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1. Wprowadzenie

hityna jest jednym z najobficiej rozpowszechnionych w naturze polisa-
Ccharyd()w. Wystepuje ona w $Scianach komorkowych wigkszosci grzybéw

oraz w strukturach szkieletu zewnetrznego licznych bezkregowcéw, w tym
skorupiakow i owadéw. W Swiatowym przetworstwie bezkregowcdéw morskich
powstajg rocznie duze ilosci odpadéw, zawierajacych okoto 120 000 ton chi-
tyny, z czego 50% stanowi chityna kryla (1).

Chityna jest homopolimerem zbudowanym z reszt N-acetylo-D-glukozami-
ny potgczonych wigzaniami p-(174)-glikozydowymi. Znane sg trzy polimorfi-
czne postacie chityny; a, P i y. Posta¢ a jest najbardziej rozpowszechniona.
Ma ona szczegOlnie zwartg i krystaliczng budowe. W tej postaci dwa sasiednie
tancuchy polimeru sg utozone antyréwnolegle i maksymalnie potgczone wia-
zaniami wodorowymi, tworzac mikrofibryle. W chitynie p dwa sasiednie tan-
cuchy sg utozone réwnolegle, za$ w postaci y dwa rownolegte tancuchy sa
zwigzane z jednym antyréwnotegfym. Mikrofibryle chityny sa potaczone w fi-
bryte (1,2). W naturze, chityna wystepuje czesto w powigzaniu z innymi po-
limerami — w przypadku bezkregowcow z biatkami.

Chityna nie rozpuszcza sie w wodzie oraz wiekszosci rozpuszczalnikéw, co
ogranicza jej przemystowe zastosowanie. Te wlasciwosci chityny mozna zmie-
ni¢ przez odpowiednie modyfikacje czgsteczki, w tym przede wszystkim przez
deacetylacje.
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2. Whasciwosci, zastosowanie i otrzymywanie chitozanu

Wskutek usuniecia grup acetylowych chityny i uwolnienia grup amino-
wych powstaje chitozan, rozpuszczalny w rozcieniczonych kwasach. Polimer
ten ze wzgledu na swoje wiasciwosci obejmujace hydrofilno$¢, oddziatywania
miedzyfazowe i miedzyczasteczkowe oraz biodegradowalno$¢, nietoksycznos¢
i aktywnos$¢ biologiczna ma szerokie mozliwosci praktycznego wykorzystania
w wielu dziedzinach. Niektére aktualne i potencjalne zastosowania chitozanu
przedstawiono w tab. 1. Ze wzgledu na specyfike tych zastosowan niezbedne
jest wytwarzanie polimeru o bardzo zréznicowanych witasciwosciach fizykoche-
micznych, a jednoczesnie o jednolitych, standardowych parametrach decydu-
jacych o aktywnosci chemicznej i biologicznej.

Przemystowo chitozan otrzymuje sie z chityny przez deacetylacje w tem-
peraturze przekraczajgcej 100°C oraz przy uzyciu stezonego roztworu wodo-
rotlenku sodu. W tak drastycznych warunkach trudno zapewni¢ powtarzal-
nos¢ procesu i uzyska¢ produkt o pozadanej masie czasteczkowej, okreslonym

Tabela 1

Przyktady zastosowania chitozanu (3-6)

Dziedzina Rodzaj zastosowania
przemyst - klarowanie sokéw, wina, piwa
zywnosciowy - oczyszczanie wody pitnej i technologicznej

- stabilizowanie, zageszczanie, ograniczanie pienienia produktéw
- kontrolowane uwalnianie barwnikéw i sktadnikéw odzywczych
- osadzanie enzymoéw

przemyst - prepar aty kosmetyczne do skéry i wlosow
kosmetyczny

medycyna - przyspieszanie procesu gojenia ran

i weterynaria - obnizanie poziomu cholesterolu we Kkrwi

- stymulowanie uktadu immunologicznego

- hamowanie krwawien

- wytwarzanie lekéw, w tym antybiotykéw i innych materiatéw
biologicznie czynnych

ochrona - koagulowanie biatek sciekéw przemystu zywnosciowego
$rodowiska - usuwanie metali, barwnikéw, ropy, substancji ropopochodnych
ze Sciekow

- wytwarzanie biodegradowalnych opakowan

rolnictwo - nosnik $rodkéw ochrony roslin o kontrolowanym dziataniu
- zaprawa do ziarna i nasion o dziataniu grzybostatycznym
- Srodek powodujacy korzystne zmiany flory bakteryjnej gleby

biotechnologia - materiat fritracyjny
- osadzanie enzyméw i Z3nvych komérek
- chromatografia

przemyst - powlekanie tkanin
widkienniczy - wytwarzanie papieru o podwyzszonej wytrzymatosci
i papierniczy
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stopniu deacetylacji i przewidywanej lepkosei roztworéw, od ktoérych zalezg
funkcjonalne wilasciwosci chitozanu.

