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STUDIUM PREPARATOV INVERTAZY
POMOCOU ELEKTROFOREZY NA PAPIERI

M. TIBENSKA, E. LISHAKOVA, §. BARICA

Ustredny vyskumny tstav potravinarskeho priemyslu, pobodka v Bratislave

Pripravou, distenim a vlastnostami invertazy sa zoberali mnohi autori [1].
Z novsich prac, ktoré sa zapodievaju jej ¢istenim, treba spomenit obsiahle
prace E. D. Fischera a jeho spolupracovnikov [2, 3], tykajice sa najmi
odstranenia bielkovin a inaktivneho polysacharidu. Opakovanou adsorpciou
na Al(OH), ziskali sice velmi ¢istd vysokoaktivnu invertdzu, av8ak na tkor
jej stability. Elektroforézou sledovali jej &istotu. Odstraneny polysacharid
sa po kyslej hydrolyze chromatograficky identifikoval ako polymanan, v kto-
rom manéza je viazand «-1,3 vizbou. K rovnakému vysledku dospel aj
J. A. Ciffonelli so spolupracovnikmi [4]. V inej svojej praci [5] rozobera
zavislost aktivity invertdzy od pritomnosti aminoskupin.

C. Neuberg [1] cituje Willstitterove prace o obsahu stopovych mnozstiev
fosforu v invertdzovych prepardtoch. Nerozvadza vSak, ¢ fosfor povazuje
za sucast enzymu alebo len ako sprievodny balast.

Pri rieSeni problému pripravy koncentratu invertdzy zvolili sme si okrem
merania aktivity preparatu a stanovenia celkového dusika aj metédu elektro-
forézy na papieri. Touto metédou sme porovnavali povahu dusikatych latok
a pohyb invertazy, resp. jej aktivnych centier v elektrickom poli. Ako Stan-
dard sme pouZivali obchodny preparat fy Bayer. Dosiahnuté vysledky maja
slazit ako podklad pre ziskanie é&istého enzymatického koncentritu, zbave-
ného balastnych dusikatych latok pomocou preparativnej elektroforézy.

Experimentalna ¢ast

Elektroforézu na papieri sme robili podla O. MikeSa [6]. Pre priacu sme pouZili
pyridin—octovy tlmivy roztok o hodnote pH 4,5 (4 ml Tadovej kyseliny octovej a 3 ml
pyridinu, doplnené do 1000 ml) a papier Whatman 3. Porovnévali sme preparéty inver-
tdzy ziskané v laboratériu s preparatom fy Bayer. Na papier sme nandSali mnoZstvéa
zodpovedajice rovnakému mnoZstvu sachardzovych jednotiek. Elektroforetické odde-
Tovanie trvalo 80 mindt pri potencidlovom spéade 24 Viem a 22—40mA. Po detekeii
elektroforegramu ninhydrinom sme na zéklade ziskanych indikécii rozstrihali nevyfarbené
dasti papiera, ¢islami sme oznadovali ninhydrin-pozitivne litky a indexom nevyfarbené
medzizény. Podla oznadenia sme jednotlivé pasiky eluovali do rovnakych objemov dvoj-
percentného roztoku sacharézy, upraveného na pH 4,5 fosforeénanovym tlmivym rozto-
kom. Malé mnoZstvé nanesenej aktivnej latky nés nutili predizit dobu inverzie na 12
hodin.

Udinok invertdzy v eludtoch sme sledovali chromatograficky. Chromatogramy sme
vyvijali ststavou butanol—kyselina octovdé—voda (4:1:1). Cukry sme odkryli roz-
tokom difenylam{n—anilin—kyselina fosforeéna v aceténe [7]. Farebnu intenzitu sme
zaznamenévali denzitometricky v odrazenom svetle a kvantitativne vyhodnotili meranim
pléch.



Prepardty invertdzy 617

Na detekciu ostatnych zloZiek preparatov invertazy sme pouzili brémfenolovti modri,
amidocerii 10 B, Paulyho &inidlo, floroglucin a Faiglovo éinidlo [7].

Elektroforézou na papieri sme porovnavali sériu preparatov pripravenych v labora-
térnom meradle rozliénymi postupmi [9]. Opisany preparat invertdzy vykazoval zo vSet-
kych preparatov, pripravenych laboratérnym spésobom, najvysSiu aktivitu.

