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Biochemické vlastnosti kmena S. cerevisiae nadprodukujuceho
invertazu

MARGITA OBERNAUEROVA - JULIUS SUBIK

Stuhrn. Stidiom biochemickych vlastnosti vyslachteného kmena kvasiniek S. cerevisiae
CCY 22-15-11 sa zistila jeho silna flokulacia, schopnost nadprodukcie invertdzy, zniZzend
citlivost na represny ucinok glukozy, ako aj zvysena aktivita konstitutivne syntetizovanej
maltézo-permeazy a a-glukozidazy. Tieto vlastnosti predurcujd vyuzitie kmeria pri rekom-
bina¢nom §lachteni priemyselnych kvasiniek, priemyselnej hydrolyze sacharézy, ako aj pri
priprave enzymovych koncentratov invertazy.

Schopnost kvasiniek S. cerevisiae utilizovat sacharézu alebo rafinézu je
podmienena pritomnostou invertazy B-D-fruktofuranozidazy, EC 3.2.1.26)
'1]. Invertdzu kvasiniek tvori interna neglykozylovana a externa glykozylova-
na forma enzymu [2-4]. Jej Struktira je $pecifikovana rodinou SUC génov,
ktoré sa mozu vyskytovat na 6 odlisnych chromozémoch [5-8]. Individudlne
kmene moZu obsahovat nijaky, jeden alebo niekolko aktivnych SUC génov
[7.9]. Rozne SUC gény su podobné, ale nie identické v svojej nukleotidove]
sekvencii [7, 10] a st exprimované do rozneho stupiia [11]. Kazdy SUC lokus
k6duje dve mRNA, prekladané do internej a externej invertdzy [12-14]. Kym
interna invertaza je syntetizovana konstitutivne v nizkej hladine [12], expre-
siu externej invertazy reguluje gluk6zova represia na transkriptnej urovni
[15].

Specifick4 aktivita invertazy v roznych kmenoch kvasiniek je odlisna a po-
hybuje sa v rozmedzi od 1 do 5 U.mg! suchej hmotnosti buniek [11, 16]. In-
dukovanou mutagenézou sa podarilo pripravit kmene kvasiniek nadproduku-
jice invertazu ($pecificka aktivita vys§ia ako 10 U.mg"' suchej hmotnosti),
ktorej syntéza bola naviac i menej citliva na represny ucinok glukézy [17-21].
Vyrazn4 nadprodukcia invertazy v kvasinkéch sa dosiahla i klonovanim a ex-
presiou invertazovych génov na vektoroch vyskytujucich sa vo viacerych ko-
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pidch v bunkich transformantov [16, 22]. Mnohé z tychto hyperprodukénych
kmenov sa vyznamne osvedcili pri §tadiu reguldcie syntézy invertdzy a stali sa
zdrojom pre purifikaciu a biochemicki charakterizaciu oboch foriem enzymu
[4, 13, 21, 22].

Predmetom tejto prace je Studium biochemickych viastnosti kmena kvasi-
niek S. cerevisiae CCY 22-15-11 nadprodukujiceho invertazu [23]. Tento
kmen vznikol meiézou priemyselného kmena pekarskych kvasiniek [24] a vy-
znaCuje sa i znizenou citlivosfou syntézy invertazy, a-glukozidazy a mitochon-
dridlnych cytochréomov na glukézovu represiu.

Material a metédy

Mikroorganizmy a rastové podmienky. V praci sa pouzili kvasinky S. cere-
visiae kmen M2A (CCY 22-16-11) [23], ktory vznikol meidzou priemyselného
kmena pekarskych kvasiniek S. cerevisiae M [24], ako aj $tandardné labo-
ratorne kmene S. cerevisiae DTXII (diploid, prototrof) [25, 26] a X2180A
(MATa 2, SUC 2, CUP 1) [11].

