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Summary

Methods of purification of chitin deacetylase are discussed. A two step
method of purification of chitin deacetylase from mycelial extracts ofthe fungus
Absidia orchidis by chromatography is presented. The crude enzyme extract was
purified by a gel chromatography and then by ion exchange chromatography.
Specific activity of purified enzyme was 12.3 U/mg and final purification degree
was 147. The apparent molecular mass of the enzyme was 75 kDa. When O -
hydroxyethylated chitin (glycol chitin) was used as a substrate, the optimum pH
for enzyme activity was 5,5 and the optimum temperature was 50°C.
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1. Wprowadzenie

Chityna wystepuje w strukturach szkieletu zewnetrznego licz-
nych bezkregowcéw, a takze w Scianie komorkowej grzybéw.
Jest ona gidwnym odpadem z przetwérstwa bezkregowcow mor-
skich (1). Chityna jest kopolimerem zbudowanym z reszt N-ace-
tyto-D-glukozaminy i D-glukozaminy potaczonych wigzaniami
(3-(I-*4)-glikozydowymi. Chityna nie jest polimerem jednorod-
nym. W naturze wystepuje czesto w powigzaniu z innymi poli-
merami, np. biatkami. Chityna jest nierozpuszczatna w wodzie
i w wiekszosci rozpuszczalnikéw. Ogranicza to jej przemystowe
zastosowanie, jednakze poprzez deacetylacje chityny otrzymuje
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sie chitozan, zwigzek dobrze rozpuszczalny w rozciefczonych kwasach takich jak
kwas octowy, kwas solny, znajdujacy wielorakie zastosowanie w rolnictwie, przemy-
Sle kosmetycznym i medycynie (2-4).

Chitozan jest obecnie produkowany na skale przemystowag w wyniku chemicznej
deacetylacji chityny. Proces ten polega na poddaniu chityny dzialaniu stezonych
roztworéw tugu sodowego (40-50%) w podwyzszonej temperaturze, jest to kosz-
towna metoda za$s produkt charakteryzuje sie zr6znicowanym stopniem acetylacji
(od 10 do 45%) i masa czasteczkowa. Alternatywng metoda moze byé enzymatyczna
hydroliza chityny. Enzymem katalizujacym deacetylacje reszt N-acetyloglukozaminy
jest deacetylaza chityny. Enzym ten zostat wykryty w ekstraktach z grzybni Mucor
roiixii (5-9), Absidia coerulea (]JO), Aspergillus nidulans (11), u bezkregowcéw (12), w ro-
Slinnym patogenie Colletotrichium lindemuthianum (13-16) oraz w liSciach ogérka za-
infekowanego przez Colletotrichium langenarium (17).

Techniczne wykorzystanie deacetylazy chityny zalezy od opracowania ekono-
micznych metod otrzymywania technicznych preparatéw tego enzymu oraz okresle-
nia wkasciwosci otrzymanych preparatow. Wydajnos¢ i aktywno$¢ surowych prepa-
ratdw deacetylazy chityny otrzymywanej z hodowli r6znych drobnoustrojow zalezy
od wielu czynnikéw: stosowanego szczepu drobnoustrojow, sktadu pozywki, wa-
runkéw hodowli oraz metod wydzielania preparatu. Brak jest dostatecznych danych
doswiadczalnych pozwalajacych na jednoznaczne okreslenie optymalnych technik
otrzymywania technicznych preparatow deacetylazy chityny. W pracy przedstawio-
no i poréwnano metody otrzymywania surowych preparatéw deacetylazy chityny,
metody jej oczyszczania oraz wlasciwosci oczyszczonego enzymu. Przedstawiono
wilasng metode oczyszczania preparatu deacetylazy chityny.

2. Otrzymywanie deacetylazy chityny

2.1. Otrzymywanie roztworéw surowych

Deacetylaza chityny wystepuje w rozpuszczalnej frakcji cytoplazmy komorek
grzybowych i jest czesciowo uwalniana do ptynnego srodowiska hodowlanego (4).
Prezentowane w literaturze przedmiotu metody otrzymywania surowych prepara-
tow deacetylazy chityny mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy: metody, w kto-
rych preparat enzymatyczny otrzymuje sie z ptynu pohodowlanego oraz metody wy-
korzystujgce dezintegracje biomasy drobnoustrojow.

