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1. Wprowadzenie

hityna, jeden z najobficiej wystepujacych w naturze polisacharydéw, nie

rozpuszcza sie w wiekszosci rozpuszczalnikbéw, co ogranicza jej przemy-

stowe zastosowanie. Te wihasciwos¢ mozna zmieni¢ przez odpowiednie mody
fikacje chityny, w t3mi przede wszystkim przez deacetylacje. Chitozan — pro-
dukt czesciowej lub catkowitej deacetylacji chityny, znajduje zastosowanie
w przemysle zywnosciowym, kosmetycznym, widkienniczym i papierniczym
oraz w medycynie, weterynarii, ochronie srodowiska i rolnictwie (1). Przemy-
stowo deacetylacje chityny prowadzi sie stezonym, gorgcym roztworem wodo-
rotlenku sodu. Powoduje to, szczegdlnie przy otrzym}waniu chitozanu o matej
zawartosci grup acetylowych, gdzie stosuje sie dwu- lub trzykrotng obrobke
w temperaturze powyzej 100°C — niekontrolowang hydrolize polimeru (2).
Alternatywng metodg moze by¢é enzymatyczna deacetylacja. W poréwnaniu
z metodg chemiczng po2wolitaby ona na prowadzenie procesu w tagodniej-
szych warunkach, zapobiegajgcych niekorzystnym, degradacyjnym zmianom
produktu w tych przypadkach, gdy wymagana jest duza masa czasteczkowa
polimeru i jego duza lepko$¢ w roztworach. Wyeliminowanie koniecznosci sto-
sowania gorgcego, stezonego roztworu wodorotlenku sodu zmniejszytoby tez
ucigzliwos¢ pracy i zanieczyszczenie srodowiska Sciekami.

Deacetylaza chityny wystepuje m.in. w grzybach Zygomycetes (3,4), kto-
rych Sciany komérkowe zawierajg oprocz chityny réwniez chitozan (5,6). Bio-
masa tych grzybéw moze zatem stanowié¢ materiat wyjsciowy zaréwno do
otrzymywania enzymu, jak i chitozanu.
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Celem pracy, ktéra jest fragmentem badan dotyczacych biochemicznych
wiasciwosci deacetylazy z Mucor rouxii i mozliwosci wykorzystania enzymu
do biotechnologicznego wytwarzania chitozanu, byto okreslenie optymalnego
PH oraz aktywnosci deacetylazy w surowych ekstraktach z grzybni wobec
chityny i jej pochodnych. Sprawdzono tez wstepnie w jakiej mierze substraty
i produkty reakcji deacetylacji sg podatne na dziatanie glikozydaz obecnych
w nieoczyszczonych ekstraktach.

2. Materiaty

2.1. Materiat biologiczny i podtoza

Zrodiem deacetylazy byt Mucor rouxii ATCC 24905, przekazany nieodptat-
nie przez Katedre Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej, prze-
chowywany w temp. 4°C na skosach agarowych YPG (ekstrakt drozdzowy,
pepton, glukoza).

Podtoze YPG, zawierajgce 3 g ekstraktu drozdzowego, 10 g peptonu i 20 g
glukozy w 1 | pozywki, przygotowywano ze sktadnikéw krajowych tub firmy
Difco. Kwasowo$¢ pozywek regulowano przy uzyciu rozcienczonego kwasu
siarkowego. Podtoza ciekte (pH 4,5) o objetosci 200 ml sterylizowano przez
15 minut w temp. 121°C. Podtoza state YPG (pH 5,0) przygotowywano z do-
datkiem agana i po sterylizacji rozlewano do jatowych butelek Roux.

2.2. Substraty

Stosowano chityne krystaliczng wyprodukowang z pancerzy kryla Eup-
hausia superba przy zastosowaniu technologii opracowanej w Morskim In-
stytucie Rybackim w Gdyni (7). Stanowita tez ona materiat do otrzymywania
pozostatych substratéw.

Chitozany o stopniu deacetylacji od 61 do 94%, oznaczone jako chito-
zan-61...chitozan-94, otrzymano dziatajac na chityne 50% roztworem wodo-
rotlenku sodu (1:10 w/w ), w warunkach podanych w tabeli 1. Po kazdym
etapie deacetylacji chitozany przemywano kilkanascie razy woda (1:10 w/v)
i produkt korncowy suszono w temp. 80°C.