Kmene rastli pri 30 °C v polosyntetickej pdde obsahujucej v 1 litri: 5 g kvas-
ni¢né€ho autolyzatu, S g peptonu, 1 g KH,PO,, 1.2 g (NH,),SO,, 0,5 g KCl,
0,5 g MgSO,.7H,0, 2 g NaNO,. 0,01 g FeCl, a 5, resp. 100 g glukézy za de-
represnych, resp. represnych podmienok rastu.

Flokulacia buniek a rastové vytazky. Flokulacia buniek v kultivatnom mé-
diu sa sledovala ako sedimentacia zhlukov buniek v 100 ml odmernom valci
vySky 18 cm v zdvislosti od ¢asu a je vyiadrend ako percento objemu kultivac-
ného média obsahujiceho bunky. Rastové vytazky kvasiniek sa stanovili gra-
vimetricky.

Meranie metabolickych kvocientov. Fermentaé¢na aktivita vyrastenych bu-
niek sa stanovila za anaerébnych podmienok manometricky Warburgovym
pristrojom v reak¢nej zmesi obsahujicej citratovo-fosfatovy tlmivy roztok (25
mmol.I'") pH 4,5, bunky kvasiniek (0,75-1,5 mg suchej hmotnosti) a sacharid
(10 mmol.I'").

Spotreba kyslika sa sledovala kyslikovou elektréodou v reakénej zmesi obsa-
hujicej glutarat draselny (50 mmol.!), bunky kvasiniek (0,75-1,5 mg suchej
hmotnosti) a glukézu (20 mmol..”!), resp. etanol (20 mmol.1").

Meranie aktivity maltézo-permedzy. Aktivita maltozo-permedzy v reakcnej
zmesi obsahujtcej citratovo-fosfatovy tlmivy roztok (62 mmol.l'!) pH 4.5,
H¥C-maltézu (20 mmol.I', 40 MBq.I"') a bunky kvasiniek (8-13 mg suchej
hmotnosti) a glukézu (20 mol.."), resp. etanol (20 mmol.I'!).

Meranie aktivity a-glukoziddzy. Aktivita a-glukozidazy sa stanovila v re-
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:k¢nej zmesi obsahujucej 20-100 pl supernatantu mechanicky rozbitych bu-
1iek a 0,5 mg p-nitrofenyl-a-D-glukopyranozidu v 0,5 mi fosfatového timiveé-
o roztoku (S0 mmol.1'") pH 6,8 postupom opisanym v [26]. Bielkoviny sa sta-
novili metédou podla Lowryho a kol. [28] hovddzim sérumalbuminom ako
standardom.

Meranie aktivity invertdzy. Invertaza sa stanovila v acetatovom tlmivom
roztoku (25 mmol.1'") pH 4,5 so sacharézou (100 mmol.l'") a bunkami kvasi-
nie (10-20 pg suchej hmotnosti). Reak¢nd zmes sa inkubovala 5 minut pri
50 °C. Reakcia sa zastavila vlozenim skiumaviek na 2 minuty do vriaceho vod-
n¢ho kupela. Bunky sa oddelili sedimentdciou a glukdza sa stanovila komer- -
‘nym glukoéza-oxidazovym testom firmy Lachema (1 U = pmol glukézy.min'!).

Termalna inaktivacia invertdzy. Termalna inaktivacia enzymu sa sledovala
v bezbunkovych extraktoch 10-krat zriedenych v citratovom timivom roztoku
50 mmol.I'") pH 4,5 a inkubovanych 5 hodin pri 50, 55, 60 a 65 °C. Vzorky sa
»doberali nasledne v jednohodinovych intervaloch a ulozili sa do ladu. Speci-
fické aktivity invertazy sa stanovili a vyjadrili ako percento kontrolnej aktivi-
ty.