Vysledky a diskusia

Odkrytim elektroforegramu ninhydrinu sa ukézalo, Ze rozloZenie nin-
hydrin-pozitivnych zloZiek v sledovanom preparate je v podstate zhodné
s preparatom fy Bayer, ktory sme pouzivali ako Standard (obr. 1, diagram 1).
Rozdiel sa prejavil v oblasti oznacenej ¢&islami 1, 2, 3, 4 pri Bayerovom pre-
parate (obr. 14) v porovnani s preparatom laboratérne pripravenym (obr. 1B).
Pri preparate fy Bayer sa na uvddzanych miestach nachddzaju Styri slabé
ninhydrin-pozitivne zdény, kym pri laboratérne pripravenom preparate sa
v tej istej vyske oddelili len dve s ninhydrinom silne reagujtce zlozky (obr. 15,
zény 1, 2). Inverznu schopnost jednotlivych zén a medzizén sme po ich eldcii
stanovili chromatograficky (obr. 2 a 3). Najvacsi podiel aktivnej zlozky inver-
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Obr. 1. Elektroforegram invertdzy.
A — prepardt invertazy fy Bayer, B — preparat invertdzy pripraveny laboratérne,
— hydrolyzat Zelatiny; detekeia ninhydrinom, papier Whatman 3:
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Diagram 1. Porovnanie polohy ninhydrin-pozitivnych zén s akt{vnymi centrami invertdzy.
na osi usediek: dizka elektroforegramu s rozdelenim na jednotlivé zény
na osi poradnic: krivka — denzitometricky zdznam ninhydrin-pozitivnych latok (ab-
sorpcia) )
histogram — 9, zinvertovanej sacharézy
A — invertéza fy Bayer, B — invertdza pripraven4 laboratorne.

tazy, oddelenej elektroforeticky pri pH 4,5, bol v mieste elektroneutralnych
latok. Uplna inverzia sacharézy nastala déinkom eluidtu miest oznaéenych
10 a 10a. Reakecia s ninhydrinom a s ostatnymi ¢inidlami Specifickymi na biel-
koviny v mieste 10 bola pozitivna. V mieste 10a boli vietky predchadzajice
reakcie negativne, hoci v uvedenych miestach bola takisto vysoka aktivita
(diagram 1). Z uvedeného vyplyva, %e aktivita nie je viazand na ninhydrin-
pozitivne latky. Dalsie dve miesta, ktorych aktivita bola vSak velmi mala,
nachadzaji sa v bazickej oblasti (diagram 14, 1B), kde st uvedené denzito-
metrické zdznamy ninhydrin-pozitivnych $kvfn a stupen inverzie sacharézy
uéinkom eluatu prislu§ného tseku elektroforegramu.

Pouzitim dalsich detekénych &inidiel sme ziskali tento obraz: Paulyho
¢inidlo vyvoladva v mieste ninhdyrin-pozitivnej 8kvrny &. 6 oranzové sfarbenie.
Na tom istom mieste vznikla slabo ruzovi reakcia s «-nitrozo-S-naftolom,
‘ktory takisto reaguje s tyrozinovymi peptidmi. Toyosaku Minagawa [8]
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Obr. 2. Chromatografické sledovanie inverzie sacharézy eludtmi zén po elektroforetickom
rozdeleni preparatu invertdzy fy Bayer.

Papier Whatman 1, stistava: butanol—kyselina octovd—voda (4 : 1 : 1), detekdné ¢inidlo:
difenylamin—anilin—kyselina fosfore¢n4.

S — sacharéza, G — glukéza, F — fruktéza.
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Obr. 3. Chromatografické sledovanie inverzie sacharézy eludtmi zén po elektroforetickom
rozdeleni prepardtu invertdzy pripravendho laboratérne.

Papier Whatman 1, stistava: butanol—kyselina octovi—voda (4 : 1 : 1), detekéné ¢inidlo:
difenylamin—anilin—kyselina fosforeéné.