Chityne koloidalng uzyskano po traktowaniu chityny 28% roztworem
kwasu solnego (1:14 w/w) przez 3 godziny w temperaturze pokojowej i strg-
ceniu przez rozcieniczenie wodg (1:6 w/v). Stracony polimer sgczono i ptu-
kano woda o temp. ok. 70°C do momentu uzyskania pH zawiesiny powyzej
5. Zawiesine chityny przechowywano w temp. 4°C w obecnosci 0,02% azydku
sodu.

Oligosachaiydy N-acetyloglukozaminy zostaty otrzymane wedlug opaten-
towanej procedury polegajgcej na hydrolizie chityny, acetylacji mieszaniny
bezwodnikiem octowym i wyodrebnieniu produktoéw przy uzyciu filtracji ze-
lowej (8). Karboksymetylochityne otrzymano wedtug Somorina i wsp. (9).
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Tabela 1

Warunki deacetylacji chityny i fizykochemiczna charakterystyka chitozanéw

Warunki deacetylacji® Charakterystyka chitozandw
czas (min) krotnos¢  temperatura stopien masa lepko$é istotna

reakcji (°C) deacetylacji (%) czasteczkowa (ml/g)

15 x 1 85 61 2 036 000 1333

20 x 1 115 64 1 434 000 962

30 x 1 115 73 1 341 000 904

20 x 2 115 84 1 623 000 1080

20 x 3 115 91 1 632 000 1086

60 x 1 +90 x 1 140 94 343 000 255

*50% roztwor wodorotlenku sodu : chityna = 10 : 1 wiw.

2.3. Odczynniki

Stosowano zestaw odczynnnikéw do oznacznia kwasu octowego (Boehrin-
ger), tlenek glinu (Alumina A-5, Sigma), N-acetyloglukozamine, chlorowodo-
rek glukozaminy, chlorowodorek 2,9-dimetylo-l,10-fenantroliny (Merck), 2-
amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-propandiol (Tris, Serva). Pozostate odczyrmiki
byly produkcji krajowej.

3. Metody

3.1. Przygotowanie materiatu szczepiennego i warunki hodowli M. rouxii

Zarodniki ze skos6w posiewano na state podtoze YPG o pH 5,0 w butel-
kach Roux i inkubowano 7 dni w temperaturze 28°C (10). Nastepnie do
butelek dodawano 20 ml sterylnej, destylowanej wody i jatowg bagietkg de-
likatnie pocierano powierzchnie grzybni w celu zebrania zarodnikéw. Zawie-
sine zarodnikéw zlewano do jatowych probéwek. Do 200 ml podioza, w kol-
bach stozkowych o pojemnosci 500 ml, wprowadzano ok. 10" zarodnikow.
Hodowle prowadzono przez 48 godzin w temp. 28°C we wstrzasanej tazni
wodnej o ruchu posuwisto-zwrotnym z czestotliwoscig 100 cykli/min i am-
plitudzie 5. Grzybnie oddzielano od cieczy hodowlanej przez filtracje na lejku
Buchnera z saczkiem, przemywano zimng wodg destylowang, zamrazano
i przechowywano w temp. -20°C do momentu badan.

3.2. Otrzymywanie ekstraktu enzymatycznego

Zamrozong grzybnie rozcierano z tlenkiem glinu (1:2 w/w) w mozdzierzu
w temp. 0°C przez 15 minut. Nastepnie ucierajgc dodawano stopniowo 0,025
M bufor Tris-HCI o pH 7,2, w stosunku mokra grzybniaibufor = 1:7 wi/v.
Zawiesine wstepnie wirowano 10 minut przy 4000 x g, a nhastepnie 60 minut
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przy 15 000 x g w temp. 0°C. Stezenie biatka w ekstrakcie oznaczano metoda
Lowiy’ego i wsp. (11).

3.3. Oznaczanie aktywnosci deacetylazy

Aktywnos¢ deacetylazy okre$lano przez oznaczanie kwasu octowego uwol-
nionego ze substratu, stosujgc enzymatyczng metode Bergmeyera (12).