Meranie cytochromovych spektier. Diferen¢né cytochromové spektra bu-
niek vyrastenych za réznych podmienok sa zaznamendavali pri koncentracii
Huniek 35 mg suchej hmotnosti.ml ! na spektrofotometri Perkin-Elmer 557 pri
laboratérnej teplote. Cytochromy sa oxidovali peroxidom vodika (10 mmol.1")
a redukovali zrnkami Na,S,0,

Elektroforéza v polyakrylamidovom géli. Bunky kvasiniek (2.10% buniek) sa
rozbili sklenymi gulickami [26] a bezbunkovy extrakt sa upravil na objem 1 ml
pridanim Tris-fosfdtu (50 mmol.l""), EDTA (1 mmol.l") a fenylmetylsulfonyl-
fluoridu (1 mml.1"), kone¢né pH 6,8. Zvysky buniek sa oddelili sedimenta-
ciou (5 minat pri 1500 g) a S 2, pl supernatantu sa podrobilo elektroforéze za ne-
denaturujicich podmienok v polyakrylamidovom géli (7.5 g/100 ml) podla
Grossmana a Zimmermana [11]. Elektroforéza prebiehala 5 hodin pri 4 °C
s konstantnym pradom 15 mA na gél.

Elektroforéza za pritomnosti SDS (dodecylsulfatu sodného, 1 g/100 ml)
v polyakrylamidovom geli (6 g/100 ml) sa uskutoc¢nila podla Laemmliho [29].

Aktivita invertazy sa detegovala inkubaciou gélov v roztoku sacharézy (0,1
mol.l"") a acetatu sodného (0,1 mol.I'") pH 4,5, 20 mintt pri 30 °C a ich na-
slednym vyfarbenim 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridom (0,2 g/100 ml) v Na-
OH (0,5 mol.I'Y) pri 100 °C [30].

PouZité chemikdlie. Maltéza, sacharéza, Tris, dodecylsuifat sodny (SDS),
p-nitrofenyl-a-D-glukopyranozid (PNPG), persulfat, akrylamid, bis-akryla-
mid, N,N,N’, N'-tetrametyléndiamin a tunicamycin sa ziskali zo Servy, Hei-
delberg. “C-maltéza pochddza z Ustavu pre vyskum, vyrobu a vyuzitie radio-
nuklidov v Prahe. Ostatné chemikélie pochédzali z Lachemy Brno.
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Vysledky a diskusia

Kmen rekombinanta kvasiniek S. cerevisiae M2A (CCY 22-15-11) je meio-
ticky produkt polyploidného kmena pekarskych kvasiniek S. cerevisiae M
[24]. Na rozdiel od tohto kmena, ako aj roznych inych priemyselnych kmefiov
pekarskych kvasiniek [24], resp. §tandardného laboratérneho kmenia S. cere-
visiae DTXII sa bunky kmefia M2A vyznacovali vyraznou hyperprodukciou
invertazy, konStitutivnou syntézou a-glykozidazy a maltézo-permedzy a znize-
nou citlivostou ich syntézy na glukézovi represiu (tab. 1). Bunky kmena
M2A st pohlavne aktivne, parovacieho typu MATa a nesporulujiice. Bunko-
vy obsah DNA (52 pg DNA/10° buniek), ako aj vysledky tetradovej analyzy
hybrida M2A x DPI-1B/514 [24] indikuju, Ze bunky kmefia M2A st aneuplo-
idné alebo diploidné.

Kmen M2A bol schopny pre svoj rast vyuzivat ako zdroj uhlika a energie
glukoézu, sacharézu, maltézu a etanol. V porovnani so §tandardnym kmenom
DTXII v$ak jeho bunky rastli v polosyntetickej pode s gluk6zou relativne po-
malSie (obr. 1) a silne aglutinovali (obr. 2). Téato skutoénost umoziiuje vyuzit

