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RieSenie sa tyka jednostupiiovej purifiké-
cie extraceluldrnej endo-1,4-8-xylandzy kva-
siniek Cryptococcus albidus indukovanej
syntetickym induktorom metyl g-D-xylopy-
ranozidom. Podstatou rieSenia je to, Ze en-
zym sa z induk&ného média kvasiniek ziska
ako homogénna bielkovina v jednom puri-
fikadnom stupni ionexovcu chromatografiou
na koléne karboxymetyl derivdtu sietované-
ho bakteridlneho dextranu (CM-Sephadex
C-50) ekvilibrovaného v acetatovom puiri
o pH 4,5 aZ 5,5 tak, Ze induk&né médium
zbavené kvasiniek sa preleje cez priprave-
na kolénu nosia, na ktorom sa enzym
zachyti a z ktorého sa potom enzym uvol-
ni eldciou stipajicim gradientom chloridu
sgdneho po 1,0 aZz 1,5 M koncentrdciu. En-
zym méa pouZitie vo sfére zédkladného a ap-
likovaného vyskumu orientovaného na vy-
uZitie lignocelulézovych odpadov a na uvol-
fiovanie celulézovych vldkien z rastlin ako
st lan a konope, ufinkom enzymovych pre-
paratov. D& sa vyuZit i na pripravu vzéc-
nych 1,4-8-xylooligosacharidov z aryl g-D-
-xylopyranozidov.
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Vynélez sa tyka jednostupiiovej purifika-
cie extracelularnej endo-1,4-8-xylandzy kva-
siniek Cryptococcus albidus indukovane]
syntetickym induktorom metyl §-D-xylopyra-
nozidom (P. Biely, Z. Kratky a M. VrSansk4,
CS AO 206 914).

Endo-1,4-8-xylandzy (EC 3.2.1.8) mikro-
organizmov su spravidla enzymy sekretova-
né bunkami do prostredia pofas rastu na
rastlinnych xylanoch, celuldéze a inych rast-
linnych materidloch obsahujicich hemice-
lulézu. Izoluji a purifikuja sa z rastovych
médii zbavenych buniek producenta. V pr-
vom kroku purifikdcie sa rastové médium
zahustuje ultrafiltrdciou, wakuovou desti-
laciou, lyofilizdciou alebo suSenim. Zo za-
hustenych preparétov sa bielkoviny zrdZaji
bud organickymi rozpistadlami, alebo sira-
nom amoénnym. Koncentrované extracelu-
larne bielkoviny alebo ziskané bielkovinné
frakcie sa frakcionuji gélovou filtraciou
na sietovanych polyméroch, alebo ionexo-
vou chromatografiou na roéznych druhoch
anexov a katexov ako st napriklad dietyl-
aminoetyl a karboxymetyl derivéty celuld-
zy a dextranov, a vyuZiva sa tieZ hydroxy-
apatit a mnohé iné nosite. Prehlad pouZi-
tych met6d purifikdcie xylandz moZno néjst
v €lanku R. F. H., Dekkera a G. N. Richar-
da (Adv. Carbohydr. Chem. Biochem. 32,
277, 1976). Purifikacia xylandz z rastovych
médii, v ktorych sa pouZiva xylan alebo iny
rastlinny materidl ako zdroj uhlika, byva
komplikovanéd skuto¢nostou, Ze zdroj uhli-
ka sa mikroorganizmom nespotrebuje upl-
ne a jeho zvySky v rastovom médiu interfe-
rujd s purifikdciou enzymu v désledku en-
zym-substrdtovych interakcii. Priklad imter-
ferencie zvy$ného xylanu moZno néjst i v
pripade purifikdcie kvasni¢nej xylandzy (P.
Biely, M. Vir3amska, Z. Krétky, Eur. ]. Bio-
chem. 1068, 313, 1980), ktorej je venovany
tento vynélez. Uvedenym tazkostiam sa da
vyhnut tak, Ze produkcia enzymu v .bun-
kdch sa navodi nizkomolekuldrnymi latka-
mi, ktoré nie si stifasne jeho substratom.
1J niektorych mikroorganizmov ako st Strep-
tomyces (K. Nakanishi, T. Yasui a T. Kobay-
ashi, J. Ferment. Techmol. 54, 801, 1976),
kvasinky Cryptococcus albidus (P. Biely, Z.
Kratky a M. VrS8anskd, CS AO 206914) a
Cryptococcus flavus (T. Yasui, B. T. Nguyen
a K. Nakanishi, ]. Ferment. Techmnol. 62,
353, 1984) sa da produkcia xylanazy indu-
kovat metyl g-D-xylopyranozidom. V pripa-
de Streptomyces boli takto indukované xy-
landzy purifikované klasickymi chromato-
grafickymi metédami v kombinécii s pre-
parativoou izoelektrickou fokusdcion (M.
Marui, K. Nakanishi @ T. Yasui, Agr. Biol.
Chem. 4%, 3399, 1985). Vyhoda indukcie
xylandzy nizkomolekuldrnym induktorom
sa pri jej purifikécii prvykréat vyuZila v pri-
pade enzymu kvasiniek Cryptococcus fla-
vius. Purifikdcia enzymu sa dosiahla v jed-
nom stupni chromatografiou vdkuove za-
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husteného média na koléne SP-Sephadexu
C-25 (K. Nakanishi, H. Arai a T. Yasui, J.
Ferment. Techmnol. 62, 361, 1984). K uvol-
neniu enzymu z uvedeného katexu dochad-
za pri relativne nizkej koncentrécii chlo-
ridu sodneho (0,05 M), ¢o kladie pomerne
vysoké méroky na odstrédnenie soli z in-
duktnych médii, ktoré by bréanili naviaza-
niu enzymu na nosi€. Extraceluldrna xyla-
néaza kvasiniek Cryptococcus albidus, patri-
aca medzi najlepSie preStudované enzymy
tohto druhu (P. Biely, Z. Kratky a M. Vr-
Sanskd, Eur. J. Biochem. 118, 559, 1981). sa
z indukénych médii s metyl g-D-xylopyra-
nozidom v minulosti nepurifikovala. Spdsob
purifikdcie takto indukovaného enzymu je
predmetom tohto vynélezu.