Alfonso i wsp. (11) prowadzili hodowle stacjonarne Aspergillus nidulans w tempe-
raturze 25°C. Po odwirowaniu grzybni roztwor poreakcyjny byt zatezany pod proz-
nig w temperaturze 30°C. Nastepnie biatka byly wytrgcane za pomoca 1% roztworu
kwasu taninowego, a precypitat oczyszczano na kolumnie odsalajacej TD-10.
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Tokuyasu i wsp. (15) prowadzili hodowle Colletotrichum lindemuthionum bez doste-
pu Swiatta w temperaturze 22°C przez 18 dni. Biatka wytrgcano siarczanem amonu.

Tsigos i wsp. (14) prowadzili hodowle Colletotrichum lindemuthianum we
wstrzasarkach w temperaturze 25°C przez 72 h. Plyn pohodowlany po filtracji byt
zatezany przez ultrafiltracje, a nastepnie oczyszczany przez dialize.

W metodach, w ktérych wykorzystuje sie biomase drobnoustrojow stosowano
mielenie zamrozonej biomasy z piaskiem szklanym. Otrzymany homogenizat byt fil-
trowany lub wirowany i poddawany dalszemu zatezaniu. Gao i wsp. (10) namnazali
Absidia coerulea w hodowlach wstrzasanych w temperaturze 25°C przez 48 h. Homo-
genizat podawali wirowaniu i wykorzystywali uzyskany supernatant jako surowy
preparat enzymatyczny.

Kafetzopoulos i wsp. (9) prowadzili hodowle stacjonarne, z mieszaniem i napo-
wietrzaniem, Mucor rouxii na minimalnej pozywce w temperaturze 28°C przez 24 h.
Supernatant uzyskany po filtracji homogenizatu biomasy poddawano precypitacji
siarczanem amonu.

Aktywnos¢ uzyskiwanych surowych preparatow deacetylazy chityny nie jest duza
i wynosita od 0,002 j/mg do 1,4j/mg preparatu. Uzyskano zblizone aktywnosci pre-
paratéw surowych otrzymywanych z homogenizatéw komoérek i z ptynéw pohodo-
wlanych.

2.2. Oczyszczanie deacetylazy chityny

Oczyszczone preparaty deacetylazy chityny uzyskiwano w wyniku wielostopnio-
wego oczyszczania z wykorzystaniem réznorodnych technik chromatograficznych.
Stosowane metody mozna podzieli¢ na dwu- i trojstopniowe. W pierwszym stopniu
oczyszczania wykorzystywano chromatografie jonowymienng lub hydrofobowg. W ko-
lejnych stopniach oczyszczania wykorzystywano chromatografie jonowymienng i/lub
filtracje zelowa.

W metodzie zaproponowanej przez Alfonso i wsp. (11) surowy ekstrakt enzyma-
tyczny z Aspergillus nidulans jest podawany na kolumne jonowymienng Mono Q HR
5/5 réwnowazona 10 mM roztworem fosforanu sodu o pH 7,5, a biatka sg wymywa-
ne gradientowo 0-1 M roztworem NaCl. Nastepnie frakcje uzyskane po rozdziale
chromatograficznym na kolumnie jonowymiennej zawierajgce deacetylaze chityny
sg przepuszczane przez kolumne do filtracji zelowej Superose 12 HR 10/30. Kolum-
na ta jest rownowazona 50 mM roztworem fosforanu sodu o pH 7,5 zawierajgcym
150 mM NaCl.