Tabulka 1. Aktivita glukozidaz a maltézo-permedzy kmena S. cerevisiae M2A a Standardného
kmena S. cerevisiae DTXII vyrastenych za represnych (glukéza 100 g.1'") a derepresnych (glukéza
5 g.I'") podmienok
Table 1. Glucosidase and maltose-permease activities of the strain S. cerevisiae M2A and the
standard strain S. cerevisiae DTXII which both were grown under repressive (glucose 100 g 1)
and derepressive (glucose 5 g I'!) conditions

( Sposob Specificka aktivita
Enzym! rastu

kvasiniek® DTXII M2A
Invertdza derepresia’ 3,51 16,75
(pumol glukézy/min/mg represia 0,13 8,58
suchej hmotnosti)*
a-glukozidaza derepresia’ 0,05 1,26
(umol PNPG/min/mg represia® 0,02 0,44
bielkovin)?
Malt6za-permeaza derepresia’ 2,9 21,5
(umol maltézy/min/g represia® 0,1 1,6

suchej hmotnosti)®

IEnzyme; *Mode of the yeast growth; 3Specific activity; “Invertase (umol glucose/min/mg of
d.w.): Sa-Glukosidase (umol maltose/min/g of d.w.); "Derepression; 8Repression.
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prirodzenu flokuldciu rekombinanta na rychlu separaciu jeho buniek od kulti-
va¢ného média.

Bunky kmenia M2A v porovnani so Standardnym kmenom kvasiniek na-
priek pomalSej rastovej rychlosti aktivnejsie skvasovali glukézu, sacharézu
a najma maltézu a ich respira¢na aktivita bola tiez vyssia (tab. 2). Rychlost

Tabulka 2. Metabolické kvocienty kmena S. cerevisiae M2A a Standardného kmena S. cerevi-
siae DTXII po raste za derepresnych (glukoza 5 g.1") a represnych (glukéza 100 g.1'") podmienok
Table 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 I'!) and repressive (glucose 100 g I'!)

conditions
Qz(:)3 Qo,
(ul CO,/h/mg suchej hmotnosti)' (ul O,/h/mg suchej
hmotnosti)?
po derepresnom po represnom po derepresnom
raste? raste? raste’

| T
glu- mal- sacha- | glu- mal- | sacha- | glu- eta-
koza® toza® | roza’ koza® t6za® | roza’ koza® nol®
M2A 315 242 327 260 143 248 127 153
DTXII 266 10 283 265 10 271 103 124

1 5

(ul CO,/h/mg of d.w.); 3(ul O,/h/mg of d.w.); *After the derepressive growth; *After the repres-
sive growth; Glucose; ®Maltose; 'Saccharose; *Ethanol.

skvasovania maltozy dosahovala az 2/3 rychlosti skvasovania glukézy a bola
niekolkondsobne vyssia ako Standardného kmena. Po raste buniek za repres-
nvch podmienok rychlost skvasovania sacharidov relativne poklesla. Kmen
M2A vsak i v tomto pripade skvasoval maltézu s vysokou aktivitou. Odlisné
rvchlost skvasovania maltozy bunkami kmefia M2A a Standardného kmena
DTXII je vcelku v silade s ich rozdielnymi aktivitami maltézo-permeazy
a a-glukozidazy (tab. 1). Takto rast kmena M2A nie je limitovany aktivitou
slykolyzy, resp. respiracného retazca, ale niektorym inym krokom v anaboliz-
me jeho buniek.