Mieszanina reakcyjna zawierata od 1 do 7 mg substratu i od 0,25 do
0,50 mg biatka ekstraktu w 1 ml 0,05 M roztworu Tris i HCI w ilosci po-
trzebnej do uzyskania pH mieszaniny 5,6. Jako substraty stosowano: chityne
krystaliczng i koloidalng, karboksymetylochityne, chitozan o zréznicowanym
stopniu acetylacji oraz chitooligosacharydy zawierajgce od 3 do 6 reszt N-
acetyloglukozaminy. Mieszanine reakcyjng inkubowano w zaleznosci od sto-
sowanego substratu od 15 minut do 20 godzin w temp. 40°C. Reakcje prze-
rywano przez 3-minutowe ogrzewanie prob we wrzgcej tazni wodnej. Préby
Slepe przygotowywano analogicznie jak proby badane z tym, Zze substrat
i ekstrakt inkubowano oddzielnie i tgczono po cieplnej inaktywacji enzymu.
Préby chtodzono do temperatury pokojowej, doprowadzano pH do ok. 8 roz-
tworem NaOH, a nastepnie wirowano przez 20 minut przy 15 000 x g. W su-
pernatancie oznaczano kwas octowy. Aktywnos$¢ wilasciwg deacetylazy wyra-
zano w J X mg biatka'®. Jedna jednostka odpowiada takiej ilosci deacetylazy,
ktéra uwalnia z substratu 1 fimol kwasu octowego w czasie minuty.

Aktywnos$¢ deacetylazy w zaleznosci od pH okre$lono stosujgc jako sub-
strat chitozan-61. Zawiesine chitozanu w wodzie, przez caly czas mieszajac,
zakwaszano do odpowiedniego pH 0,2 M roztworem kwasu solnego. Ponizej
pH 6 substrat rozpuszczat sie, natomiast powyzej tego pH tworzyt nadal
zawiesine. Do tak przygotowanych substratow dodawano ekstrakt z grzybni
i ponownie mierzono pH w temp. 40°C. Reakcje enzymatyczng prowadzono
przez 30 minut w temp. 40°C przy stezeniu biatka ekstraktu 0,5 mg i sub-
stratu 2,5 mg w | ml mieszaniny.

3.4. Oznaczanie aktywnosci glikozydaz

Jako substraty stosowano chityne Kkrystaliczng w postaci zawiesiny,
karboksymetylochityne rozpuszczong w wodzie, chitozan o stopniu deacety-
lacji 94% w postaci zawiesiny oraz chitozany o stopniu deacetylacji 94, 91,
84, 73, 64 i 61% rozpuszczone w 0,2 M kwasie octowym (pH roztworéw
doprowadzano do 5,6 roztworem wodorotlenku sodu).

Mieszanine reakcyjng zawierajacg 2,5 mg substratu i 0,5 mg biatka
ekstraktu w 1 ml 0,05 M buforu octanowego lub I ml 0,05 M roztworu Tris
i HCI inkubowano pr2y pH 5,6 przez 60 minut w temp. 40°C lub 20 godzin
w temp. 30°C. Dalsze postepowanie przeprowadzono jak w pkt. 3.3. z omi-
nieciem etapu regulacji odczynu do pH 8. W supematancie oznaczano cukry
redukujace metodg Nelsona, zmodyfikowana wg Dygerta i wsp. (13). Aktyw-
no$¢ wiasciwag enzymow wyrazano jako warto$¢ absorbancji — A450 x mg
biatka'r x h'*, W wybranych doswiadczeniach oznaczano w mieszaninie re-
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Stopien deacetylacji chitozanu [ % ]

Rys. 1. Wptyw pH na aktywnos$¢ ekstraktu z grzybni M. rowcii w deacetylacji chityny. Jako
substrat stosowano chitozan-61 (2,5 mg/ml), stezenie biatka ekstraktu wynosito 0,5 mg/ml; czas
reakcji 30 min w temp. 40°C. pH regutowano 0,2 M roztworem HCI jak opisano w pkt. 3.3.

akcyjnej zawartos¢ monomeréw GIcNAc metodg Reissiga i wsp. (14). Row-
nolegle w oddzielnych prébach, stosujgc te sama metode, oznaczano mono-
mery GIcN w formie pochodnej GIcNAc, po uprzedniej acetylacji bezwodni-
kiem octowym (15).

