. cere-
visiae DTXII sa bunky kmefia M2A vyznadovali vfraznou hyperprodukciou
invertdzy, konstitutfvnou synt6zou a-glykoziddrzy amaltizo-permeilzy azniLe-
nou citlivostou ich synt6zy na gluk6zovf represiu (tab. 1). Bunky kmefra
M2A sf pohlavne aktivne, p6rovacieho typu MATa a nesporulujrice. Bunko-
vf obsah DNA (52 pg DNA/106 buniek), ako aj vfsledky tetrddovej analyzy
hybrida M2A x DPI-18/514 [2a] indikujf , Ze bunky kmefra M2A sf aneuplo-
idn6 alebo diploidnd.

Kmefi M2A bol schopni pre svoj rast vyuZivaf ako zdroj uhlika a energie
gluk6zu, sachar6zu, malt6zu a etanol. V porovnani so Standardnfm kmeiom
DTXII v5ak jeho bunky r6stli v polosyntetickej p6de s gluk6zou relativne po-
malSie (obr. 1) a silne aglutinovali (obr. 2). T6to skutodnost umoZfiuje vyuZif

Tabulka l. Aktivita glukoziddz a malt6zo-perme6zy kmeia S. cerevisiae M2A a Standardndho

kmena s. cerevisiae DTXII vyrasterf[.i:il::#:j:i-*" 100 g.l'') a derepresnfch (gluk6za

Table 1. Gtucosidase and maltose-permease activities of the strain S. cerevisiae M2A and the

standard strain s' **'u*:^?I::ilHi:ilJ:J:?ili#ffi"J'ressive (grucose r00 g r'')

rEnzyme; 2Mode of the yeast growth; 3Specific activity; alnvertase (pmol glucose/min/mg of
d.w.); sa-Glukosidase (pmol maltose/min/g of d.w.); TDerepression; 8Repression.
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Enzfmr
Sp6sob

rastu
kvasiniek2

Specifick6 aktivita

DTXII M2A

Invert6za
(pmol gluk6zy/min/mg
suchej hmotnosti)a

a-glukozidiiza
(pmol PNPG/min/mg
bielkovin)s

Malt6za-perme6za
(pmol malt6zy/min/g
suchej hmotnosti)6

derepresiaT
represia

derepresia?
represia8

derepresiaT
represia8

3,51
0,13

0,05
0,02

2,9
0.1

16,75

8,58

1,26
0,44

2t,5
t,6
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prirodzenf flokuldciu rekombinanta na rfchlu separdciu jeho buniek od kulti-
vadndho m6dia.

Bunky kmefia M2A v porovnani so Standardnym kmeiom kvasiniek na-
priek pomal5ej rastovej rfchlosti aktivnejSie skvasovali gluk6zu, sachar6zu
a najmii malt6zu a ich respiradnii aktivita bola tieZ vySSia (tab. 2). Rfchlost'

Tabulka 2. Metabolick€ kvocienty kmefia S. cerevisiae M2A a Standardndho kmeia S. cerevi-

siae DTXII po raste za derepresnych (gluk6za 5 g.l-') a represnych (gluk6za 100 g.l-t) podmienok
T a b I e 2. Metabolic quotients of the strain S. cerevisiae M2A and the standard strain S. cerevisiae

DTXII after the growth under the derepressive (glucose 5 g l-r) and repressive (glucose 100 g l-t)
conditions

oi3,
(pl CO,/h/mg suchej hmotnosti)l

eo2
(pl Or/h/mg suchej

hmotnosti)2

po derepresnom
rastel

po represnom
raste4

po derepresnom
rastel

glu-
k6zas

mal-
t6za6

sacha-
r6za1

glu-
kdzas

mal-
t5za6

sacha-
r6za7

glu-
k6za5

eta-
nols

\12A

DTXII
315

266

242

10

327

283

260

265

143

10

248

27t
t27

103

153

t24

rpl CO,/h/mg of d.w.); :(pl O"/h/mg trf d.w.); 3After the derepressive growth; rAfter the repres-

.ive growth; sGlucosel 6Maltose: TSaccharose; sEthanol.

skvasovania malt6zy dosahovala aL 213 rfchlosti skvasovania gluk6zy a bola
niekolkoniisobne vySSia ako Standardndho kmeria. Po raste buniek za repres-
ni'ch podmienok rfchlost skvasovania sacharidov relat(vne poklesla. Kmefi
\12A v5ak i v tomto pripade skvasoval malt6zu s vysokou aktivitou. Odli5n6
ri'chlost skvasovania maltdzy bunkami kmeia M2A a Standardn6ho kmefia
DTXII je vcelku v srilade s ich rozdielnymi aktivitami malt6zo-permeiny
a a-glukozid6zy (tab. 1). Takto rast kmefia M2A nie je limitovanyi aktivitou
glvkollizy, resp. respiradn6ho retazca, ale niektorym infm krokom v anaboliz-
ne jeho buniek.