Podstata vynéalezu spofiva v tom, Ze ex-
traceularna endo-1,4-8-xylandza kvasiniek
Cryptococcus albidus indukovand metyl-g-
-D-xylopyranozidom tak ako sa popisuje w
CS AO 206 914 sa z induk&éného média kva-
siniek ziska ako homogénna bielkovina v
jednom purifikatnom stupni ionexovou
chromatografiou na koléne karboxymetyl
derivatu sietovaného bakteridlneho dextra-
nu (CM-Sephadex C-50, Pharmacia Uppsala,
Svédsko) ekvilibrovanom v acetatovom puf-
ri, pH 4,5 aZ 5,5 tak, Ze indukéné médium
zbavené kvasiniek centrifugdciou sa pria-
mo, alebo po zahusteni védkuovou destildciou
alebo ultrafiltraciou preleje cez pripraveni
kolonu nosifa, na ktorom sa enzym zachyti
a z ktorého sa potom enzym uvolni eldciou
linedrnym gradientom chloridu sédneho po
1,0 aZz 1,5 M koncentréaciu. V pripade pouZi-
tia 0,05 M acetdtového pufru o pH 5,0 sa
enzym vytesni z koldmy ako ostrd bielko-
vinné frakcia pri 0,45 M koncentrécii chlo-
ridu sddneho, ktord sa bud priamo, alebo
po zahusteni destildciou alebo ultrafiltré-
ciou, pripadne odsoleni dialyzou alebo ul-
trafiltrdciou pouZije ako zdroj purifikova-
nej xylandzy.

Vyhodou tohto spdsobu purifikdcie extra-
celuldrnej endo-1,4-8-xylandzy Cryptoco-
ccus albidus je to, Ze

— je jednoduchy a rychly predovietkym
v porovnani s postupom purifikdcie enzymu
z rastovgch médii obsahujdcich rastlinné
xylany ako zdroj uhiika,

— enzym sa vytesiluje z ionexového no-
sifa vysokou koncentrdciou soli (0,45 M
chlorid sddny), ¢o umoZiluje enzym viazat
na ionexe priamo prelievanim indukénych
médiii zbavenych buniek cez nim népliiené
kolony; koncentracia soli v indukénych mé-
didch je niZ8ia neZ koncentrdcia potrebnd
na vytesnenie adsorbovaného enzymu,