Wyniki oznaczeh aktywnosci enzyméw sg $rednimi z trzech oddzielnych
prob tego samego ekstraktu.

4. Wyniki i dyskusja

4.1. Wplyw pH na aktywno$¢ deacetylazy chityny

Surowy ekstrakt deacetylazy wykazywat maksymalng aktywnos¢ wobec
chitozanu-61 w pH 5,2-5,9 (rys. 1). Optymalne pH oczyszczonych enzymdow,
wyizolowanych przez innych autoréw ze szczepoéw Mucor rowcii ATCC 24905
oraz Mucor rowcii AHU 6019, miescito sie w szerszym zakresie (4,0-5,9 wobec
glikolu chityny) (3,6,16). Na aktywnos$¢ deacetylazy i optymalne pH tego en-
zymu duzy wpltyw wywiera rowniez rodzaj stosowanego buforu tub roztworu,
w ktérego srodowisku prowadzona jest reakcja. Enzym ten inhibujg kwasy
organiczne, szczegoétnie kwas octowy (produkt deacetylacji) i cytrynowy (3),
czesto uzywane jako skiadniki buforow. Deacetylaza wyizotowana z grzybni
M. rowcii przez Araki i Ito (3) przejawiata kitkakrotnie mniejszg akt}wnos$¢
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wobec glikolu chityny w buforze octanowym niz w buforze: kwas 2-[2-hydro-
ksy-1, I-bis(hydroksymetylo)etyloJamino-etanosulfonowy (TES)-NaOH i w roz-
tworze mroéwczanu sodu, a optymalne pH wynosito odpowiednio 5,8, oraz
5,5-5,9 i 5,5. Enzym wyizolowany z M. rouxii przez Kafetzopoulosa i wsp. (16)
wykazywat maksymalng aktywnos$¢ w deacetylacji glikolu chityny przy pH
4,5 w 0,025 M roztworze glutaminianu sodu. Deacetylaiza otrzymana z tego
samego szczepu przez Arcidiacono i wsp. (6) przejawiata maksymalng akt}rw-
nos¢ przy pH 4 w roztworze Tris-HCI, a w buforze TES-NaOH i buforze oc-
tanowym przy pH 5, przy czym mniejszg niz w roztworze Tris-HCI.
Deacetylaza chityny M. rouxii przy pH 8 zachowuje w degradacji rozpusz-
czalnego glikolu chityny nawet do 35% maksymalnej aktywnosci (3,6). Brak
aktywnosci przy tym pH wykazany w naszych badaniach wobec chitozanu-61
(rys. 1) jest przypuszczalnie spowodowany strgceniem sie substratu w pH 8.

4.2. Aktywnos$¢ ekstraktow z grzybni M. rouxii w deacetylacji chityny
i jej pochodnych

Sposrod badanych rozpuszczalnych w wodzie chitooligosacharydéw, za-
wierajgcych w czasteczce od 3 do 6 reszt N-acetyloglukozaminy, najwiekszg
aktywnos¢ wykaz3rwat ekstrakt enzymatyczny wobec (GIcNAcje (tab. 2). De-
acetylaza, podobnie jak to wykazali Kafetzopoulos i wsp. (16), nie byla aktyw-
na wobec chitooligosacharyddw zawierajagcych mniej niz cztery reszty GIcNAc.
Enzym wyizolowany z grzybni M, rouxii przez Araki i Ito (3) przejawiat aktyw-
nos$¢ deacetylazy takze wobec trisacharydu, lecz dopiero po 48 godzinach
inkubacji w 30°C. Rowniez deacetylaza z Colletotrichum lindemuthianum po
przedtuzonej inkubacji z (GIcNAc)3 wykazywata aktywno$¢, mniejsza jednak
niz wobec (GIcNAc)4 (17).

Tabela 2
Aktywnosé ekstraktéw z grzybni m. mwai
w DEACETYLACJI ROZPUSZCZALNYCH W WODZIE CHITOOLIGOSACHARYDOW

Substrat Aktywnos¢ whasciwa (mJ x mg biatka ')
GIcNAC), 0,00

(

(GIcNAc)a 1,07

(GIecNAC)™, 5,18

(GlcNAC)fi 13,12

Czas reakcji 30 min w temp. 40°C, pH 5,6.