W tréjstopniowej metodzie zastosowanej przez Gao i wsp. (10) surowy ekstrakt
z grzybni Absidia coerulea jest rozdzielany na kolumnie oddziatywan hydrofobowych
(Butyl Toyopearl-650M) réwnowazong buforem (40 mM kwas cytrynowy-fosforan
sodowy i 1,9 M siarczan amonu, pH 5,2). Biatka sa wymywane w liniowym gradien-
cie siarczanu amonu (1,9-0 M). Frakcje zawierajgce deacetylaze chityny sa metodg
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filtracji zelowej, na kolumnie Gigapite réwnowazonej buforem (5 mM HEPES i 5 mM
MgCl2, pH 6,2). Bialka z kolumny sg wymywane w liniowym gradiencie NaCl (0-1 M)
w buforze B. Frakcje zawierajgce deacetylaze sg oczyszczane na kolumnie oddzia-
tywan hydrofobowych (DEAE Toyopearl-650 M ) réwnowazonej buforem C (20 mM
Tris-HCI, pH 7,2). Biatka wymywane sa w liniowym gradiencie NaCl (0,05-0,25 M).

W tréjstopniowej metodzie zaproponowanej przez Kafetzopoulosa i wsp. (9) su-
rowy ekstrakt z grzybni Mucor rouxii jest podawany na kolumne chromatograficzng
oddziatlywan hydrofobowych (phenyl-Sepharose CL-4B) réwnowazona buforem
(20 mM Tris-HCI, pH 7,5/2,1 M siarczan amonu), a biatka sg wymywane w liniowym
gradiencie siarczanu amonu (2,1-0 M). Frakcje zawierajgce aktywny enzym sg na-
stepnie rozdzielane na kolumnie jonowymiennej (Q-Sepharose) réwnowazonej bu-
forem (20 mM Tris-HCI o pH 8). Biatka z kolumny sg wymywane w liniowym gradien-
cie NaCl (0-0,75 M). Frakcje zawierajgce deacetylaze sg nastepnie oczyszczane na
kolejnej kolumnie jonowymiennej (SP Sepharose) réwnowazonej buforem (25 mM
mréwczan sodu). Biatka sag wymywane w liniowym gradiencie NaCl (0-1,2 M).

Surowy ekstrakt z Colletotrichum lindemuthianum (14) jest podawany na kolumne
jonowymienng (Q-Sepharose) rownowazong buforem (20 mM Bis-Tris-HCI, pH 5,8).
Biatka s wymywane w liniowym gradiencie NaCl (0-0,5). Frakcje zawierajace ak-
tywna deacetylaze sg oczyszczane metoda filtracji zelowej (kolumna Sephacryl S300
réwnowazona 20 mM roztworem Tris-HCI o pH 7,4). Kolejnym etapem oczyszczania
jest chromatografia jonowymienna (kolumna MonoS réwnowazona buforem 50 mM
mréwczan sodu, pH 4,0). Biatka wymywane sg w liniowym gradiencie NaCl (0-1 M).
Z kolei w metodzie zaproponowanej przez Tokuyasu i wsp. (15), surowy ekstrakt,
otrzymany réwniez ze szczepu Colletotrichum lindemuthianum, jest podawany naj-
pierw na kolumne oddziatywan hydrofobowych (butyl-Toyopearl 650 M réwnowa-
zona buforem 20 mM czteroboran sodu/HCI, pH 8,5 nasyconym w 25% siarczanem
amonowym). Do wymywania biatek z kolumny jest stosowany liniowy gradient siar-
czanu amonu w buforze. Zebrane frakcje zawierajgce aktywna deacetylaze chityny
sg rozdzielane na kolumnie jonowymiennej (Q-Sepharose Fast Flow rownowazona
buforem 20 mM tréjetanoloamina/HCI, pH 7,5, z dodatkiem 50 mM NaCl). Biatka sg
wymywane w liniowym gradiencie NaCl. Frakcje zawierajgce aktywny enzym sg na-
stepnie podawane na kolejng kolumne jonowymienng (Resource-Q). Do wymywania
biatek jest stosowany liniowy gradient NaCl (0-150 mM).

Poréwnanie omowionych metod oczyszczania deacetylazy chityny przedstawio-
no w dalszej czesci pracy.

