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Chitosanase from Absidia orchidis
Summary

Absidia orchidis can be used as a source of several enzymes, amongst which
chitosanase is one of the most interesting. Chitosanase hydrolyses the links be-
tween the mers of glucosamine or between mers of glucosamine and
N-acetylglucosamine in the chains of chitosan and chitin.

The aim of the presented work was the preliminary investigations of the
chitosanase from the fungus Absidia orchidis. This chitosanase is an intracellular
enzyme with molecular weight approx. 36 000 Da. The optimal conditions for a
hydrolysis of chitosan were pH 4.5 and temperature 25°C. This enzyme is stable
at the optimal temperature for 24-48 hours, but after 7 days it was inactivated.
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1. Wprowadzenie

Grzyby strzepkowe Absidia orchidis sg mikroorganizmami wy-
korzystywanymi do produkcji chitozanu. Mogg by¢ takze wyko-
rzystywane jako zrodto enzymow, miedzy innymi enzymow chi-
tozanolitycznych.

Chitozanaza jest enzymem hydrolizujgcym wigzania P-1,4 gli-
kozydowe miedzy merami glukozaminy (GIcN-GIcN) lub miedzy
merami glukozaminy i N-acetylglukozaminy (GIcN-GIcNAc) w tan-
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cuchach chityny i chitozanu. Efektem hydrolizy sa polimery o krétszych taricu-
chach lub oligomery obu polimeréw. Szczeg6ine znaczenie majg oligomery chitoza-
nu, gdyz moga one by¢ wykorzystywane jako aktywatory odpornosci roslin na pa-
togeny grzybowe. Mechanizm aktywacji nie zostat jednak dotad jednoznacznie
wyjasniony.

Chitozanaza jest wytwarzana przez szereg mikroorganizmow, najczesciej bakte-
rii. W wiekszosci przypadkéw sg to enzymy zewnatrzkomérkowe, jak np. wytwarza-
ne przez Streptomyces sp. (1,2), Penidllium spinulosum (3), Bacillus sp. (4), Bacillus ce-
reus (5), Bacillus circulans (6) czy Acinetobacter sp. (7). Wewnagtrzkomérkowe chitoza-
nazy sg spotykane znacznie rzadziej. Wyizolowano je m.in. z surowego ekstraktu
komoérkowego szczepdw Aspergillus fumigatus (8) i Bacillus pumilus (9). Obecnos$¢ chi-
tozanaz wykazano takze w surowym ekstrakcie komérkowym grzybow wykorzysty-
wanych do produkcji chitozanu: Absidia orchidis (10) i Mucor rouxii (11).

Celem prezentowanej pracy byla wstepna charakterystyka chitozanazy pocho-
dzacej z grzybbéw strzepkowych Absidia orchidis. Praca obejmowata okreslenie opty-
malnego pH, optymalnej temperatury, termostabilnosci oraz specyficznosci substra-
towej (chityna, chitozan).

2. Materiaty i metody

2.1. Mikroorganizmy

Grzyby strzepkowe Absidia orchidis NCAIM F 00642, byly hodowane na pozywce
YPG, w hodowlach wstrzgsanych (250 obr/min) w temperaturze 26°C przez 1-2 dni.

2.2. Chitozanaza

Grzybnie wydzielano z ptynu pohodowlanego poprzez wirowanie (6000 obr/min,
20 min). Biomase homogenizowano, oddzielono surowy ekstrakt komoérkowy (wiro-
wanie 24 000 obr/min, 45 min), a nastepnie wysalano biatka siarczanem amonu [90%
nasycenia, 4°C). Wytracone biatka byty odfiltrowane ($rednica poréw saczka 0,45 pm)
i byly przechowywane na membranach filtracyjnych w temperaturze -18°C. Tuz
przed rozpoczeciem eksperymentu, enzymy z 1-2 membran filtracyjnych byly roz-
puszczane w 10 mL buforu bursztynowego (0,1M, pH 4,5) i filtrowane przez mem-
brane o $rednicy poréw 0,20 pm w celu usuniecia nierozpuszczonych biatek. Kla-
rowny roztwor stosowano w dos$wiadczeniach.
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2.3. Chityna i chitozan

W doswiadczeniach stosowano chityne, darowanag przez France Chitin (Francja),
otrzymang z krewetek oraz wyprodukowany z niej chitozan o stopniu acetylacji 39,6%.