Bunky kmena M2A pocas exponencialnej fazy rastu za derepresnych pod-
mienok obsahovali vSetky cytochromy (obr. 3A) a ich koncentracia v stacio-
narnej faze rastu sa takmer zdvojnasobila (obr. 3B). V tejto faze rastu mali
bunky kmeria M2A v porovnani so Standardnym kmenom DTXII (obr. 3D)
priblizne rovnaky obsah cytochromu ¢, relativne vyssi obsah cytochrému b,
avsak podstatne nizsi obsah cytochromu a, ktory vSak dychanie buniek kmena
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Obr. 1. Rastova krivka rekombinanta S. ce-
revisiae M2A (@) a Standardné¢ho kmena 5.
cerevisiae DTXII (o) rasticeho v polosynte-
tickej pode s glukozou (5 g.1t)
Fig. 1. Growth curves of both 8. cerevisiae
M2A recombinant (@) and standard strain S.
cerevisiae DTXII (0) grown in semi-synthetic
medium containing glucose (5 g . I'"). ('mg of
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Obr. 2. Flokuldcia bunick rekombinanta S.
cerevisiae M2A vyrastenych do staciondrne]
fazy rastu v polosyntetickej pode s glukézou
(5 g.I'"). Sedimentécia zhlukov buniek v zavi-
slosti od ¢asu sa sledovala v 100 ml valci a je
vyjadrend ako percento objemu kultivac-
ného média obsahujiceho bunky rekom-
binanta.

Fig. 2. Flocculation of recombinant cells §
cerevisiee M2ZA grown into the stationary
phase in semi-synthetic medium containing
glucose (5 g . I'"). Dependence of sedimenta-
tion of aggregated cell on time was studied in
100 ml cylinder. Sedimentation is expressed
as the volume percentage of a cultivation me-
dium containing the cells of recombinant
(1% of volume containing cells; “Time.)

dry weight/m! of suspension: > Time.)

M2A nelimitoval (tab. 1). Na druhej strane po raste pri vysokej koncentracii
glukdzy bunky kmena M2A syntetizovali signifikantne vacsie mnozstvo viet-
kvch cytochrémov (obr. 3C) ako kmen DTXII (obr. 3E). Tieto vysledk:s
ukazuju, ze rezistencia proti katabolickej represii kmena M2A ma ¢iastocne
pleiotropny charakter prejavujuci sa okrem syntézy invertazy a a-glukozidaz,
aj pri syntéze mitochondridlnych cytochrémov.

Vlastnosti nadprodukovanej invertdzy a reguidcia jej syntézy v bunkdch
kmena M2A sa Studovali i podrobnejsie. Zistilo sa, Ze pH optimum (pH 4.5).
Michaelisova konstanta enzymu (K,, = 0,030 mol.I'!) i tepelnd stabilita enzy-
mu (obr. 5-6) sa daji porovnat s viastnostami invertdzy Standardnych kme-
fiov nesucich SUC 1, resp. SUC 3 alely génov [20, 31, 32]. Do 55 °C bola
invertdza kmena M2A relativne stabilnd, kym pri teplotach nad 65 °C docha-
dzalo uz k prudkému poklesu jej aktivity.

Po elektroforéze invertazy kmena M2A v polyakrylamidovom géli za pri-
tomnosti SDS (obr. 7A) sa pozorovali tri pasy aktivity. Jeden pri §tarte. zod-
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Obr. 3. Diferen¢né cytochrémové spektrum
cunick rekombinanta S. cerevisize M2A a
standardného kmena §. cerevisiae DTXIL.
Bunky rastli v polosyntetickej pode s obsa-
hom glukézy 5 g.I''t (A, B, D), resp. 100 g.I'!
C. E). Spektrofotometrickd kyveta obsaho-
vala v 1 ml 34 mg suchej hmotnosti buniek
virastenych do exponencidlnej (A, C, E),
resp. staciondrnej fazy rastu (B, D). S. cere-
visiae M2A - A, B, C a §tandardny kmen S.
cerevisiae DTXII - D, E.
Fig. 3. Differential cytochrome spectra of
both recombinant cells 8. cerevisinve M2A
and standard strain S. cerevisiaze DTXII.
The cells were grown in semi-synthetic me-
dium containing glucose SgI'' (A, B, D) and
100 g I'' (C, E), respectively. Spectrophoto-
metric cuvette has contain 34 mg dry weight
of cells in 1 ml. Cells were grown into expo-
nential (A, C, E) or stationary phases (B,
D). 8. cerevisiae M2A - A, B, C and stan-
dard strain S. cerevisiae DTXII - D, E.
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Obr. 4. Vplyv pH na aktivitu invertazy kme-
na kvasiniek S. cerevisive M2A. Maximum
Specifickej aktivity nameranej pri pH 4.5
zodpovedalo 31,45 U.mg ! bielkovin.
Fig. 4. Invertase activity of ycast strain §.
cerevisiee M2ZA at different pH. Maximum of
specific activity measured ar pH 4.5 corre-
sponded to the value 31.45 U mg' of prote-
ins. ('Percent of maximal activity.)
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Obr. 5. Zivislost aktivity invertizy kvasi-
niek kmena S. cerevisiae M2A od koncentri-
cie sachardzy.