3. Whasciwosci deacetylazy chityny
Deacetylaza chityny katalizuje deacetylacje chityny i innych acetylowanych chito-

oligomeréw. Jest jednak nieaktywna wobec peptydoglikanu ze Sciany komorkowej
bakterii, acetylowanej heparyny i acetylowanej galaktozoaminy (1). W poréwnaniu
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z innymi enzymami S$ciany komorkowej drobnoustrojow jest ona malo poznana,
w literaturze wskazuje sie na duze rozbieznosci wynikdw uzyskiwanych przez po-
szczegOlnych badawczy.

Aktywnos¢ deacetylazy chityny najczesciej okresla sie metodg opracowang przez
Araki i Ito (5). Do buforu 50 mM Tes-NaOH o pH 5,5 dodaje sie substrat (glikol chity-
ny) i roztwor enzymatyczny. Catos¢ inkubuje sie przez 10 minut w temperaturze
30°C. Nastepnie oznacza sie kwas octowy uwolniony z substratu, stosujgc enzyma-
tyczng metode Bergmeyera (18). Dostepne sg gotowe zestawy do wykonania tych
oznaczen (10). W praktyce stosowane sg rézne modyfikacje metody Araki i Ito pole-
gajace na zmianie buforu, a takze temperatury i czasu inkubacji (9,10,15).

Jedna jednostka aktywnosci enzymu [)] odpowiada ilosci enzymu potrzebnej do
uwolnienia z substratu | pmola kwasu octowego podczas | minuty.

Dane dotyczace masy czgsteczkowej deacetylazy chityny nie sg jednoznaczne.
Deacetylaza pochodzaca z grzybni Mucor rouxii jest monomerem o masie czgstecz-
kowej 75-80 kDa. jest to glikoproteina zawierajaca 30% weglowodanow, gtdownie
mannozy (9,19). Wedtug Arcidiacono i wsp. (6) enzym, wyizolowany réwniez z grzyb-
ni Mucor rouxii, ma mase czasteczkowg 20 kDa. Martinou i wsp. (7) stwierdzili wyste-
powanie dwoéch form deacetylazy z grzybni Mucor rouxii - jednej o masie 38 kDa
(bedacej przypuszczalnie produktem degradacji wiasciwego enzymu) i drugiej o ma-
sie 75-80 kDa. Wprowadzajgc bardziej zachowawcze warunki oczyszczania, tj. chro-
matografie immunopowinowactwa, otrzymali tylko jedno biatko enzymatyczne o ma-
sie 75 kDa. Takg sama mase ma wedtug Gao i wsp. (10) deacetylaza chityny z grzyb-
ni Absidia coerulea. Natomiast deacetylaza pochodzaca z Colletotrichum lindemuthia-
num ma mase czgsteczkowg 31,5-33 kDa (15). Wedtug Tsigosa i wsp. (14) enzym wy-
izolowany z tego samego szczepu ma mase czgsteczkowg okoto 250 kDa, a deacety-
laza z grzybni Aspergillus nidulans ma mase czgsteczkowg 27,5 kDa (11).

Optymalna warto$¢ pH dla deacetylazy chityny zalezy od rodzaju mikroorgani-
zmu z jakiego zostala wyizolowana. Deacetylaza pochodzaca z grzybni Mucor rouxii
(8) wykazuje optymalne dziatanie wobec glikolu chityny przy pH 4,5, natomiast de-
acetylaza wyizolowana z grzybni Absidia coerulea (9) przy pH 5,0. Ten sam enzym
otrzymany z Aspergillus nidulans (10) jest stabilny przy pH 4-7,5 i wykazuje optymal-
ne dziatanie wobec glikolu chityny przy pH 7,0. Deacetylaza pochodzgca z Colletotri-
chum iindemuthianum (13) przejawia maksymalng aktywnos¢ wobec glikolu chityny
przy pH 8,5. Enzym otrzymany z tego samego szczepu przez Tokuyasu i wsp. (14)
wykazuje optymalng aktywnos$¢ przy pH 11-12.