2.4. Uktad badawczy

Wszystkie do$wiadczenia prowadzono w 50 mL kolbach Erlenmeyera, w ktérych
umieszczano 25 mL buforu bursztynowego (0,1 M) o odpowiednim pFl i 100 mg chi-
tozanu lub chityny. Kolby umieszczano we wstrzgsarce (250 obr/min) w odpowied-
niej temperaturze. Reakcja enzymatyczna byla inicjowana przez dodanie ! mL roz-
tworu chitozanazy i zatrzymywana przez dodanie 1-2 kropli IN NaOFl.

2.5. Metody analityczne

Stezenie biatka mierzono spektrofotometryczng metoda Lowry’ego (12) z albu-
mina krwi bydlecej jako standardem.

Stezenie cukréw redukujgcych oznaczano spektrofotometryczng metoda Schale-
sa (13) z glukozaming jako standardem.

2.6. Aktywnos$¢ enzymu

Miarg aktywnosci chitozanazy byta zmiana stezenia cukréw redukujgcych w trak-
cie trwania doswiadczenia, bedaca efektem dziatania enzymu. Aktywnos¢ chitoza-
nazy wyrazano jako ilos¢ cukréw redukujgcych (CR) wytworzona w ciggu ! godziny
przez | mg chitozanazy (w postaci ilosci biatka), [ng CR/(mg + godz.)].

3. Wyniki dos$wiadczen

Grzyby strzepkowe Absidia orchidis zawierajg w Scianie komorkowej znaczne ilo-
Sci chitozanu. Stwierdzono takze, ze grzyby te wytwarzajg rowniez enzym chitoza-
nolityczny, chitozanaze, scharakteryzowany jako enzym wewnatrzkomérkowy (10).
Wyizolowana chitozanaza ma mase czasteczkowag okoto 37 000 Da, za$ sekwencja
genu odpowiedzialnego za jej kodowanie jest w 44-48% zgodna z sekwencjg genu
kodujacego chitozanaze wewnatrzkomaérkowa u Aspergillus oryzae i Aspergillus fumi-
gatus (10).

Celem prezentowanych badar bylo przeprowadzenie wstepnej charakterystyki
chitozanazy z Absidia orchidis. W badaniach okreslono optymalne pH, optymalnag
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temperature, termostabilno$¢ oraz specyficznos¢ dziatania wzgledem chitozanu
i chityny.

3.1. Wplyw pH na aktywnos$¢ chitozanazy

Chitozan zmieszano z buforem bursztynowym (0,1M) o pH w zakresie 4,0-5,0,
a nastepnie reakcje zainicjowano przez dodanie ! mL roztworu enzymu. Doswiad-
czenia prowadzono w temperaturze pokojowej. Wyniki przedstawiono na rysun-
ku 1.

Optymalna wartos¢ pH dla chitozanazy zostata okreslona jako 4,5. Aktywnos¢
enzymu wyraznie maleje w przypadku zmiany pH Srodowiska reakcji. Okreslona
wartos¢ optymalnego pH jest najnizszg sposréd wartosci okreslonych dla innych
chitozanaz wewnatrzkomérkowych: z Mucor rouxii (pH 5,5 (11)), z Aspergillusfumiga-
tus (pH 5,5 (8)) i z Bacillus pumilus (pH 5,5-6,5 (9)).

3.2. Wplyw temperatury na aktywnos¢ chitozanazy
Chitozan zmieszano z buforem bursztynowym (0,1M, pH 4,5) i przetrzymywano

w réznych temperaturach w zakresie 25-35°C. Wyniki do$wiadczenia przedstawio-
no na rysunku 2.