Bunky kmeia M2A podas exponencidlnej fdzy rastu za derepresnfch pod-
mienok obsahovali vSetky cytochr6my (obr. 3,A.) a ich koncentriicia v stacio-
ndrnej fiize rastu sa takmer zdvojn6sobila (obr. 38). V tejto fiize rastu mali
runky kmefia M2A v porovnanf so Standardnym kmefiom DTXII (obr. 3D)
pribliZne rovnaky obsah cytochr6mu c. relativne vy55f obsah cytochr6mu b,
:r'Sak podstatne niZSf obsah cytochr5mu a, ktory v5ak dfchanie buniek kmefia

3.1I



-6o
a
7<4
o
EE
s
)a

o
E

0201060
Cos'fhJ

O b r . l. Rastor,;i krivka rekombinanta S. cc-
revisiae M2A (a) a Standardn6ho kmeia 5.

cerevisiae DTXII (o) rastriceho v polosynte-
tickej p6de s gluk6zou (-s g.l'')

Fig. 1. Growth curves of both S. ceret'i:;iue
I!I2A recombinant (a) and standard strain .1.

cerer.'isiae DTXII (o) grown in serni-:virthetic
medium containing glucosc (5 g . i '). ('mg of

dry u,eight/ml of suspensit-n: : Tir-ne )

- t00
J
c
-3 so
oo
'+ 60
cooDo4u
f
Exno
o-0

Obr. 2.. Flokuldcia buniek rckomlrinanta -5.

cerevisiae M2A vyrastenfch do staciondrnel
fiizv rastu v polosyntetickej pOde s glukdzou
(5 g.l-r). Sedimentdcia zhlukeiv buiiiek v zdvi-
slosti od iasu sa sledovala '", 100 inl valci a j.
i'yjadrcnd ako percento objcinu kultivac.-
ndho nrddia obsahujtceho brrnky rekom-

binanta.
Fig. 2. Fiocculalion of recrrnbinant cells J
caret,t..riae lu{2;\ grcrvn inttt t he stationan
phasc in serri-synthetic mediunl containini
qlucosc (5 g . l''). Dcpendencc ol .se Cinrcnr.r-
tion of aggretated cell on iilnc wa:; sti.rdied l,
100 ml cylinder. Sedinrentation i:r cxprcssc.:
as the volume pcrcelltage ()f ir cultrvaf ilrn nrs-
dium containine the cells of rccornbin.rirr

/1"{, of volurtlc colriainini: cr:lls: :1-iln'-'. 
)

h{2A nelimitovai (tab. l). },{a drr.rhei sfrauc po raste privysokej konr:entnli'.
glukciz',' bunky kmeria M2A syntetizovali signifikantnc' vdci5ie mnoic{vc \.ict-
k.ich cytochr6mov (obr. -jC) ako kmei DTXII (obr.3E). Tieto vyslecli.',
ukazujir, Ze rezistenci:r proti katabolickej represii kmeia M2,rt mii ciastoc*rr--

pleiotropny charakter prejavuifci sa okrem syutezy invert:izy a rl-glukozidd;u r

aj Dri svnt6ze mitochondriiilnycLr c)vtoch r-6 r ro\',
Vlastnosti nadprodukovanej invert'Azv a reguiiicia jej syntczy v bunkdcl

kmeria M2A sa Studovali i podrobnejiie. Zistiio sa, Ze pl-l optimLrm (pH -1.51

Michaelisova kon5tanta enzimu (K* : 0.()3()mol.l-r) i tepelnd stabilita enzr-
rnu (otrr. -54) sa dajri porovnat s viastnostami invertirzy' Stanclardnych kme-
iov nesfcich S'tic l, resp. SLIC 3 alely* ginov [20.31,32]. Do.55 "C hok
invertaiza kmena M2A relativne stabilni, k1i'm pri teplotiich nad 65 "C dochi-
dzalo uZ k prudk6mu poklesu jej aktivity'.