Fig. 5. Dependence of invertase activity
of yeast strain S. cerevisiae M2A on suc-
rose concentration (*I/S (mmol of saccharo-
se/1)yt)
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Obr. 6. Tepelna stabilita invertazy kmena S.
cerevisiae M2A. Specificka aktivita kontrol-
nej vzorky v ¢ase 0 bola 34,24 U.mg! biel-
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kovin. Inaktivacia sledovana pri 50 °C (0), 55 I
°C (x), 60 °C (A) a 65 °C (®). < eof
Fig. 6. Thermal invertase stability of S. cere- E
visiae M2A. strain. Specific activity of con- $ 40
trol sample was 34.24 U mg!' of proteins at 2
the beginning of experiment. Inactivation 5 2oF 1
observed by 50°C (0). 55°C (x), 60°C (A) & ool T,
and 65°C (@). ('Specific activity (% of con- 0 1 2 3 4 5

trol); 2Incubation time.) Cas inkubdcie® £ /
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Obr. 7. Elektroforéza v polyakrylamidovon: géli v pritomnosti SDS invertazy rekombinanta
M2A v porovnani so Standardnym SUC 2 kmeniom (X2180A). A - S. cerevisiae M2A po raste za
derepresnych podmienok (glukdza 5 g.I"); B - S. cerevisiae M2A po raste za represnych podmie-
nok (glukéza 100 g.I"); C — S. cerevisiae M2A ako v B, ale inkubovana 1 hodinu v pritomnosti
glukozy (1 g.I); D = S. cerevisiae M2A ako v C, ale v pritomnosti tunicamycinu (50 pg.ml''); E
— S. cerevisiae X2180A po raste za derepresnych podmienok (glukéza 5 g.I''); F — S. cerevisiae
X2180A po raste za represnych podmienok (glukéza 100 g.I').
Fig. 7. Polyacrylamide gel electrophoresis in presence of SDS of invertase of M2A recombinant
compared with standard SUC 2 strain (X2180A). A - S. cerevisiae M2A after the growth under
derepressive conditions (glucose 5 g I''); B - S. cerevisiae M2A after the growth under repressive
conditions (glucose 100 g I''); C = §. cerevisiae M2A the same case as in B, but incubated in pre-
sence of glucose for 1 hour (1 g 1"); D - §. cerevisiae M2A the same as in C, but in presence of
tunicamycine (S0 pg I''); E ~ S. cerevisiae X2180A after growth under derepressive conditions
(glucose 5 g I'); F — S. cerevisiae X2180A after growth under repressive conditions (glucose
100 g I'").
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)br. 8. Elektroforéza invertazy v polyakrylamidovom géli bez SDS. Kmene kvasiniek S. cerevi-
e M2A (A), S. cerevisiae X2180A (B) a S. cerevisiae M (C) rastli v polosyntetickej pode s glu-
kézou (5 g.I'").

