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Uplatnenie vysledkov projektu

Jednoducha priprava chromogénnych substratov glukuronoylesteraz a ich nasledné vyuzitie
pri hladani a detekcii tychto enzymov nepochybne povedie k ich rozSireniu. Svedci o tom aj
medzinarodny ohlas - publikovany i nepublikovany. Zlstenie, Ze tieto enzymy pdsobia aj na
estery polymérneho xylanu, len potvrdzuje ich predpokladanu fyziologicku funkciu — Stiepenie
esterovych vazieb medzi kyselinou glukurénovou v hemiceluléze glukurénoxylane

a alkoholom ligninu. Glukuronoylesterazy mézu byt teda vyznamnym enzymom

v biotechnologickom spracovani a vyuziti lignocelul6zovych materialov. Podobne aj
acetylxylanesterazy, kedze hemicelulézy drevin su acetylované. Na ich Uplnu deacetylaciu su
vSak potrebné dva druhy xylandeacetyldz — skutoéné acetylxylanesterazy a deacetylazy
pbésobiace na neredukjucom konci, ktoré maju navzajom doplnkovu pozi¢nu Specificitu. Az po
deacetylacii sa acetylglukurénoxylany stavaju pristupné pre xylanazy, hlavné xylanolytické
enzymy. Pre tvorbu cielenych produktov z glukurénoxylanu s vysokou hodnotou, napriklad
aldourénovych kyselin s prebiotickymi vlastnostami, je dblezité zistenie, ze rbzne xylanazy sa
medzi sebou liSia z hladiska tolerancie modifikacie postranného retazca kyseliny
glukurénovej. Celkovo vysledky projektu prinasaju cenné poznatky vyuzitelné pri ekologickom
zuzitkovani lignocelulézovych materialov nielen na skvasovanie a produkciu bioetanolu, ale aj
inych cennych zlu€enin, napriklad oligosacharidov s mnohorakymi biologickymi vlastnostami.

CHARAKTERISTIKA VYSLEDKOV

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Vypracovali sme jednoduchy postup na pripravu novych chromogénnych substratov pre
glukuronoyl—-esterazy, ktoré sme vyuzili na zavedenie novéj metodiky na kvantifikaciu

a detekciu aktvitiy tychto enzymov. Zistili sme, Ze su aktivne aj na estery polymérneho
glukurdnoxylanu, ¢€o je dalsi krok k potvrdeniu ich predpokladanej fyziologickej funkcie —
Stiepeniu esterovych vazieb medzi touto hemicelul6zou a ligninom. Na nativne, komplikované
a vysokomolekulové lignocelul6zové Struktury su najucinnejsie endoxylanazy z rodiny GH30
spomedzi doteraz znamych xylanaz. Je §koda, Ze sa nam zatial nepodarilo pripravit
chromogénny substrat Specificky pre tieto enzymy v takom mnozstve a vytazku, ktory by bol
synteticky zaujimavym. Aj napriek tomu sme detailne charakterizovali novu xylanazu z rodiny
GH30. XYN VI sa svojimi katalytickymi vlastnostami podoba prokaryotickym enzymom,
ktorych pésobenie je ur€ené pritomnostou a polohou postrannych retazcov kyseliny
glukurénovej. Pochadza v§ak z huby Trichoderma reesei (synonymum Hypocrea jecorina),
¢im sme rozsirili enzymovy repertodar tohto najlepsie prestudovaného (hemi)celulolytického
mikroorganizmu, vefmi ¢asto vyuzivaného na priemyselnu velkokapacitni produkciu (hemi)-
celulolytickych enzymov. Jednym z nich je tiez acetylesteraza z rodiny CE16, pravdepodobne
serinova esteraza s klasickou katalytickou triadou Asp-His-Ser, ktora sa vo viacerych
vlastnostiach odliSuje od acetylxylanesteraz z inych rodin i od xylandeacetylaz z rodiny CE16.
Dokazali sme v8ak, Zze exodeacetylazy z rodiny CE16 su popri acetylxylanesterazach
potrebné na UpInu deacetylaciu xylanu vdaka navzajom doplnkovej pozi¢nej Specificite

i pomerne lahkej a rychlej migracii acetylovej skupiny pozdiZ xylopyranozylového kruhu.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)
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We have elaborated a simple way to prepare new chromogenic substrates for glucuronoyl
esterases and used them to introduce a new method for the enzyme activity detection and
guantification. We found out that the glucuronoyl esterases are active also on the esters of
polymeric glucuronoxylan, thus confirming their anticipated physiological function, i.e.
cleavage of ester bonds between hemicellulose, glucuronoxylan, and lignin. Among known
endoxylanases those grouped to GH30 family are the most efficient towards the native, high-
molecular-weight lignocellulose complexes. Unfortunately, so far we have failed to obtain

a chromogenic substrate specific for these enzymes in an amount and yield, that would be
interesting from synthetic point of view. Nevertheless, we have characterized in detail a new
GH30 xylanase. In terms of catalytic properties it resembles prokaryotic enzymes, action of
which is determined by the presence and distribution of glucuronic acid side chains. However,
XYN VI is secreted by Trichoderma reesei (synonym: Hypocrea jecorina), thus broadening
enzyme battery of the best studied (hemi)cellulolytic microorganism that is often exploited for
industrial large scale production of various (hemi)cellulolytic enzymes. One of them is also
CEL16 acetyl esterase, a predicted serine esterase composed of a canonical catalytic triad
Asp-His-Ser, that differs in some catalytic properties from acetylxylan esterases classified in
other CE families as well as from other CE16 xylan deacetylases. However, we have
demonstrated that along with the acetylxylan esterases the CE16 exodeacetylases are
required for a complete deactylation of xylan, due to their complementary regiospecificity and
relatively easy and fast acetyl group migration along the xylopyranoside ring.
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Svojim podpisom potvrdzujem, Ze Udaje uvedené v zaverecnej karte su pravdivé a upiné
a suhlasim s ich zverejnenim.

Zodpovedny riesitel Statutarny zastupca prijemcu
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