Po elektrofor6ze invertdzy kmefia M2A v polyakrylamidovom gdli za prr-
t(-rn'rnosti SDS (obr. 7A) sa pozorovali tri pirsy aktivit,v. Jecien priStarte. zod-
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O b r . 6. Tepelni stabilita invertilzy kmeia .S.

cerevisiae M2A. Specifickrl aktivita kontrol-
nej vzorky v dase 0 bola 34,24 U.mg-r biel-
kovin. Inaktiv6cia sledovand pri 50'C (o), 55

'C (x), 60 "C (A) a 65'C (.).
F i g . 6. Thermal invertase stability of. S. cere-
visiae MZA. strain. Specific activity of con-
trol sample was 34.24 U mg-r of proteins at
the beginning of experiment. Inactivation
observed by 50"C (o). 55"C (x), 60"C (A)
and 65oC (o). ('Specific activity (% of con-

trol); 2lncubation time.)
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Obr. 7. Elektrofordza v polyakrylamidovoni gdli v prftomnosti SDS invertiizy rekombinanta
M2A v porovnan( so Standardnfm SUC 2 kmefiom (X2180A). A - S. cerevisiae M2A po raste za
derepresnlich podmienok (gluk6za 5 g.l-t); B - s. cerevisiae M2A po raste za represnj'ch podmie-
nok (gluk6za 100 g.l-1); C- S. cerevisiaeM2A ako v B, ale inkubovanri t hodinu v pritomnosti
gluk6zy (1 g.tt); D - S. cerevisiae M2A ako v C, ale v pritomnosti tunicamycinu (50 pg.ml-l); E
- s. cerevisiae x2180,{ po raste za derepresnfch podmienok (gluk6za 5 g.l-,); F - s. cerevisiae

X2180A po raste za represnfch podmienok (gluk6za 100 g.l-').
F ig. 7. Polyacrylamide gel electrophoresis in presence of SDS of invertase of M2A recombinant
comparedwithstandardSUC2strain(X2180A). A-s.cerevisiaeM2Aafterthegrowthunder
derepressive conditions (glucose 5 g l't); B - S. cerevisiae M2A after the growth under repressive
conditions (glucose 100 g l-r): C - S. cerevisiae M2A the same case as in B, but incubated in pre-
sence of glucose for I hour (1 g lt); D - s. cerevisiae M2A the same as in C, but in presence of
tunicamycine (50 pg lt); E - S. cerevisiae X2l80A after growth under derepressive conditions
(glucose 5 g l-r); F - S. cerevisiae X2180A after growth under repressive conditions (glucose

100 g l'r).
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r b r. 8. Elektrofor1zainvert{zy v polyakrylamidovom g6li bez SDS. Kmene kvasiniek S. cerevi-
:,rt, M2A (A), S. cerevlsiae X2180A,", 

;;"f6?i:,; 
t tal riistli v polosyntetickej pdde s glu-

: ig . 8. Polyacrylamide gel electrophoresis of invertase without SDS. Yeast strains S. cerevisiac
rr: \ (A). s. cerevisiae x2r80A (B) 

:;Lj;ffi?,t;[:XJ;] ry:'e 
srown in semi-synthetic me-

povedajfci glykozylovanej externej invertdze a dva prisy bliZ5ie k delu, jeden
intenzivnejSi a jeden slab5f, zodpovedajfce neglykozylovanej internej inver-
tdze. Tento dublet enzymovych aktivft m6Ze zodpovedaf cytoplazmatickej
zrelej forme enzymu, resp. neglykozylovandmu prekurzoru externej inverti{-
zv [33]. Nie je v5ak vyhidenf ani moLni vfskyt dvoch cytoplazmaticklich fo-
riem enzfmu, Specifikovanych odli5nfmi SUC g6nmi [11, 16].