S — sacharéza, G — glukéza, F — fruktéza.

poklada tyrozin za sulast aktivnej zlozky molekuly invertazy. Pri laboratérne
pripravenom enzyme je oblast &. 6 enzymaticky inaktivna a v mieste 8. 10,
kde je skoncentrovany hlavny podiel aktivnej zloZzky, tyrozinova reakcia
s uvedenymi ¢inidlami nenastala (obr. 4).
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Obr. 4. Elektroforegram detegovany rozliénymi éinidlami.
A —iavertédza fy Bayer — detekeia ninhydrinom, B— invertdza pripravené laboratérne —
detekeia ninhydrinom, Z — hydroléat Zelatiny — detekecia ninhydrinom.
1 — pés detegovany brémfenolovou modrou, 2 — detekcia Paulyho éinidlom, 3 — detekcia
difenylamin—anilin—kyselina fosfore¢nd, 4 — detekeia Faiglovym é&inidlom.
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Reakcia s brémfenolovou modrou a s ostatnymi éinidlami na bielkoviny
bola pozitivna v miestach &. 6 a &. 10 pri obidvoch preparatoch a v laboratérne
pripravenom preparate zreagovali naviac eSte aj zény ¢. 8a a 10b (obr. 4).

Fosfaty sme pri obidvoch preparatoch odkryli Faiglovym éinidlom v mie-
stach &. 6, 10 a 14. V preparate fy Bayer bola na fosfor pozitivna aj zéna ¢. 11.
Je pravdepodobné, Ze v miestach ¢. 14 je fosfat anorganicky, kym v ostatnych
je pravdepodobne fosfor organicky viazany [10].

Dakujeme ini. F. Rendoovi, pracovnikovi Ustavu chémie dreva, celuldzy a umelyjch

vliakien SAV, za ldskavé umoznenie vyhodnotenia chromatogramov na registracnom fotometr:
a K. Smetanovi za svedomité vykonanie technickych prdc.

Sthrn

Elektroforézou na papieri a chromatografiou sme sledovali rozloZenie aktiv-
nych zloZiek enzymatického pripravku fy Bayer a enzymatického pripravku
laboratérne ziskaného. Najvaési podiel aktivnej zlozky preparitov je v danom
tlmivom roztoku elektricky neutralny. Tato aktivita nie je viazand na pritom-
nost ninhydrin-pozitivnych litok. Uvedeny poznatok nam dovoluje odstranit
balastné nizkomolekulové latky preparativnou elektroforézou.

N3YUYEHUE ITPEITAPATOB MHBEPTASDBI
P11 ITOMOILIM BYMAHHOI'O 3JERTPOMOPE3A

M. THBEHCKA, E. JHIIAROBA, 1. GAPHITA
IlenTpa/ibHLIE HCCTeoBATE b KUH MHCTHTYT NMIILEBOIl 11POMBIINIEHHOCTH,
oT;ie)l B BpaTtuciane

BuiBojibt

diexTpodopesom Ha Oymare m xpoMatorpaueil Mol ¢JI€J0BajM PA3JIOKEHHE AKTUBHEIX
COCTaBHBIX YacTeil sH3AMaTHIeCKOro npenapaTa GupMnl Baep H sH3UMaTHYECKOTo mpemnapara,
IPUTOTOBICHHOTO B slaGopatopuu. Hambosmimasi yacTh AKTUBHOM 9acTH IpenapaToB B JaH-
HoM OydepHOM pacTBOpe FIBIISCTCS INOKTPUUCCKU HeHTpanpHOH. JTa AKTHBHOCTH HE fB-
JIfeTc s BA3AHON HA NPHCYTCTBUEe HUHTMAPUH-TIO3UTHBHLIX BeIICCTB. JTH CBEIeHMA I03BOIAI0T
HAM YJalIiTh 0a/yIacTHbIe HU3KOMOIICKY/IAPHEIC BEMeCTBA IIPEIapaTHBHLIM 3ICKTPOopesoM.
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STUDIUM VON INVERTASE-PRAPARATEN
MITTELS PAPIERELEKTROPHORESE

M. TIBENSKA, E. LISHAKOVA, S.BARICA
Zentrales Forschungsinstitut fur die Nahrungsmittelindustrie, Zweigstelle in Bratislava

Zusammenfassung

Durch Papierelektrophorese und Chromatographie untersuchten die Autoren die
Trennung der aktiven Bestandteile eines enzymatischen Pridparats der Fa. Bayer und
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eines laboratoriumsmaéssig erhaltenen enzymatischen Priparats. Der grosste Anteil
des aktiven Sestandteils der Praparate ist in der gegebenen Pufferlésung elektroneutral.
Diese Aktivitdt ist nicht an die Anwesenheit ninhydrin-positiver Stoffe gebunden.
Diese Erkenntnis erlaubt die Beseitigung niedrigmolekularer Ballaststoffe durch prépa-
rative Elektrophorese.

In die Redaktion eingelangt den 7. 1. 1960
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