Krystaliczna chityna jest odporna na dziatanie deacetylazy, natomiast poli-
morficzna (koloidalna) postac chityny jest znacznie tatwiej deacetylowana (tab.
3). Podobne wyniki uzyskali Davis i Bartnicki-Garcia (5) oraz Tsigos i wsp.
(17). Najbardziej podatny na enzymatyczng deacetylacje byt rozpuszczony chi-
tozan o stopniu deacetylacji 61%. Chitozan-91, zwlaszcza w postaci zawiesiny,
jest substratem mato podatnym na dziatanie enzymu. Aktywnos¢ deacetylazy
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wobec rozpuszczalnej w wodzie karboksymetylochityny byta o$miokrotnie niz-
sza niz wobec chitozanu-61. Swiadczy to, ze nie tylko rozpuszczalno$é sub-
stratu wplywa na jego podatno$¢ na atak enzymu, lecz decyduje o tym row-
niez rodzaj, liczba i rozmieszczenie podstawnikéw w czasteczce.

Tabela 3
Aktywnosé ekstflaktéw z grzybni m. rouxn
w DEACETYLACXII CHOYNY. CHITOZANU | KARBOKSYMETYLOCHITYNY

Substrat Aktywnos¢ whasciwa (mJ x mg biatka™ M
chityna krystaliczna™ 0,04
chityna koloidalna”™ 1,24
chitozan-61 (rozpuszczony)™ 19,40
chitozan-91 (rozpuszczony)" 3,87
chitozan-91 (zawiesina) 0,33
karboksymetylochityna”™ 2,40

iCzas reakcji 20 godz. w temp. 40°C, pH 5,6.
~Czas reakcji 30 min w temp. 40°C, pH 5,6.

Araki i Ito (3) stosujgc jako substrat glikol chityny stwierdzili, ze aktyw-
nos$¢ deacetylazy jest inhibowana przez powstajace produkty reakcji: zdeace-
tylowany glikol chityny i kwas octowy. W optymalnych warunkach uzyskali
oni, podobnie jak Arcidiacono i wsp. (6), tylko ok. 30-50% deacetylacje tego
substratu.

Zbadano réwniez wpltyw czasu reakcji na aktywnos$¢ deacetylazy wobec
chitozanu-61. Nie ulegata ona zmianom w ciggu 60 minut reakcji (rys. 2).
Stosujac jako substraty rozpuszczone chitozany o réznym stopniu deacety-
lacji stwierdzono, ze aktywno$¢ enzymu jest tym mniejsza, im mniej grup
acetylowych w czasteczce zawiera wyjsciowy substrat (rys. 3). Wedtug Tsigosa
i wsp. (17) wszystkie reszty GIcNAc w chitozanie moga by¢ deacetylowane
przez enzym. Mozliwe bytoby zatem otrzymanie catkowicie zdeacetylowanego
produktu, mimo zmniejszania sie aktywnos$ci enzymu w miare postepu re-
akcji.

W metodzie chemicznej w stosunkowo tagodnych warunkach mozna otrzy-
mac chitozan o stopniu deacetylacji ok. 60% (tab. 1). Wyniki uzyskane przez
Tsigosa i wsp. (17) oraz wilasne wskazujg, ze dalszg deacetylacje mozna by
prowadzi¢ na drodze enzymatycznej.

4.3. Aktywnos¢ ekstraktéow z grzybni M. rouxii w hydrolizie chityny
i jej pochodnych

W nie oczyszczonych ekstraktach muszg znajdowaé sie réwniez enzymy
hydrolityczne: (3-N-acetyloglukozaminidaza i chitynazy, ktére in vivo wspoét-
uczestniczg wraz z innymi enzymami w biosyntezie $ciany komorkowej grzy-
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Rys. 2. Wplyw czasu reakcji na aktywno$¢ deacetylazy w ekstrakcie z grzybni M. rowcii. Jako
substrat stosowano chitozan-61 (2,5 mg/ml), stezenie biatka ekstraktu wynosito 0,5 mg/ml;
temp. reakcji 40°C, pH mieszaniny reakcyjnej 5,6.