— enzym sa ziska ako elektroforeticky
homogénny preparédt, ktory poskytuje po-
tas izoelektirickej fokusdcie v rozmedzi pH
3 az 7, tri aZ Styri bielkovinné zény vyka-
zujlce stifasne enzymovid aktivitu Gmerne
k zasttipeniu jednotlivych bielkovin.
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Priklad 1

Kvasinky Cryptococcus albidus CCY 17-4-
-1 (CccY, Ceskoslovenskd zbierka kvasiniek,
Chemicky ustav CChV SAV, Bratislava] vy-
rastené ma tekutej syntetickej p6de obsa-
hujticej 0,67 % kvasnitnej dusikatej bézy,
0,2 % L-asparaginu, 0,5 % dihydrogenfosfo-
reCnanu draselného, 1,0 % D-xylézy na ro-
tatnej trepacke pri 27 °C pofas 24—48 ho-
din sa odstredia a prenesii do rovnakého
syntetického meédia ako je uvedené vyssie
iba s tym rozdielom, Ze D-xyloza sa na-
hradi metyl g-D-xylopyranozidom v koncen-
tracii 0,5 mg/ml. Po 24 aZ 48 hodinovej in-
kubédcii na rotatnej trepadke pri 27 °C sa
suspenzia kvasiniek cemntrifuguje a super-
natant obsahujici v 1 ml pribliZzne 1,4 jed-
notiek xylandzy sa zahusti ma rotatnej va-
kuovej odparke pri 35 °C na 1/5 aZ 1/10 po-
vodného objemu, zdialyzuje sa oproti des-
tilovanej vode pri 4 °C (20 hodin) a pre-
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leje sa cez kolonu CM-Sephadexu C-50
(1,8 X 20 cm) ekvilibrovaného 0,05 M ace-
tdtovym pufrom o pH 5,0. Po preteCeni ob-
jemu vzorky sa koléna eluuje linedrnym
gradientom chloridu sérneho v 0,05 M ace-
tatovom pufri (240 ml)} aZ po 1,5 M kon-
centraciu chloridu sédneho. Zachytdavaji sa
3,5 ml frakcie, ktoré sa analyzuji na enz§-
mowvid aktivitu a bielkoviny. Na obr. 1 je
znézornend elicia xylandzy z kolény CM-
-Sephadexu C-50. V zachytdvanych frak-
cidch sa stanovili bielkoviny meranim ab-
sorbancie pri 280 nm (bodkovand d{iara),
aktivita xylandzy (plnd Ciara cez body) a
koncentricia chloridu soédneho (preruSova-
né Ciara). Aktivne frakcie sa zleji, dialy-
zuji proti destilovanej vode (4 °C, 20 ho-
din) a pouZiju ako enzymovy prepardt. En-
zym sa ziska v 35 %-nom vytaZku o Speci-
fickej aktivite 42,6 jednotiek na mg bielko-
viny (tabulka 1].

Tabulka 1
Purifikdcia xylandzy kvasiniek Cryptococcus albidus indukovanej metyl g-D-xylopyra-
nozidom
Stadium Objem Celkova Celkové Specifick4 VytaZok
purifikéacie aktivita bielkoviny aktivita

ml jedn.® mg jedn./mg %
Induk&né
médium 480 816 120 6,8 100
Koncentrované
indukéné
médium 80 760 104 7,3 93
CM-Sephadex 33 290 6,8 42,6 35,5

aStanovenie enzymovej aktivity a definicia jednotky enzymovej aktivity je popisané w
literattire (P. Biely, M. VrSanskd a Z. Kratky, Eur. J. Biochem. 108, 313, 1980].

Enzym indukovany metyl g-D-xylopyrano-
zidom je totoZny s enzymom produkovanym
kvasinkou Cryptococcus albidus podas ras-
tu na xylane a purifikovanym podla publi-
kovaného postupu (P. Biely, M. Vr8ansk4 a
Z. Kratky, Eur. ]. Biochem. 188, 313, 1980).
Oba prepardty ddvaji jedina a rovnako sa
pohybujicu difdznu zénu bielkoviny a en-
zymovej aktivity pocas elektroforézy v po-
lyakrylamidovom géli. Enzymy sa javia i-
dentické pofas izoelektrickej fokusécie v
tenkej vrstve polyakrylamidového gélu v
rozmedzi pH 3 aZ 7. Niekolko foriem bielko-
vin detekovanych farbivom Comassie Bril-
liant Blue R-250 vykazovalo tmerne k
mnoZstvu  bielkoviny enzymovid aktivity,
ktord sa detekovala kovalentne vyfarbenym
xylanom [P. Biely, O. Markovi¢ a D. Mislo-
vitovd, Anal. Biochem. 144, 147, 1985).