Alternatywng metodg otrzymywania chitozanu moze by¢ enzymatyczna de-
acetylacja chityny. Enzym, ktéry katalizuje przemiane chityny do chitozanu
przez deacetylacje reszt N-acetyloglukozaminy po raz pierwszy zidentyfikowa-
no w ekstraktach z grzybni Mucor rouxii (7). Obecnos$¢ deacetylazy chityny
stwierdzono réwniez w grzybach innych gatunkéw Zygomycetes (8), a takze
u niektorych owadow, skorupiakéw i pajeczakow (9).

3.Enzymy uczestniczgace w syntezie chityny i chitozanu

w biosyntezie chitozanu uczestniczg jednoczes$nie dwa gtdwne enzymy —
syntaza i deacetylaza chityny (10). Syntaza chityny wystepuje w formie pro-
enzymu w cytoplazmie w potaczeniu z chitosomami. Zadaniem chitosomow
jest przemieszczenie syntazy do specyficznych miejsc powstawania sciany ko-
morkowej w blonie cytoptazmatycznej. Nastepnie, proenzym jest aktywowany
przez proteinazy i syntaza potimeryzuje na zewnatrz btony cytoptazmatycznej
tahcuchy chityny z substratu, UDP-N-acetytogtukozoaminy. Jednocze$nie de-
acetylaza chityny odszczepia grupy acetylowe z powstajgcej chityny, nie ma-
jacej jeszcze sieciujacych wigzan wodorowych (10). Mechanizm regulujacy
wzajemne proporcje chityny i chitozanu w $cianie komdérkowej nie jest znany.
Uwaza sig, ze syntaza chityny zwigzana przez niezdysocjowane chitosomy
polimeryzuje tancuchy chityny, w ktérych ze wzgledu na przestrzenne utoze-
nie szybko tworzg sie sieciujace wigzania wodorowe i powstajg mikrofibiyle
oporne na dziatanie deacetylazy i innych enzymdw. Natomiast tanicuchy chi-
tyny utworzone przez syntaze zwigzang ze zdysocjowanymi podjednostkami
chitosomOw sg rozproszone i wraztiwe na enzymatyczng deacetylacje (11).
Z tego wzgledu Sciany komorkowe grzybow, u ktérych wystepuje deacetylaza,
zawierajg oprécz chityny réwniez chitozan. Zawarto$¢ chitozanu w $cianach
komarkowych Mucor rouxii wynosi 30%, podczas gdy chityny tylko 10% (10).

Uwaza sie, ze biologiczna rola deacetylazy polega na obnizeniu wrazliwosci
polisacharydéw $ciany komoérkowej na dziatanie wiasnych en*yméw litycz-
nych oraz niektorych specyficznych enzymoéw, takich jak np. lizozym. Deace-
tylaza uczestniciy tez w postsyntetycznych modyfikacjach chityny do chito-
zanu, tworzacego wigzania jonowe z anionowymi zwigzkami jak polifosforany
i poliuronidy (7).

4. Biochemiczna charakterystyka deacetylazy chityny
Deacetylaza wystepuje w rozpuszczalnej frakcji cytoplazmy komérek grzy-
bowych i jest czesciowo uwalniana do ptynnego srodowiska hodowlanego (7).

W poréwnaniu z innymi enzymami uczestniczacymi w biosyntezie i degradacji
sciany komoérkowej drobnoustrojéw jest ona stosunkowo mato poznana.