Aktywnos¢ deacetylazy zalezy takze od buforu uzywanego do sporzadzania mie-
szanin reakcyjnych. Enzym ten jest hamowany przez kwasy organiczne, gtdwnie
kwas octowy i cytrynowy (4). W roztworze Tris-HCI deacetylaza pochodzaca z Mucor
rouxii wykazuje maksymalng aktywnos¢ wobec glikolu chityny przy pH 4, natomiast
w buforze octanowym i w buforze TES-NaOH przy pH 5 (5). Deacetylaza wyizolowa-
na przez Araki i Ito (4) wykazuje kilkakrotnie mniejszg aktywnos¢ wobec glikolu chi-
tyny w buforze octanowym niz w roztworze mréwczanu sodu.
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Deacetylaza pochodzgca z grzybni Mucor rouxii (9), Aspergillus nidulans (11) Absi-
dia coerulea (10) oraz Colletotrichum lindemuthianum (14) wykazujga optymalne dzia-
tanie wobec glikolu chityny w temperaturze 50°C. Enzym otrzymany z tego samego
szczepu przez Tokuyasu i wsp. wykazuje najwiekszg aktywno$¢ w temperaturze
60°C (15).

Deacetylaza chityny wyizolowana z grzybni Mucor rouxii jest stabilna w zakresie
temperatur od 0 do 40°C, natomiast w temperaturze 50°C utrzymuje okoto 85% swej
maksymalnej aktywnosci (8). Enzym pochodzgcy z Colletotrichum lindemuthianum
utrzymuje ponad 90% swojej aktywnosci po 45 h przetrzymywania w temperaturze
50°C (14,16). Deacetylaza z grzybni Absidia coerulea charakteryzuje sie wysokg od-
pornoscig temperaturowg i utrzymuje 100% aktywnos$¢ po godzinnym przetrzymy-
waniu w temperaturze 50°C (10).

Przechowywanie grzybni Mucor rouxii przez 4 miesigce w temperaturze -20°C nie
zmienia znaczaco aktywnosci deacetylazy. Nieznaczny wzrost aktywnosci moze by¢
jednak spowodowany poprzez czesciowa denaturacje wspotistniejacych biatek. Na-
tomiast przechowywanie ekstraktu z grzybni w temperaturze 0°C przez 6 dni nie
zwieksza aktywnosci enzymu (8).

Stabilno$¢ enzymu okreSlana jest poprzez pomiar aktywnosci deacetylazy
w prébkach przetrzymywanych w réznych temperaturach. Przedstawione dane maja
tylko charakter jako$ciowy, a nie ilosciowy. Nie okreslono bowiem stopnia dezakty-
wacji enzymu, co pozwolitoby na poréwnanie wynikéw uzyskanych przez réznych
badaczy.

W literaturze wskazuje sie, ze obecnos¢ w roztworze soli metali o stezeniu
powyzej 10 mM moze dziata¢ hamujacg na aktywnos$¢ deacetylazy chityny (9-11).
Preparaty otrzymywane z r6znych drobnoustrojow moga sie r6zni¢ odpornoscia
na dziatanie niektdrych substancji. Deacetylaza chityny otrzymana z Colletotri-
chum lindemuthianum (14) jest odporna na dziatanie kwaséw karboksylowych
(mréwkowego, octowego, propionowego) zas enzym otrzymany z Mucor rouxii
jest hamowany przez kwasy karboksylowe, zwlaszcza kwas octowy (9). Jony ko-
baltu zwiekszajg aktywnos¢ deacetylazy chityny otrzymanej z Colletotrichum lin-
demuthianum (14). W przypadku preparatéw otrzymanych z Mucor rouxii i Absidia
coerulea nie stwierdzono zaleznosci aktywnosci od stezenia jondw kobaltu
(9,11).

