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Vyndlez sa tyka spésobu pripravy -1,4-xylooli-
gosacharidov nezna¢enych alebo znadéenych radio-
nuklidom uhlika *C.

., Podstata vyndlezu spoliva v tom, Ze sa na ’
" aryl-B-xylozidy alebo  aryl-B-(U-'*C)xylozidy

. v koncentracii vys$sej ako 100 mM posobi extrace-
luldrnou B-xylanizou kvasiniek Cryptococcus albi- i
dus a vysledny produkt sa izoluje papierovou
chromatografiou.

Linearne B-1,4-xylooligosacharidy maju vyuZi-
tie ako modelové latky na §tidium chemickych
vlastnosti a reaktivity hemiceluloz. Predstavuju
tie? vhodné substraty na $tidium mechanizmu
G¢inku mikrobidlnych 3-1,4-xylanaz.
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Vyndlez sa tyka spdsobu pripravy 3-1,4-xylooli-
. gosacharidov neznatenych alebo znafenych radio-
‘ nuklidom uhlika *C reakciou aryl-B-D-xylopyra-
nozidov s extracelulirnou endo-1,4-B-xylandzou
- produkovanou kvasinkami  Cryptococcus  al-
- bidus. »

B-1,4-Mylooligosacharidy sa nachddzaji v znaé-
nom mnoZstve v predhydrolyzatoch dreva. Tieto sa
viak obvykle nepouZivaji na ich izoldciu, lebo
obsahujii cely rad daldich sacharidovych zloZiek,
ktoré, komplikuji izolaény proces. NajbeZnejsimi
postupmi pripravy xylooligosacharidov je parcial-
na kysld hydrolyza a enzymova hydrolyza rastlin-
nych a drevnych Xyldnov (R. L. WhistleraC. C. Tu,
J. Am. Chem. Soc., 73, 1389 [1951], 74, 3609
[1952], 75, [1953]; C. T. Bishop, Can. J. Chem.,
33, 1073 [1955]; T. E. Timell, Svensk Paperstid.,
65, 435 [1962]). Predovietkym enzymova hydroly-
za poskytuje pomerne dobré vytazky vzhladom na
mno¥stvo vychodzieho xyldnu (J. Kusakabe, T.
Yasui a T. Kobayashi, Nippon Nogeikagaku Kaishi
49, 383 [1975]).

Ziadna z uvedenych metod vSak neposkytuje
moznost pripravy 3-1,4-xylooligosacharidov zna-
genych radionuklidom uhlika 14C, pokial sa neziska
14C znadeny polysacharid, o je finan¢ne i experi-
mentilne narony proces.

Pri $tidiu vlastnosti extraceluldrnej B-xylanazy
kvasiniek Cryptococcus albidus (P. Biely, M. Vr-
$anskéd a Z. Kritky, Eur. J. Biochem., v tlaci) sa
zistilo, e enzym napriek tomu, Ze vykazuje vietky
typické vlastnosti endoxylanézy (hydrolyzuje xylan
na’ xylooligosacharidy, zniZuje viskozitu jeho roz-
tokov a nehydrolyzuje xylobiézu) ma schopnost
uvolitovat p-nitrofenol z p-nitrofenyl-g-D-xylopy-
ranozidu podobne ako B-xyloziddza. Podrobnym
stadiom tejto reakcie sa zistilo, Ze rozklad p-nitro-
fenyl-, o-nitrofenyl- a fenyl-B-D-xylopyranozidu

- neprebieha hydrolytickym Stiepenim na xylézu
a aglykén, ale je sprevddzany vznikom xylobi6zy,
xylotriézy, xylotetraézy a xylozy. Kvantitativnhou
analyzou reakénych produktov fenyl-3-D-[U-
-14C]xylopyranozidu syntetizovaného z (U-1*C)xy-
16zy podla Montgomery a spol. (J. Am. Chem. Soc.
64, 690 [1942]) sa dokazala zavislost reakinej
rychlosti a zloZenia produktov reakcie f-xylanazy
na koncentracii substratu. NajvysSie vytazky oligo-
sacharidov sa dosahujii pri koncentracidch fenyl-f3-
xylozidu vy$sich ako 100 mM. KedZe s vynimkou
xylobiézy sa koncentracie vysSich xylooligosacha-
ridov menia v priebehu inkubdcie, t. j. najprv sa
akumuluji a neskorie mizni v reak¢nej zmesi,
reakciu je potrebné zastavit podla toho, aky
oligosacharid sa izoluje. Za ti¢elom pripravy xylo-
triézy a xylotetradzy je vhodné reakciu zastavit
pribliZne v §tddiu 40 az 50 % rozkladu fenyl-p-xy-
lozidu. Najvyssie vytazky xylobi6zy sa dosiahnu, ak
sa reakcia nechd pokracovat do ustavenia rovno-
vaFnej zmesi, ktord uZ oligosacharidy vy3Sie ako
xylobiézu neobsahuje.

Transglykozylatné reakcie B-xylandzy s aryl-3-
-xylozidmi st stereo§pecifické, vedt vyluCne k tvor-
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be xylooligosacharidov s f-1,4-glykozidickymi
viizbami. Potvrdilo sa to hmotnostou spektromet-
riou per-O-metylovanej xylobiézy a hodnotami
optickej otaavosti a bodom topenia krystalickej
xylobiézy izolovanej z enzymovej reakénej zmesi.
Konstanty boli v zhode s literdrnymi idajmi.