Priklad 2
Supernatant s naindukovanou xynaldzou

ziskany centrifugdciou suspenzie kvasiniek
inkubovanych s metyl g-D-xylopyranozidom

tak ako je popisané v priklade 1 sa neza-
hustuje, ale priamo prelieva cez kolénu
CM-Sephadexu C-50. Zachytend xylanéza
sa z kolény vytesni a dalej spracuje tak,
ako je uvedené v priklade 1. VytaZok a
stupeii purifikdcie enzymu odpovedd hodno-
tdm v tabulke 1.

Priklad 3

Enzym sa u kvasiniek indukuje tak, ako
je popisané v priklade 1 a aplikuje sa na
kolénu CM-Sephadexu C-50 tak, ako je uve-
dené v priklade 2. Xylanéza sa z kolény vy-
tesni nasledovne: koléna sa najprv premyje
0,25 M roztokom chloridu sédneho v 0,05
M acetdtovom pufri o pH 5,0 {75 mol) a
potom linedrnym gradientom chloridu sod-
neho po 1,0 M koncentrdciu v rovnakom
acetdtovom pufri (150 ml). Xylandza sa i-
zoluje zahustenim a odsolenim frakcie wy-
tesnenej pri 0,45 M koncentirédcii chloridu
sodneho. VytaZok a stupeii purifikdcie en-
zfymu odpovedd hodnotdm v tabulke 1.
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Endo-1,4-8-xylandzy st v poslednom ob-
dobi predmetom intenzivneho 3tudia v sG-
vise s narastajiucim zdujmom o vyuZitie lig-
nocelulézovych odpadov ako zdrojov sacha-
ridov pre fermentadny priemysel. Purifiko-
vand xylandza kvasiniek Cryptococcus albi-
dus sa d4 v tomto zmysle vyuZit ako mode-
lovy enzym. Daldie pouZitie md vo sfére zé-
kladného vyskumu, hlavne pri Strukturél-
nych Stddidch xylanov a pri Stddiu tlohy
xylandz v procese izolacie celuldzovych
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vlakien z rastlin ako st konope a lan, -
¢inkom komplexnych enzymovych prepara-
tav, ktorych stcastou sd aj xylandzy. Puri-
fikovand xylandza Kkvasiniek Cryptococcus
albidus sa dé vyuZit na pripravu pomerne
vzécnych 1,4-8-xyloologisacharidov. z aryl §-
-D-xylopyranozidov transglykozylaénymi re-
akciami, ktoré enzym katalyzuje pri vyse-
kych koncentracidch aryl xylozidov (Z.
Kratky, P. Biely a M. Vr3tanskd, CS AO
218 624).

PREDMET VYNALEZU

1. Spo6sob purifikdcie extraceluldrnej
endo-1,4-3-xylandzy kvasiniek Cryptoceccus
albidus indukovanej metyl g-D-xylopyrano-
zidom vyznafujici sa tym, Ze induk&né mé-
dium s obsiahnutym enzymom sa uvedie
do styku s ionexom na béze karboxymetyl
derivdtu sietovaného bakteridlneho dextra-
nu, na ktory sa enzym naadsorbuje a z kto-
rého sa potom uvolni stipajicim gradien-
tom chloridu sédneho aZz do 1,5 M koncen-
trécie. :

2. Spésob podla bodu 1, vyznafujici sa
tym, Ze sa nosi¢ na chromatografiu ekvilib-
ruje acetdtovym pufrom o pH 4,5 aZ 5,5.

3. Spbsob purifikdcie podla bodov 1 a 2
vyznalujici sa tym, Ze sa pouZije 0,05 M
acetdtovy pufer o pH 5,0 a enzfm sa uvol-
ni pri 0,45 M koncentrdcii chloridu sédne-
ho.

4. Spdsob podla bodov 1 aZ 3 vyznadujici
sa tym, Ze enzymovy roztok sa dalej zbavi
solf a zahusti.

1 list vikresov
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