biotechnologia 3 (30) '95



136 llona Kotodziejska, Anna Wojtasz-Pajak, Zdzistaw E. Sikorski

Deacetylaza chityny z grzybni Mucor rowdi wg Kafetzopoulos i wsp6t. (12)
jest monomerem o masie ezgsteezkowej 75-80 kDa. Jest to glikoproteina o za-
wartosei 30% weglowodanow, gtéwnie mannozy. Enzym wykazuje optymalne
dziatanie wobec glikolu chityny przy pH 4,5 i w temperaturze 50°C. Natomiast
deacetylaza z grzybni Mucor rouxii wyizolowana przez Arcidiacono i wspot.
(13) ma mase czgsteczkowg 20 kDa. Martinou i wspoét. (14) stosujgc w ko-
lejnych stopniach oczyszczania enzymu chromatografie oddziatywan hydrofo-
bowych, a nastepnie jonowymienng, stwierdzili wystepowanie dwéch form de-
acetylcizy, jednej o masie 38 kDa i drugiej o masie 75-80 kDa. Wedlug tych
autoréw deacetylaza o masie 38 kDa jest przypuszczalnie produktem degra-
dacji whasciwego enzymu. Wprowadzajac bardziej zachowawcze warunki oczy-
szczania, tj. chromatografie immunopowinowactwa, otrzymali tylko jedno biat-
ko enzymatyczne o masie 75 kDa.

Deacetylaza chityny w przeciwienstwie do deacetylazy peptydoglikanu Scia-
ny komoérkowej niektorych bakterii, nie wymaga obecnosci Co™* lub Mn2+ dla
petnej aktywnosci i jest tylko nieznacznie inhibowana przez EDTA (7). Kwasy
organiczne, szczeg6lnie kwas octowy inaktywujg enzym izolowany z Mucor
rouxii (7,12). Natomiast deacetylaza z Colletotrichum lindemuthianum nie traci
aktywnosci w obecnosci kwasu octowego i w odréznieniu od enzymu z Mucor
rouxii wykazuje optymalng aktywnos$¢ przy pH 8,5 (15).

Deacetylaza chityny jest aktywna wobec chitooligosachaiydéw zawieraja-
cych w czasteczce prz}niajmniej 4 reszty N-acetylo-D-glukozaminy oraz wobec
rozpuszczalnych pochodnych chityny i czesciowo zdeacetylowanej chityny (12).
Wykazuje ona tez akt}rwnos$¢, lecz znacznie mniejszg w poréwnaniu z rozpusz-
czalnymi pochodnymi, wobec koloidalnej (mikrokrystalicznej) chityny (7).

5. Rola chitynaz w metabolizmie chityny

Chitynazy sa szeroko rozpowszechnione w réznych organizmach: bakte-
riach, grzybach, roslinach i bezkregowcach. Fizjologiczna funkcja chitynaz
zalezy od zrodta ich wystepowania. W roslinach, w ktoérych chityna nie wy-
stepuje, chitynazy petnig funkcje obronne przeciwko grzybowym patogenom.
Bakterie wytwarzajg chitynazy gtéwnie po to, aby wykorzysta¢ chityne jako
zrodto wegla i energii (16). Natomiast najwazniejszg rolg chitynaz w organi-
zmach wytwarzajgcych chityne, w grzybach i stawonogach, jest modyfikacja
tego polisacharydu (17,18). Morfogenetyczna rola chitynaz grzybowych polega
na regulacji tworzenia krystalicznej struktury chityny w Scianie komoérkowej,
na dostosowaniu dtugosci mikrofibryli chitynowych do konstrukcji $ciany i na
tworzeniu wigzan sieciujgcych pomiedzy chityng a innymi sktadnikami $ciany
(19). Mayer i wspot. (20) przedstawili model funkcjonowania systemu enzy-
mow: chitynazy, (3-N-acetyloglukozaminidazy i syntazy chityny w kontrolowa-
nym metabolizmie polimeru podczas tworzenia rozgatezieh grzybni i wzrostu
strzepkéw grzybni. Kompleksowe dziatanie trzech enzymdw obejmuje naste-
pujace etapy: 1) remodelowanie tancuchéw chityny przez chitynazy w re-
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akcjach lizy i transglikozylacji, 2) postepujaca hydrolize skréconych tancu-
chow do chitobiozy, ktéra jest nastepnie dostepna dla (3-N-acetyloglukozami-
nidazy, 3) allosteiyczna aktywacje syntazy chityny przez koncowy produkt
chitynoli?y, N-acetyloglukozamine oraz 4) de novo synteze chityny z UDP-N-
acetyloglukozaminy.