Podstata vynalezu spodiva v tom, Ze sa na
aryl-B-xylozidy alebo aryl-B-(U-'*C)xylozidy
v koncentricii vy$Sej ako 100 mM po6sobi extrace-
luldrnou B-xylanazou kvasiniek Cryptococcus albi-
dus a vysledny produkt sa izoluje papierovou
chromatografiou.

Vyhodou navrhovaného spdsobu pripravy niz-
gich B-1,4-xylooligosacharidov je, Ze predstavuje
v stlasnej dobe jedini redlnu cestu k ziskaniu
B-1,4-xylooligosacharidov univerzalne znacenych
radionuklidom uhlika *C pri pouziti aryl-B-D-(U-

- -14C) xylozidov ako substratu.

priprava aryl-B-D-xylopyranozidov je z Casové-
ho hladiska menej ndro¢nd ako izoldcia rastlinnych
xyldnov pre enzymovii hydrolyzu,

nie je viazand na pouZitie purifikovanej 3-xyla-
nézy, ako zdroj B-xylandzy sa d4 pouZit zahustené
a dialyzované rastové médium kvasiniek C. albidus
ziskané po kultivacii kvasiniek na xyldne alebo po
indukcii enzymu metyl-3-D-xylozidom,

pri pouZiti neznagenych aryl-p-D-xylopyranozi-
dov uvedeny sposob pripravy xylobidzy moZe
konkurovat spdsobu ziskania tychto latok enzymo-
vou hydrolyzou xylanu.

Priklad 1

p-Nitrofenyl-f-D-xylopyranozid sa.rozpusti vo
vode aby sa ziskal 100 mM roztok. K roztoku
substratu sa pridd preparit extracelularnej f-xyla-
nazy kvasiniek Cryptococcus albidus a zmes sa
inkubuje pri 30 °C po dobu 0,5 aZ 20 hodin. Po
inkubécii a zahusteni sa zmes chromatografuje na
papieri Whatman No 1 alebo 3 MM v sdstave
etylacetdt-kyselina octovd — voda (18 : 7 : 8, v/v).
Po detekcii vodiacich pasov sa zény odpovedajice
xylobiéze a xylotriéze vystrihnd, eluuji vodouapo
rechromatografii sa oligosacharidy krystalizujd
z vodného metylalkoholu. Vytazky zdvisia od
stadia ukoncenia reakcie.

_ Priklad 2

Kmeii Cryptococcus .albidus CCY-17-4-1 sa
pestuje na pdde obsahujicej 1 % xyldnu, 0,67 %

. kvasni¢nej dusikatej bazy, 0,2 % asparaginu

a 0,5% dihydrofosfore¢nanu draselného. Po
4 diioch sa narastené bunky odstrdnia centrifuga-
ciou a ziskana kultiva¢énd tekutina sa zahusti vo
vikuu pri 40°C na 1/10 pdévodného objemu
a dialyzuje sa oproti destilovanej vode pri 4 °C. Po
dialyze sa objem dialyza¢ného &reva pouZije ako
preparit B-xylanazy. Roztok fenyl-B-D-xylozidu
(150 mM) sa inkubuje s pridavkom enzymového
preparatu (1/10 objemu roztoku substrdtu) pri
30 °C. Po ukondeni reakcie sa reakéna zmes

- spracuje ako v bode 1.



Priklad 3 :
Fenyl-B-D-(U-'*C)xylozid syntetizovany z U-
-1*C)xyl6zy sa koncentricii 150 mM inkubuje s pu-
rifikovanou endo-xylanazou pri 30 °C (koncentra-
cia enzymu 3 jednotky/ml). Pod jednotkou enzy-
mu sa rozumie také mnoZstvo enzymu, ktoré
uvolni za 1 minttu pri 30 °C a pH 5,4 (acetitovy
pufor) v0,5 mlinkubadnej zmesi obsahujicej 1 mg
xyldnu redukujicej oligosacharidy rovné 1 mélu
xylézovych ekvivalentov. Reakénd zmes sa po 0,5
aZ 20 hodinich zahusti a chromatografuje na
papieri Whatman No 1 v siistave etylacetat-kyseli-
na octovd-voda (18 :7:8, v/v). Radioaktivne
produkty sa lokalizuji autorddiografiou, vystrihni
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z papiera a eluuji vodou. V zdvislosti od §tadia
zastavenia reakcie sa ziskaju (U-'*C)xylobidza,
(U-"C)xylotriéza a (U-'*C)xylotetradza o $peci-
fickej rddioaktivite rovnej dvoj-, troj-, §tvorndsob-
ku $pecifickej rddioaktivity vychodiskového fenyl--
-(U-*C)xylozidu.

Linearne -1,4-xylooligosacharidy sa vyuzZivaja
ako modelové litky na $tidium chemickych vlast-
nosti a reaktivity hemiceluléz. Predstavuju tieZ
vhodné substrity na $tidium mechanizmu Géinku

. mikrobiélnych -1,4-xylandz. Z posledného hladis-

ka maji hlavne v§znam xylooligosacharidy znace-
né radionuklidom uhlika '*C, ktoré nie si do-
stupné.

PREDMET VYNALEZU

Spééob pripravy ﬁ-1,4-xylooligosacharidovi

a B-1,4-(U-'*C)xylooligosacharidov vyznadujtici
- sa tym, Ze sa na aryl-B-xylozidy alebo aryl-p-(U-

-14C)xylozidy v koncentracii vy§ej ako 100 mM :

Vytiskly Moravské tiskakské zavody,
provoz 12, Leninova 21, Olomouc

pbsobi extraceluldrnou B-xylanazou kvasiniek
Cryptococcus albidus a vysledny produkt sa izoluje
papierovou chromatografiou.

Cena: 240 K¢ts
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