0,20
0,15

0,10

Rys. 1. Wplyw pH na aktywnos$¢ chitozanazy.
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Rys. 2. Wplyw temperatury na aktywnos$¢ chitozanazy.

Wraz ze wzrostem temperatury obserwowano wyrazny spadek aktywnosci enzy-
mu. Najwyzszg aktywnos$¢ chitozanazy uzyskano w temperaturze 25°C i w tej tem-
peraturze prowadzono dalsze doswiadczenia.

Optymalne temperatury okreslone dla innych chitozanaz wewnatrzkomérko-
wych byly znacznie wyzsze: 40°C dla Mucor rouxii (11), 50-60°C 6\a Aspergillus fumiga-
tus (8) i 30-50°C dla Bacillus pumilus (9).

3.3. Termostabilno$¢ chitozanazy

Chitozanaze rozpuszczong w buforze bursztynowym (0,1M, pH 4,5) przechowy-
wano w termostacie w temperaturze 25°C przez 7 dni. Aktywnos$¢ enzymu byla
sprawdzana w odstepach 24-godzinnych; aktywno$¢ enzymu okreslano w warun-
kach optymalnych dla chitozanazy: pH 4,5, temperatura 25°C. Wyniki do$wiadcze-
nia przedstawiono na rysunku 3.

Chitozanaza zachowata niezmieniong aktywnos¢ jedynie przez 24 godziny. Na-
stepnie obserwowano powolng dezaktywacje: po 72 godzinach przechowywania en-
zym zachowat jedynie 20% poczatkowej aktywnosci, zas po 7 dniach enzym zostat
catkowicie dezaktywowany.
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Rys. 3. Termostabilno$¢ chitozanazy. Enzym byt przechowywany w temperaturze 25°C bez substra-
tu przez wskazany czas.

3.4. Specyficznos¢ substratowa

Chityne oraz chitozan zmieszano z buforem bursztynowym (0,1 M, pH 4,5) i prze-
trzymywano w temperaturze 25°C. Reakcje zainicjowano przez dodanie | mL roz-
tworu enzymu. Wyniki doSwiadczen przedstawiono na rysunku 4,

Chitozan Chityna

Rys. 4. Specyficzno$¢ substratowa chitozanazy.
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Chitozanaza z Absidia orchidis wykazuje aktywnos¢ zaréwno w stosunku do chi-
tozanu Jak i chityny. Enzym uwolnit jednak wiecej cukréw redukujacych w trakcie
hydrolizy chitozanu niz hydrolizy chityny. Stosunkowo wysoka aktywnos¢é wzgle-
dem chityny moze $wiadczy¢ o znacznej zawartosci potgczenn meréw GIcN-GIcN
i GIcN-GIcNAc w polimerze oraz o zdolnosci chitozanazy do hydrolizy obu tych
potaczen, jednoczesnie rdéznica miedzy aktywnoscig wzgledem obu polimeréw
Swiadczy o tym, ze chitozanaza nie hydrolizuje wigzan GIcNAc-GIcNAc, ktére w chi-
tynie stanowig wiekszos¢ potaczen miedzy merami.

4. Whnioski

Grzyby strzepkowe Absidia orchidis sg interesujgcymi mikroorganizmami, ktore
moga stuzy¢ nie tylko jako zrédto chitozanu, lecz takze jako zrédto wielu enzymow,
np. chitozanazy. W prezentowanej pracy przedstawiono wstepng charakterystyke
enzymu i stwierdzono, ze optymalne warunki hydrolizy chitozanu to pH 4,5 i tem-
peratura 25°C. Warunki te znacznie odbiegajg od optymalnych warunkéw dziatania
innych chitozanaz wewnatrzkomérkowych. Chitozanaza byta stabilna termicznie
przez 24-48 godzin, po 7 dniach zostata calkowicie dezaktywowana.

W pracy nie przedstawiono wynikéw badan kinetyki procesu. Uzyskane zalezno-
&ci znacznie odbiegajg od nielicznych danych literaturowych (opisywanych zalezno-
Scig Michaelisa-Menten) i wymagaja dalszych szczegotowych badan.
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