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1. Wprowadzenie

Obecnie biotechnologia mikroorganizmów to głów - 
ny komponent globalnego przemysłu głównie farma-
ceutycznego, spożywczego, chemicznego i rolniczego. 
Dzięki zdolnościom do przeprowadzania procesów 
syntezy i degradacji różnego rodzaju związków mikro-
organizmy stały się obiektem zainteresowania mię-
dzy innymi biotechnologii zielonej, czerwonej i białej. 
Odgrywają kluczową rolę w degradacji biopolimerów 
odnawialnych, takich jak celuloza, hemiceluloza, lignina 
i chityna, do prostych oligomerów czy cukrów mono-
merycznych, które mogą zostać wykorzystane bezpo-
średnio w przemyśle ale mogą też być dalej metaboli-
zowane przez mikroorganizmy. Spośród tych surowców 
odnawialnych chityna jest niezwykle wartościowym bio-
polimerem, drugim po celulozie pod względem wystę-
powania w przyrodzie (1010–1011 ton rocznie), stanowią-
cym bogate źródło węgla i azotu. Jest homopolimerem 
prostego cukru (N-acetyloglukozaminy) i  wymaga 
specyficznych enzymów, chitynaz, do jej hydrolizy. 
Produkty hydrolizy mogą znaleźć zastosowanie m.in. 
w rolnictwie, przemyśle spożywczym, farmacji, medy-
cynie czy gospodarce odpadami. Głównym źródłem 
chitynaz są drobnoustroje, które chitynę wykorzystują 
jako źródło składników pokarmowych [11]. Enzymy 

te występują również u roślin, gdzie pełnią różne funk-
cje podczas wzrostu i rozwoju [42]. Spełniają również 
funkcję obronną przed patogenami grzybowymi nie 
tylko u roślin [36], ale również u zwierząt [9], a podczas 
infekcji wywo łanej przez wirusy, bakterie czy grzyby 
uznawane są za czynniki wirulencji [21, 52].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie wiedzy 
na temat chitynaz produkowanych przez bakterie oraz 
ich wykorzystania w różnych działach biotechnologii.

2. Źródła chityny i jej struktura

Chityna razem z celulozą należy do najczęściej 
występujących w przyrodzie polimerów. Jest skład-
nikiem ścian komórkowych grzybów, egzoszkieletów 
i  osłonek jaj stawonogów (owadów i skorupiaków), 
powłok nicieni, a także muszli mięczaków. Występuje 
głównie w kompleksach z białkami lub innymi polisa-
charydami, jak np. β-1,3-glukanem, będącym również 
budulcem ścian komórkowych grzybów [36]. Skoru-
piaki stanowią potencjalnie największe źródło chityny, 
co warto podkreślić, uznawanej za odpad poproduk-
cyjny stanowiący nawet 75% całkowitej wagi skorupia-
ków takich jak kraby, krewetki i kryl. Sucha masa chi-
tyny w tych odpadach stanowi od 20% do 58%, a zatem 
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jest wartym zainteresowania surowcem odnawialnym, 
który w porównaniu do celulozy, jest nie tylko bogatym 
źródłem węgla, ale także i azotu [25, 52]. 

Chityna jest nierozgałęzionym polimerem β-1,4-N-
acetyloglukozaminy (GlcNAc), połączonej wiązaniami 
β-1,4-glikozydowymi. Jest ona swą budową zbliżona do 
celulozy jednak zamiast grupy hydroksylowej (-OH) 
przy C2 posiada grupę acetyloaminową (NH.CO.CH3). 
Jest to polisacharyd krystaliczny występujący w natu-
rze w trzech postaciach: α-chityny, β-chityny i γ-chityny 
[43]. α-Chityna jest najbardziej rozpowszechnioną, izo-
morficzną i zwartą formą ze względu na antyrównoległe 
rozmieszczenie łańcuchów chityny, co sprzyja tworzeniu 
silnych wiązań wodorowych. β-Chityna jest luźno upa-
kowana, a łańcuchy ułożone są w sposób równoległy, 
w większej odległości od siebie, o słabszych siłach między-
cząsteczkowych, które powodują, że jest to forma mniej 
stabilna [62]. Ponadto nie jest możliwa synteza β-chityny 
z roztworu w warunkach in vitro [88]. Mieszaniną obu 
tych form jest natomiast polimorficzna γ-chityna.

3. Chitynazy – budowa i działanie

Chitynazy, są szeroko rozpowszechnionymi biał-
kami enzymatycznymi należącymi do większej grupy 
enzymatycznej – hydrolaz glikozydowych (GH). Do tej 
grupy należą wszystkie enzymy hydrolizujące wiąza-
nia glikozydowe w polisacharydach, oligosacharydach 
i glikozydach. Jest to bardzo liczna grupa i w oparciu 

o sekwencje aminokwasowe ich domen katalitycznych 
podzielono je na ponad 115 rodzin. Chitynazy przypo-
rządkowano do rodziny 18, 19, 20 i 48 hydrolaz gliko-
zydowych [36, 42].