Enzymy hydrolizujace chityne sa egzochitynazami, odcinajgcymi kolejne
reszty GIcNAc lub (GIcNAc)2 od nieredukujgcego konca tancucha lub endo-
chitynazami, hydrolizujgcymi chityne w przypadkowych miejscach wewnatrz
tancucha. Znane sg chitynazy zwigzane ze $cianami komoérkowymi (21,22)
i mikrosomami (23,24,25) lub znajdujace sie w rozpuszczalnej frakcji cyto-
plazmy (25,26, 27). W grzybni Mucor rowdi, podczas wyktadniczego wzrostu,
wykryto co najmniej siedem chitynaz o r6znych masach czasteczkowych (23).

6. Enzymatyczna hydroliza chitozanu

Chitozanazy sa wytwarzane przez organizmy bytujgce w glebie; bakterie,
grzyby i promieniowce (28). Wykryto je tez w systemie trawiennym ryb (29).
Wsrod wyizolowanych i oczyszczonych chitozanaz wystepuja enzymy specarfi-
czne tylko wobec chitozanu oraz takie, ktére hydrolizuja réwniez karboksyme-
tyloceluloze (30).

Chitozanazy hydrolizujg chitozan wewnatrz tancucha, a koncowymi pro-
duktami sag di- i trisacharydy (31) lub oligosachaiydy o wiekszym stopniu
polimeryzacji (32,33,34). Chitozanaizy nie hydrolizujg chitosacharydow zawie-
rajacych mniej niz cztery reszty glukozaminy (32). Aktywno$¢ chitozanaz za-
lezy od Zrédia pochodzenia enzymu i stopnia deacetylacji chitozanu. Chito-
zanazy izolowane z Bacillus lichenijormis UTK (32), Bacillus sp. No 7-M (35)
i Penicillium islandicum (36) przejawiajg optymalng aktywno$¢ wobec chito-
zanu o stopniu deacetylacji odpowiednio: 65-80%, 70% i 30-70%. Aktywnos$¢
chitozanazy z Bacillus circulans MH-KI po osiggnieciu maksimum wobec chi-
tozanu o stopniu deacetylacji 80% gwattownie obniza sie z dalszym wzrostem
deacetylacji (31). Chitozanazy wystepujgce w zotgdku atlantyckiego tososia
nie hydrolizujg chitozanu catkowicie zdeacetylowanego (29). Chitozanaza z Pe-
nicillium islandicum wykazuje specyficznos¢ w hydrolizie wigzan glikozydo-
wych miedzy C(l) reszty N-acetylo-D-glukozaminy i C(4) reszty D-glukozaminy
w czesciowo zacetylowEinym chitozanie, a produktami hydrolizy sg (GlcN)2xGIcNAc
i GIcNXGIcNAc (36). Natomiast chitozanaza z Bacillus sp. No 7-M jest specy-
ficzna tylko wzgledem wigzann GIcNXGIcN (37). Wsrdd produktow hydrolizy
zidentyfikowano chitooligosacharydy (GlcN)2 do (GlcNy4 oraz heterooligosacha-
rydy (GIcN)2xGIcNAcx(GIcN)2, GIcNxGIcNAcx(GIcN)3,  (GlcN)2xGIcNAcx(GIcN)3
i'GIcNxGIcNAcx(GIcN)a4.

Zainteresowanie enzymami hydrolizujgcymi chitozan wzrasta ze wzgledu
na mozliwos$¢ praktycznego ich wykorzystania do otrzymywania aktywnych
biologicznie chitooligosacharydow, przejawiajgcych m.in. wiasciwosci przeciw-
drobnoustrojowe.
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7. Podsumowanie

Znajac udzial réznych enzyméw w procesach metabolizmu chityny i bio-
chemiczne wiasciwosci tych enzymow oraz enzymédw hydrolizujacych chitozan
mozna poszukiwacé efektywnych metod biotechnologicznego wytwarzania chi-
tozanu i jego pochodnych. Metody enzymatyczne w poréwnaniu z chemicz-
nymi pozwolityby na precyzyjniejsze regulowanie parametrow procesu i jako-
§ci produktu.

Wobec tego, ze grzyby wytwarzajgce deacetytaze zawierajg réwniez chitozan
0 duzym stopniu deacetylacji moga by¢ one jednoczesnie wykorzystane jako
zrodto enzymu i polimeru.
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Enzymatic modification of chitin
Summary

The role of chitinases, chitosanases, and chitin deacetylase in the biosynthesis and modifi-
cation of chitin is presented. The biochemical properties of chitin deacetylase from Mucor rouxii
are characterized in respect to its activity towards various chitin derivatives. This enzyme could
be useful in biotechnological production of chitosan from chitin as an alternative method to
thermochemical deacetylation.
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