4. Materiaty i metody
Do badan wykorzystano szczep grzybéw strzepkowych Absidia orchidis z wlasnej

kolekcji. Hodowle prowadzono w bioreaktorze BIOFLO 1l firmy New Brunswick
0 objetosci roboczej 5 dmX.
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4.1. Pozywka

Jako pozywke stosowano podioze o nastepujgcym skiadzie: 4,0 g glukozy, 1,0 g
peptonu, 0,1 g ekstraktu drozdzowego, 0,5 g (NH4)2S04, 0,1 g K2HPO4, 0,1 g NaCl,
0,5 g MgS04 x 7H20, 0,01 g CacCl2.

Hodowle grzybow prowadzono w nastepujacych warunkach:
temperatura 26°C,

- pH 5,5,

napowietrzanie 7 dm”~/min,
mieszanie 200 obr/min,
czas hodowli 48 godzin.

4.2. Przygotowanie surowego ekstraktu enzymatycznego

Surowy ekstrakt enzymatyczny przygotowywano w nastepujacy sposob:

- oddzielenie biomasy (wirowanie, 6000 obr/min, 20 min),

- homogenizacja biomasy w buforze Tris-HCI o pH 7,3,

- przechowywanie biomasy przez 3 dni w temperaturze -18°C i | dzien w tem-
peraturze 4°C,

- wirowanie i filtracja supernatantu,

- nasycenie supernatantu siarczanem amonu (80% nas.),

- wirowanie i rozpuszczenie precypitatu w buforze.

4.3. Oczyszczanie enzymu

Do oczyszczania preparatu enzymatycznego stosowano zestaw do chromatogra-
fii preparatywnej BioPilot firmy Pharmacia. Aparat sklada sie z kolumn chromatogra-
ficznych dobieranych do aktualnie prowadzonego procesu, zestawu pomp do dozo-
wania probki i rozpuszczalnikéw, detektorow oraz automatycznego kolektora frak-
cji. Stosowano kolumne Sephacryl S-100 High Resolution 26/60 do filtracji zelowej
oraz kolumne jonowymienng HiLoad Q Sepharosae 26/10.

4.4. Oznaczanie aktywnosci

Aktywnos¢ deacetylazy chityny oznaczano metodag Ataki i Ito (5) stosujac jako
substrat glikol chityny.
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4.5. Oznaczanie masy czasteczkowej enzymu

Mase czasteczkowa deacetylazy chityny oznaczano stosujgc elektroforeze ze-
lowg (SDS-PAGE).

5. Wyniki i dyskusja

5.1. Oczyszczanie enzymu

Na rysunku ! przedstawiono rozkiad stezen bialek (chromatogram) na wylocie
z kolumny chromatograficznej dla oczyszczania deacetylazy chityny metodg filtraciji
zelowej na kolumnie Sephacryl S-100 High Resolution 26/60. Frakcja zawierajgca de-
acetylaze chityny odpowiada ilosci eluentu 200-350 cm”. Frakcje te poddano oczysz-
czeniu metoda chromatografii jonowymienne;j.

Wydzielone frakcje (200-350 ml) czesciowo oczyszczonego enzymu podano na
kolumne jonowymienng HiLoad Q Sepharose 26/10. Na rysunku 2 przedstawiono
wyniki oczyszczania deacetylazy chityny na kolumnie jonowymiennej. Zebrane frak-
cje (145-175 ml) zawierajace deacetylaze chityny uzywano jako oczyszczony roz-
twor enzymatyczny.

Rys. 1. Chromatogram po kolumnie Sephacryl S-100 High Resolution 26/60.
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Objetos¢ [ml]

Rys. 2. Chromatogram po kolumnie HiLoad Q Sepharose 26/10.

Sprawdzono réwniez inng kolejnos¢ oczyszczania preparatu. W pierwszym eta-
pie zastosowano chromatografie Jonowymienng za$ w drugim filtracje zelowa. Uzy-
skano mniejsze wartosci stopnia oczyszczenia niz w ukladzie filtracja zelowa -
chromatografia jonowymienna (20).