béw. Enzymy hydrolityczne, ze wzgledu na skutki jakie wywotujg, sa niepo-
zadane w procesie enzymatycznej deacetylacji chityny, jesli celem jest otrzy-
manie chitozanu o mozliwie duzej masie czasteczkowej i lepkosci. Spraw-
dzono zatem, w jakiej mierze chityna kryla i jej pochodne ulegajg degradacji
przez enzymy obecne w ekstraktach z grzybni M. rowcii ATCC 24905. Stwier-
dzono, ze krystaliczna chityna nie jest hydrolizowana przez enzymy ekstra-
ktu, natomiast w prébie zawierajgcej koloidalng chityne, po 20 godzinach
inkubacji z ekstraktem enzymatycznym w temp. 30°C, wykazano obecno$¢
produktow hydrolizy (tab. 4). Wsrdd tych produktéw wystepowaty monomery
N-acetyloglukozaminy (0,025 gmola w 1 ml mieszaniny reakcyjnej) stano-
wigce jednak tylko ok. 20% og6lnej ilosci cukrow redukujacych, ktérych
stezenie w 1 ml mieszaniny reakcyjnej odpowiadato 0,14 gmola réwnowaz-
nika GIcNAc. Swiadczy to o obecnosci w badanych ekstraktach endochitynaz,
cho¢ nie mozna wykluc/~¢ wystepowania egzochitynaz odszczepiajgcych di-
sacharydy od nieredukujacego konca tancucha chityny. Wytwarzanie wiecej
niz jednej formy chitynazy przez szczep M. rowcii ATCC 24905 zostato stwier-
dzone przez Pedraza-Reyes i Lopez-Romero (18) oraz Rast i wsp. (19). Z na-
szych doswiadczeh wynika tez, ze akt}rwnos¢ enzyméw chitynolitycznych M.
roLudi jest ok. trzykrotnie nizsza wobec rozpuszczonej karboksymetylochityny
niz wobec nierozpuszczalnej koloidalnej chityny (tab. 4).
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Rys. 3. Wplyw stopnia deacetylacji chitozanu na aktywno$¢ deacetylazy (a) i glikozydaz (°)
ekstraktu z grzybni M. rouxiL Jako substraty stosowano rozpuszczone chitozany o stopniu de-
acetylacji 61, 64, 73, 84, 91% (w stezeniu odpowiadajacemu 3900 nmolom grup acetylowych/ml
i 2,5 mg/ml przy okreslaniu odpowiednio aktywnosci deacetylazy i glikozydaz), stezenie biatka
ekstraktu wynosito 0,5 mg/ml; temp. reakcji 40°C, pH 5,6.

Tabela 4
Aktywnosé ekstraktoéw z grzybni m. muxn
w HYDROLIZIE CHITYNY. CHITOZANU | KARBOKSYMETYLOCHITYNY

Substrat Aktywnos¢ whasciwa (A4so X mg biatka'™ xh')
chityna krystaliczna™ 0,000
chityna koloidalna” 0,020
karboksymetylochityna* 0,007
chitozan-94 (rozpuszczony)™ 0,720
chitozan-94 (zawiesina)™ 0,030

*Czas reakcji 20 godz. w temp. 30°C, optymalnej dla aktywnosci chitynolitycznej ekstraktu,
pH 5,6.

2Czas rekcji 1 godz. w temp. 40°C, optymalnej dla aktywnosci chitozanolitycznej ekstraktu,
pH 5,6.

Enzymy ekstraktu tylko nieznacznie hydrolizowaty chitozan-94 w postaci
zawiesiny, natomiast ten sam substrat po rozpuszczeniu w kwasie octowym
byt degradowany w najwiekszym stopniu sposréd wszystkich badanych po-
limeréw (tab. 4). Enz3rmy hydrolityczne M. rouxii mogg zatem degradowac
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nie tylko chityne, lecz réwniez chitozan powstajacy wskutek jej enzymaty-
cznej deacetylacji.