F1g. 8. Polyacrylamide gel electrophoresis of invertase without SDS. Yeast strains S. cerevisiae
VM2A (A), S. cerevisiae X2180A (B) and S. cerevisiae M (C) were grown in semi-synthetic me-
dium containing glucose (5 g I'!).

povedajuci glykozylovanej externej invertaze a dva pasy blizsie k ¢elu, jeden
intenzivnejsi a jeden slabsi, zodpovedajtice neglykozylovanej internej inver-
taze. Tento dublet enzymovych aktivit mdze zodpovedat cytoplazmatickej
zrelej forme enzymu, resp. neglykozylovanému prekurzoru externej inverta-
zv [33]. Nie je vsak vyliceny ani mozny vyskyt dvoch cytoplazmatickych fo-
riem enzymu, $pecifikovanych odlisnymi SUC génmi [11, 16].

Rastom kmeria M2A za pritomnosti koncentrovanej glukézy (100 g.1'") bo-
la syntéza invertazy reprimovand, ¢o sa odrazilo v nizSej aktivite vSetkych
troch foriem enzymu (obr. 7B), pricom najrychlejsie migrujuci pas sa stal tak-
mer nedetegovatelnym. Naslednou inkubdciou (1 h) reprimovanych buniek
pri nizkej koncentracii glukozy (1 g.I'') doslo k dereprimovanej syntéze intra-
celuldarnej i externej invertazy (obr. 7C), pri¢om tato syntéza bola citlivd na
inhibi¢ny uc¢inok tunicamycinu (obr. 7D). Tunicamycin ako ihibitor glykozy-
la¢nych reakcii a tym i exportu invertazy z buniek [34] mal za nasledok obja-
venie sa intenzivneho difizneho pasu aktivity v géli, ¢o odraza netdplna glyko-
zylaciu syntetizovaného enzymu prejavujicu sa v relativne rychlej$ej migracii
takychto molekdil invertdzy v porovnani s extraceluldrnym enzymom (obr.
7D). Aktivita internej invertazy Standardného SUC 2 kmena v géli za tych
istych podmienok analyzy bola takmer nedetegovatelna (obr. 7E, F).

Dublet internej invertizy kmena M2A sa pozoroval i po nedenaturujuce;j
elektroforéze v polyakrylamidovom géli bez SDS (obr. 8). Elektroforetickd
pohyblivost neglykozylovaného enzymu Standardného SUC 2 kmena §. cere-
visiae X2180A [11] bola intermediarna vzhladom na dva pasy dubletu a rych-
lejSia v porovnani s rodicovskym kmenom S. cerevisiae M.

Je zname, Ze za tych istych podmienok analyzy tvori SUC 1 kmen kvasiniek
elektroforeticky najpomalSie sa pohybujicu internd invertazu, kym jej pohyb-
livost SUC 2 a SUC 4 kmenov bola najrychlejsia. Migracia enzymov SUC 3
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a SUC 5 kmenov bola intermedidrna [11, 16]. Znamend to, Zze geneticky
podov invertazy priemyselného kmena S. cerevisize M a jeho meiotického
produktu M2A je zrejme odliSny od SUC 2, resp. SUC 4 alely génu. Vyskyt
internej invertdzy s elektroforetickou pohyblivostou vac¢sou ako najrychlejsie
migrujiceho enzymu SUC 2 kmena je ojedinely a jeho pri¢ina je neobjasne-
nd. Nepozoroval sa zatial ani v hyperprodukénom kmeni FH4C, ani u tran-
sformantov s aplifikovanou dézou SUC génov [16, 22].

Obe komponenty internej invertdzy kmena M2A sa navzajom nelisili iba
rozdielnou elektroforetickou pohyblivostou, ale aj citlivostou na vysolovanie
siranom amonnym. Pri 35 % nasyteni cytosolu vzniknutého pri sedimentacii
bunkovych stien a jadier mechanicky dezintegrovanych buniek siranom
amonnym boli v supernatante detegovatelné este obidve formy cytoplazma-
tickej invertazy, avSak.pri 55 % nasyteni uz iba pomalsie migrujica forma
(obr. 9).