W tabeli | przedstawiono zestawienie wynikOw oczyszczania deacetylazy chity-
ny wyizolowanej z r6znych mikroorganizmow. Najwiekszg wydajnos¢ otrzymano
w przypadku stosowania metody tréjstopniowej zaproponowanej przez Tsigosa
i wsp. (14), natomiast najwiekszy stopien oczyszczenia uzyskano w metodzie To-
kuyasLi i wsp. (15) (oczyszczanie trojstopniowe: kolumna hydrofobowa - jonowy-
mienna - jonowymienna). W wielu metodach wykorzystywane sg kosztowne i szyb-
ko zuzywajgce sie kolumny oddziatywan hydrofobowych. W pracy zaproponowano
prostg i tanig metode dwustopniowa wykorzystujacg filtracje zelowg i chromatogra-
fie jonowymienna. Uzyskano dobra wydajnos¢ oczyszczania preparatu oraz zadowa-
lajacy stopien oczyszczenia, zblizony do wartosci uzyskiwanych w niektérych meto-
dach tréjstopniowego oczyszczania.
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Oczyszczanie deacetylazy chityny

Mikroorganizm

Aspergillus nidulans (11)

Absidia coerulea (10)

Mucor rouxii (9)

Colletotrichum lindemuthianum (14)
Colletotrichum lindemuthianum (15)

Absidia orchidis

Oczyszczanie i whasciwosci deacetylazy chityny z Absidia orchidis

Metoda
oczyszczania

IE -F GF
HA-FGF-FHA
HA-t-IE-FIE
IE-FGF-FIE
HA -ME-fIE

GF-FIE

Wydajnos$¢
oczyszczania

1%1

35

41
11,9
16,0

41
14

Aktywnosé
wiasciwa
surowego
ekstraktu

LI*/mgl
14
0,022
0,031
0,002
0,012
0,08

Aktywnos$¢
wiasciwa
0czyszczonego
enzymu
U*/mg]
25,0
11,4
3,0
0,2
18,4
12,3

Tabela

Stopien

1

oczyszczenia

18
517

97
110
944
147

* Jedna jednostka aktywnoéci Q] odpowiada ilosci enzymu potrzebnej do uwolnienia z substratu 1 |[imola kwasu octowego

W ciggu 1 minuty.

Oznaczenia: IE - chromatografiajonowymienna, GF - filtracja zelowi, HA - chromatografia oddziatywan hydrofobowych.

5.2. Wiasciwosci deacetylazy chityny

Masa czgsteczkowa deacetylazy chityny okreslona przy uzyciu elektroforezy ze-
lowej (SDS-PAGE) wynosita ok. 75 kDa. Wartos¢ ta jest zblizona do warto$ci masy
czasteczkowej podawanej w literaturze przedmiotu (7,9,10) dla preparatdow otrzy-

mywanych z Mucor roLixii.

Na rysunku 3 przedstawiono zalezno$¢ aktywnosci deacetylazy chityny od tem-
peratury. Najwiekszg aktywnos$¢ enzymu uzyskano przy pH roztworu 5,5. Na rysun-

Rys. 3. Zalezno$¢ aktywnosci deacetyla-

zy chityny z Absidia orchidis od pH.
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Rys. 4. Zalezno$¢ aktywnosci deacetyla-
zy chityny zAbsidia orchidis od temperatury.

ku 4 przedstawiono zaleznos¢ aktywnosci deacetylazy chityny od temperatury. Naj-
wiekszg aktywnos¢ enzymu uzyskano w temperaturze 50°C.

Tabela 2
Wiasciwosci deacetylazy chityny
Zr6dio Masa czasteczkowa Optimum pH* Optimum temperatury*
[kUa] 1“C]
Aspergillus nidulans (11) 27,5 7,0 50
Absidia coerulea (10) 75 5,0 50
Mucor rouxii (7) 75
Mucor rouxii (9) 45 50
Colletotrichum lindemuthiamm (14) 250 8,5 50
Colletotrichum lindemuthianum (15) 31,5-33 11-12 60
Absidia orchidis 75 55 50