Wsréd produktéw hydrolizy chitozanu, w odrdznieniu od tych, ktére po-
wstajg wskutek degradacji koloidalnej chityny, nie stwierdzono monomeréw
GIcNAc, a takze monomerdw GIcN. Na obecnym etapie badan nie mozna
okresli¢ jakie enzymy hydrolityczne sa odpowiedzialne za degradacje chito-
zanu, moze by¢ on bowiem hydrolizowany nie tylko przez chitozanazy, lecz
réwniez przez chitynazy (20) i niektére enzymy hydrolizujace pochodne ce-
lulozy (21,22).

Aktywnos$¢ chitynaz i chitozanaz zalezy od stopnia deacetylacji chitozanu.
Chitynazy pochodzenia mikrobiologicznego degraduja chitozany o stopniu
deacetylacji z zakresu 58-93%, a ich aktywno$¢ zmniejsza sie wraz ze wzro-
stem zawartosci wolnych grup aminowych w substracie (20). Aktywnos$¢ wo-
bec chitozanu zdeacetylowanego w 93% jest np. ok. 5-10 razy mniejsza niz
wobec chitozanu-58 (20). Enzymy ekstraktéw z grzybni badanego szczepu
M. rouxii wykazywaty odwrotng wiasciwos¢, bowiem stopien katatizowanej
przez nie hydrolizy chitozanu zwiegkszal sie ze wzrostem deacetylacji sub-
stratu i byt maksymalny dla chitozanu-84 (rys. 3). Substrat o wyzszym sto-
pniu deacetylacji (chitozan-91) byt juz hydrotizowany z mniejszg aktywno-
8cig, co zgadza sie z wynikami Yabuki (23), ktory badat enzymy z Bacillus
circulans MH-KI. Chitozanaza z innego szczepu rodzaju Bacillus [Bacillus
sp., 7-M) produkowata natomiast najwiecej chitooligosacharydéw z chitozanu
0 stopniu deacetylacji 99%, lecz dopiero po Kkilkugodzinnej reakcji (24).

Uzyskane wyniki wskazujg, ze w badanych ekstraktach obecne sg nie
tylko chitynazy, lecz réwniez inne enzymy hydrolityczne, prawdopodobnie
chitozanazy.

5. WnioskKi

— Czesciowo zacetylowany i rozpuszczony chitozan jest podatnym sub-
stratem na dzialanie deacetylazy z Mucor rouxii. Metode enzymatyczna mozna
wykorzysta¢ do otrzymywania chitozanu o matej zawartosci grup acetylo-
wych.

— Deacetylaza nie dziata na krystaliczng chityne. Niezbedne sg zabiegi
modyfikujace wiasciwosci chityny i zwiekszajace jej podatno$¢ na enzyma-
tyczng deacetylacje.

— W nieoczyszczonych ekstraktach z grzybni Mucor rouxii znajdujg sie
enzymy hydrolityczne, ktére mogg degradowaé zaréwno substrat, jak i pro-
dukt deacetylacji chityny lub jej pochodnych. Preparaty deacetyla?2y powinny
by¢ wolne od tych enzyméw, przy otrzymywaniu chitozanu o duzej masie
czgsteczkowej i lepkosci.

Praca byta finansowana przez Komitet Badarn Naukowych w ramach projektu badawezego
Nr 5 PO06G 003 08 oraz dziatalnosci statutowej Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej.
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The activity of chitin deacetylase and glycosidases of the crude enzyme
extracts of Mucor rouxii mycelium

Summary

The crude enzyme extract obtained from Mucor rouxii had optimal deacetylase activity against

chitosan acetylated in 39% in the pH range of 5.2-5.9. Its activity against water-soluble chito-
oligosaccharides, containing from 3 to 6 N-acetylglucosamine residues, was the highest in respect
to (GIcNAc)g and nil against substrates containing less than 4 N-acetylglucosamine residues.
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Crystalline chitin was resistant to the deacetylase and to glycosidases present in the extract;
amorphous chitin was noticeably more susceptible to these enzymes. Chitosan in the form of
suspension was slightly deacetylated and hydrolysed by enzyme extracts. Solubilized chitosan
acetylated in 39% was most susceptible to enzymatic deacetylation. The deacetylase activity in
the extract was inversely related and the chitosanolytic activity was proportional to the deace-
tylation degree of soluble chitosan.
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