Vysledky biochemickych analyz invertazy kmena M2A naznauji, Z¢ za

§%
E
b=

Obr. 9. Vplyv stupna nasytenia cvtosolu siranom aménnym na vysolovanie invertazy rekombi-
nanta M2A. Elektrotoréza v polyakrylamidovom géli bez SDS supernatantu ziskaného bez (A
kontrola) a po vysoleni bielkovin siranom amdnnym (B, 35 %; C, 55 %; D, 75 % nasytenic
z cytosolovej frakcie mechanicky dezintegrovanych buniek.
Fig. 9. The effect of cytosol saturation by ammonium sulfate on precipitation of recombinant
MZA invertase. The polyacrylamide gel electrophoresis without SDS of the supernatant obtained
without (A, control) and after precipitation of proteins by ammonium sulfate (B, 35%., C, 535%.
D. 75% saturation) in cytosol fraction of the mechanical disintegrated cells.
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zvydent $pecificku aktivitu enzymu v tomto kmeni je zodpovedna nadproduk-
cia invertdzy a nie zmena jej kinetickych vlastnosti. Nadprodukcia invertazy
ie spojena so zvy$enou koncentraciou externej i intraceluldrnej formy enzy-
mu. Neglykozylovana invertdza kmena M2A ma dva komponenty liiace sa
clektroforetickou pohyblivostou, ako aj stupfiom vysolenia s rastcimi kon-
centraciami siranu aménneho. Ich vzajomna savislost a geneticka Specifikdcia
nie st zatial objasnené.

Vyznaéné vlastnosti kmenia M2A (S. cerevisiae CCY 22-15-11), ako st nad-
produkcia invertdzy. konstitutivna syntéza e-glukozidazy a maltzo-permea-
zy. znizené citlivost na gluk6zovi represiu, ako aj vyraznd flokulacia jeho
buniek preduréuji vyuzitie tohto kmena a jeho genetickej informécie pri
hybridizaénom §lachteni pekarskych, pivovarskych alebo liehovarskych kva-
siniek i pri priemyselnej priprave vysokoaktivnych biokatalyzatorov hydroly-
zujicich sacharézu [35].
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broxumMHYecKHe CBOMCTBA WITaMMa S. cerevisiae nNepenpon3BOAILEr0 HHBEPTA3y
Pezome

B pabore okazaioch, YTO y KJeTOK apoxxken S. cerevisiaze CCY 22-15-11 cunpHasa dao-
KyJISILUsA, [1ePelpou3BOACTBO MHBEPTAa3bl, MOHMIKEHHAd YyBCTBUTENBHOCTH K JEMCTBUIO
IVIFOKO3BI ¥ MTOBBIIIEHHAA aKTMBHOCTh KOHCTUTYTMBHO CMHTE3MPOBAHHOM MaJbTO30-TIep-
Measbl ¥ ¢-TJIF0KO3MIa3bl. ITU CBOMCTBA NPEAONPEeNAI0OT IPMMEeHeH)e IIITaMMa K PEKOM-
OMHAIMOHHOMY 00JIaropakKMBaHMIO ITPOMBIIIJIEHHBIX APOXKIKel, K IPOMBILIIEHHOMY I'H-

APOJN3y caxapo3bl M TOXKE K IIPUTOTOBJIEHUIO (bepMeHTaTI/IBHbIX KOHILIEHTPaTOB MHBEpPTa-
3bI.

Biochemical properties of the strain S. cerevisiae overproducing the invertase
Summary

It was determined that cells of the yeast strain S. cerevisiae CCY 22-15-11 are highly floccula-
ting. able to overproduce the invertase. resistant to carbon catabolite repression and having high
activity of constitutively synthesized maltose-permease and a-glucosidase. These properties of the
strain can be utilized in cross-breeding of industrial yeast. as well as in industrial sucrose hydroly-
sis and in invertase production. 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-
me concentrates of invertase. This kind of S. cerevisiae CCY 22-15-11 utilization is possible accor-
ding to the above described properties of the strain.
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