Rastom kmefra MZAza prftomnosti koncentrovanej gluk6zy (100 g.l-t) bo-
Ia syntdza invertdzy reprimovand, do sa odrazilo v niZ5ej aktivite v5etkfch
rroch foriem enzymu (obr. 78), pridom najrfchlejSie migrujfcipils sa stal tak-
mer nedetegovatelnym. N6slednou inkub6ciou (1 h) reprimovanlich buniek
pri nfzkej koncentriicii gluk6zy (1 g.l t) doSlo k dereprimovanej syntdze intra-
celulilrnej i externej invertdzy (obr. 7C), pridom tiito synt6za bola citlivd na
inhibidnf fdinok tunicamycfnu (obr. 7D). Tunicamycfn ako ihibftor glykozy-
ladnfch reakcii a tfm i exportu invertilzy z buniek [34] mal za niisledok obja-
r enie sa intenzivneho difiizneho piisu aktivity v g6li, do odrrlZa neriplnri glyko-
zyl6ciu syntetizovandho enzfmu prejavujticu sa v relativne rfchlejSej migriicii
takfchto molekril invertdzy v porovnani s extracelul6rnym enzlimom (obr.
7D). Aktivita internej invertiizy Standardn6ho SUC 2 kmef,a v g6li za tych
ist;ich podmienok analyzy bola takmer nedetegovateln6 (obr. 7E, F).

Dublet internej invertiizy kmeia M2A sa pozoroval i po nedenaturujricej
elektrofor€ze v polyakrylamidovom gdlibez SDS (obr. 8). Elektroforetickri
pohyblivost neglykozylovandho enzymu Standardndho SUC 2 kmefia S. cere-
visiae X2l80A [11] bola intermediiirna vzhladom na dva pdsy dubletu a rfch-
lejSia v porovnanf s rodidovskfm kmefiom S. cerevisiae M.

Je zndme, Le zatych istfch podmienok analyzy tvorf SUC 1 kmei kvasiniek
elektroforeticky najpomal5ie sa pohybujricu internri invert6zu, kfm jej pohyb-
livost SUC 2 a SUC 4 kmeiov bola najrfchlej5ia. Migrdcia enzfmov SUC 3
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- i ..
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a 5UC 5 knreiov bola intermedi.lrna [11. 16]. Znamen6. ta. Ze genetick(
pddov invertiizy priemyselndho knteiia S. ceret,isiac M a jeho meiotick6hrr
produktu M2A je zrejme odliSn! od .SUC 2, resp. SUC 4 alely g6nu. Vyskl,t
internej invertdzv s elektroforetickou pohyblivostou vdisou ako najrfchlejiie
migrujriceho enzymu SUC 2 kmeia je ojedinely a jeho pridina je neobjasnr--
nii. Nepozoroval sa zatial ani v hyperprodukdnom kmeni FFI4C, ani u tran-
sformantov s aplifikovanou d6zou SliC g6nov U6,221.

Obe komponenty internej inverteizy kmeria N'{2A sa navz:iionr nelfiili rb:r
rozdielnou elektroforetickou pohyblivostou. ale aj citlivostou n:r vysol'ovanit
siranom amrinnym. Pri 3,5 '7o nasyteni cvtosolu vzniknutdho pri sediincrrtircii
bunkovych stien a jadier mechanicky dezintesrovanlrch br.rniek s(ranc,rn
arnonnvm boii v Supe111r1un,e detegovatel'nd eSte obidve formy'cvtoplaznti-
tickej invertdzr'.;rviali.pri -s5 "il, nasyteni u2 iba pomalsie migrujfr:a fitrrtirr
(obr 9)

Vvsledkv biochemickvch anal'fz invertiizy kmeia M2A naznaduiri. Zc ;z.i

(th r. 9. Vplvv stupha nas(tr,rni;r c1'losolu sirenom anrtinnvm na lvsoi'ovaniq invtnit:zv rr:korni.i.
nanta N{lA- [:lt-ktloltrr6za v polvakrvlamidovom gt<li l.rz SDS srrpc'rnatantrr ziskaniho bez (,\
hor'lrola) i1 p3 r.r'solcnr'bielkovfn sfranonr:rmonnrrrr {11.35'Lit (1, -s5')1, I p. r.5'1,| nasVtcrriu

z cvtosnlovci lra[:cic n.rr:cliirnickv dczintcgrr.rvanich bruiick.
Fig. tl. 'fhe 

e flecl ol c)tosol ,sirtllfiltion [r\' ;irtitlilniunt suifatc cn prtcipitation of tccornl'rinrur:
l\1:.A inr,crtasc.'l'ltc pt'ly3g11l:rnticle gcl r:lcctt'opit6rcsi,r 

"vitltgut 
SI)S gl tirc sr-rp.'rnqtrrpl t,.bt;rilct:

witltout (A. conlioll itnt! aftcr prccipitation t'rl protr-ins !r1'arnnroni'.rrn sulfatc il)..15'11,. C. -55'1, .