* aktywno$¢ mierzona wzgledem glikolu chityny

6. Podsumowanie

Przedstawiono metody wydzielania i oczyszczania deacetylazy chityny. Poréw-
nano istniejgce metody: dwu- i trojstopniowe. Stwierdzono, ze najwiekszy stopien
oczyszczenia uzyskuje sie stosujgc metode trojstopniowego oczyszczania (kolumna
hydrofobowa - jonowymienna - jonowymienna).
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Do oczyszczenia deacetylazy chityny z surowego ekstraktu z hodowli grzybow
strzepkowych Absidia orchidis zastosowano metode dwustopniowg. W pierwszym
stopniu oczyszczania zastosowano filtracje zelowg, w drugim - chromatografie jo-
nowymienng. Uzyskano ogolny stopien oczyszczenia rowny 147 - poréwnywalny
z osiggnieciami w metodach tréjstopniowych.

Zbadano zaleznos$¢ aktywnosci oczyszczonej deacetylazy chityny, mierzonej wzgle-
dem glikolu chityny, od temperatury i pH. Uzyskano dane zblizone do wynikéw uzy-
skanych dla preparatdw deacetylazy chityny pochodzacej z innych Zrodet.

Literatura

1. Roberts G. A. F., (1992), Chityn Chemistry, The Macmillan Press, London.

2. Arcidiacono S., Lombardi S., Kaplan D. L., (1989), in: Chitin and Chitosan, Eds. Skiak- Braek G., An-

thonsen |., Sandford P., Elsevier Applied Science, London, New York, 319-332.

Kotodziejska J., Wojtasz-Pajak A., Sikorski Z. E., (1995), Biotechnologia, 3(30), 133-138.

Szewczyk K.W., jaworska M., (2001), Plastics Rev., 8, 34-35.

Ataki Y., Ito E., (1975), Eur. J. Biochem., 55, 71-78.

Arcidiacono S., Lombardi S., Kaplan D. L., (1989), in: Chitin and Chitosan, Eds. Skiak-Braek, G., An-

thonsen 1, Sandford P., Elsevier Applied Science, London, New York, 319-332.

. Martinou A., Kafetzopoulos D., Bouriotis V., (1993), j. Chromatogr., 644, 35-41.

8. Kotodziejska j., Malesa-Ciecwierz M., Lerska A., Sikorski Z. E., (1999), j. Food Biochem., 23(1),
45-57.

9. Kafetzopoulos D., Martinou A., Bouriotis V., (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 2564-2568.

10. Gao X-D., Katsumoto T., Kazukiyo O., (1995), j. Biochem., 117, 257-263.

11. Alfonso C., Nuero O. M., Santamaria F., Reyes F., (1995), Current Microbiobiology, 30, 49-54.

12. Arachami M., Gowri N., Sundara-Rajulu G., (1986), in: Chitin in Nature and Technology, Eds. Muzzarel-
li R, jeunioux G., Gooday G. W., Plenum Press, New York, London, 263-268.

13. Kaus FI,, jeblicki W., Young D. Fl, (1983), Plant. Sci. Lett., 28, 231-236.

14. Tsigos 1, Bouriotis V., (1995), J. Biolog. Chem., 270(44), 26286-26291.

15. Tokuyasu K., Ohinishi-Kameyama M., Hayashi K., (1996), Biosci. Biotech. Biochem., 60(10),
1598-1603.

16. Tsigos I., Martinou A., Varum K., Kafetzopoulos P., Christodoulidon A., Tzanodaskalaki M., Bourio-
tis V., (1994), in: Chitin Word, Wirtschaftsverlag NW, Bremerhaven, 98-107.

17. Siegrist j., Kauss H., (1990), Physiol. Molec. Plant Pathol., 36, 2C7-273.

18. Bergmeyer H. U., (1974), Methods Enzym. Anal., 1, 112-117.

19. Kafetzopoulos D., Martinou A., Bouriotis V., (1993), in: Chitin Enzymology, Ed. Muzarelli R. A. A,
Eur. Chitin Soc., Ancona, 147-157.

20. Plewka M, Szewczyk K. W., (1999), 3" International Conference ofthe European Chitin Society, Potsdam,
(1999), materiaty, 6.

o ok w

BIOTECHNOLOGIA 2 (57) 48-59 2002 59