D.75')i, silturati()n) in cvtost-'l fritcti6rt trl the ntechanic:tl disinit:{ratccl cclls,
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Z:.,::nli to. Ze genetickV
:-.-;,:, \1 a jeho meiotickdho
:. -il ( i aleli, gdnu. Vlskyr
l-rL '. .:;it)u ako najrfchlejSie
a 'i:.r nriiina je neobjasne_
fi: r::.-ni FIJ-+C" ani u tran-

''.{ ." :.rrziljom neli6ili iba.
i' J::.." trSirru i-tit vysol'ovanie
zr ..: -:..iro pri seclimentiicii
iri". :l-:-h buniek sfranom
r .-- -t',; irrrflv cvtriplazma_
:r :.:-it3 ntierujilca forlna

e:= l.1l r, naznair-tiri, Le r,;t

..:to$,,{bh

'. 1:.- iir\!'rialzv rckotnbi-
-_r.-'-: .:;rlll zirkandlro bez (A.
, :. D. t5,'. nasitenic)

zr i'Senir Specifickdr aktivitu enzimu v tomto kmeni je zodpovedn6 narJproduk-

Jra invertdzv a nie zmena jej kinetickl'ch vlastnost(. Nadprodukcia invertiizy
rr. spojenii so zvySenou koncentriiciou externej i intraceluldrnej formy enzi-
niu. Neglykozylovanii invertl,za kmeia M2A rn6 dva komponenty lf5iace sa

e lektroforetickou pohyblivoslou. ako aj stupitom vysolenia s rastricimi kon-

cc.ntrdciami sfranu am6nneho. Ich vzdjomnii sfivislost' a geneticki{ Specifikricia

nie sii zatizrl objasnend.
Vyznain6 vlastnosti kmef,a M2A (,5, cerevisiae CCY 22-15-11), ak<-'r sri nad-

produkcia invertiizy. kon5titutfvna svntdza a-glukoziddz!'a malt6zo-pernled-
z\,. znilen| citlivost na glukrizcrvft represiu. ako aj vyraznd flokulicia jeho

ouniek preduriujf vyuZitie tohto kmeiia a jeho genetickej inforrnicre pri
hvbridizadnom il'achteni pekarskych. pivovarskych alebo liehovarskych kva-
.iniek i pri priemyselnej priprave vysokoaktivrrych biokatalyzdtorov hydroll'-
zu j{rcich sacharozu [35].
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Enoxnunqecxre cnoficraa utraMMa S. cerevisiae rlHBepTa3y

Pesron{e

B pa6ore oKa3aJlocb, qro y KJreroK Apo>Kx<ei{ S. cerevisiae CCY 22-15-11 cra;rrnaa S.no-
Ky,rgrll4a, nepenpor,r3BoAcrBo r,rHBepra3bl, rIoHIDKeHHas qyBcrBnreJrbHocrb x 4ericrnuro
r,rloKo3br 14 [oBblureHHas aKT],rBHocrb KoHcrr4TyrnBHo ct{HTe3rrposaHHoli MaJlbro3o-flep-
Mea3br vr a-fJr:reKo3vt4agrr. 3rra csoi{crsa npeAonpeAeJrflror rrpr{MerreHre ruraMMa K peKoM-
6rHaqlrornouy o6.naroparruBaHr{}o [poMbll[JreHHrrx 4po>r>xeri, K npoMr,IrxJrenuoMy rr{-
ApoJrr{3y caxapo3br ,{ To)Ke K rrp],rroroBJreHraro Sepnnenrarr,rBHbrx KoHrIeHTparoB r{HBepra-
3bI.

Biochemical properties of the strain S. cerevisiae overproducing the invertase

Summary

It rvirs detcrmined that cclls of the ycast strain S. cerevisiae CCY 22-15-l l are highly floccula-
ting. ablc to ovcrproduce thc invertasc. resistant to carbon catabolite repression and having high

activity of constitutively synthesized maltose-permease and a-glucosidase. These properties of the

strain can be utilizcd in cross-brceding of industrial yeast. as well as in industrial sucrose hydroll-
sis and in invertase prorluction. The utilization of this strain is predetermined for the recombinant
cultivation of industrial yeast. industrial sucrose hydrolysis as well as for the preparation of enzy-

nre concc ntriltes of invc rtasc . 'fhis kincl of J. cerelisicc CCY 22- I 5- 1 I utilizat ion is possible accor-
ding to thc al-rovc dcscribed properties of the strain.
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