Chitynaza katalizuje hydrolizę wiązań β-gliko zy- 
do wych pomiędzy węglem C1 i C4 dwóch sąsiednich 
N-acetyloglukozamin w łańcuchu chityny – Rys. 1 [18, 
57]. Ze względu na mechanizm działania wyodrębniono 
dwa rodzaje chitynaz: endochitynazy (EC 3.2.1.14) 
i egzochitynazy (EC 3.2.1.52) [65, 67]. Endochitynazy 
rozszczepiają wiązania losowo wewnątrz polimeru chi-
tyny, tworząc rozpuszczalne oligomery N-acetylogluko-
zaminy (GlcNAc), o małej masie cząsteczkowej, takie 
jak chitotetroza, chitotrioza i dimer N,N’-diacetylochi-
tobioza. Natomiast egzochitynazy możemy podzielić 
na dwie podkategorie: chitobiozydazy (EC 3.2.1.29), 
obecnie zwane też N-acetyloheksozoaminidazami 
(EC 3.2.1.52), które katalizują stopniowe uwalnianie 
N,N’-diacetylochitobiozy działając od niezreduko-
wanego końca mikrofibryli chityny oraz 1-4-β-N-
acetylglukozoaminidazy (EC 3.2.1.30), które rozszcze-
piają produkty oligomeryczne powstałe w  wyniku 
działania endochitynaz i chitobiozydaz generując przy 
tym monomery GlcNAc bez mono- lub oligosachary-
dów [11, 55, 57] (Rys. 1). Bakterie mają zdolność do 
całkowitej degradacji chityny. Powstałe we wcześniej-
szych etapach hydrolizy chityny cząsteczki N-acety-
loglukozaminy są hydrolizowane przez transferazę 
acetyloglukozaminy do glukozaminy, a następnie do 

Rys. 1. Enzymatyczna hydroliza chityny
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octanu, amoniaku i fruktozo-6-fosforanu dzięki obec-
ności transferazy glukozamino-6-fosforanu [12, 37].

Wiele organizmów ma zdolność do syntezy enzy-
mów chitynolitycznych. Na podstawie podobieństwa 
sekwencji aminokwasowych chitynaz z różnych orga-
nizmów zostały podzielone na pięć podstawowych klas 
i przypisane do rodziny 18, 19 i 20 hydrolaz glikozylo-
wych. Bakterie wytwarzają chitynazy należące głównie 
do rodziny GH 18 a niektóre bakterie z rodzaju Strep­
tomyces do GH 19 [44]. Do rodziny GH 18 zaliczane są 
również wszystkie chitynazy grzybowe [29], podobnie 
jak chitynazy wytwarzane przez owady [91]. Sekwencje 
kodujące chitynazy z tej rodziny są również szeroko 
rozpowszechnione u wirusów oraz u zwierząt i roślin 
wyższych. Natomiast chitynazy z rodziny GH 19 wystę-
pują głównie u roślin wyższych i jak już wspomniano 
u niektórych bakterii [36, 42]. Uważa się, że różne jest 
pochodzenie tych 2 rodzin hydrolaz ponieważ różnią 
się sekwencją aminokwasową, strukturą trójwymia-
rową (3D), oraz mechanizmem molekularnym reakcji 
katalitycznych [56, 86]. Chitynazy zaklasyfikowano 
jako enzymy zachowujące (GH 18) lub inwertujące 
(GH 19) konfigurację na anomerycznym atomie węgla 
w powstałym produkcie [6]. Do rodziny 20 hydrolaz 
glikozydowych należą N-acetyloglukozoaminidazy bak-
teryjne, grzybowe lub ludzkie [13, 57]. 

Struktura chitynaz bakteryjnych złożona jest z sek-
wencji sygnalnej, domeny katalitycznej, domeny wią-
żącej chitynę oraz domeny fibronektyny III lub regionu 
bogatego w serynę bądź treoninę [57]. Domeny kata-
lityczne odgrywają główną rolę w procesie hydrolizy 
chityny, jednak w zależności od rodziny hydrolaz 
różnią się strukturą przestrzenną. Bakteryjne chity-
nazy z rodziny GH 18 posiadają domenę katalityczną 
(CatD-catalytic domain) w formie 8 fałdowań typu 
(β/α) TIM-barrel (beczułka) z resztami katalitycznymi 
na β-końcu nr 4; domeny wiążącej chitynę (CHBD -chi-
tin-binding domain); a także domeny fibronektyny III 
(fibronectins III domain – FnIII) lub kadheryny. Z kolei 
domeny katalityczne chitynaz należących do GH 19 są 
bogate w struktury α-helikalne [38]. Obecność domeny 
wiążącej chitynę zwiększa powinowactwo do sub-
stratu i wydajność hydrolizy chityny, co wskazuje na 
kluczową rolę tych domen [51]. Domeny FnIII, nato-
miast nie wydają się być bezpośrednio zaangażowane 
w wiązanie chityny, ale mogą być istotne dla aktywności 
enzymu, prawdopodobnie wpływając na jego właści-
wości i strukturę oraz lokalizację przestrzenną domeny 
katalitycznej i domeny wiążącej chitynę [88]. 

W oparciu o homologię sekwencji oraz różnice 
w strukturze chitynazy z rodziny GH 18 zostały podzie-
lone na trzy podrodziny A, B, i C. Podrodzina A posiada 
dodatkowy region fałdowania β+α, który pogłębia 
szczelinę centrum aktywnego. Takiego dodatkowego 
regionu nie posiadają podrodziny B i C [75]. 

Chitynazy są bardzo zróżnicowaną grupą enzymów. 
Różnią się od siebie rozmiarem, od 20 kDa do około 
120 kDa przy czym wielkość większości bakteryjnych 
chitynaz mieści się w zakresie od ~ 20 do 60 kDa. Dla 
porównania wielkość chitynaz roślinnych mieści się 
w zakresie ~ 25–40 kDa, natomiast owadzich w zakresie 
~ 40–85 kDa. Również optimum temperaturowe i pH 
ich działania jest bardzo zróżnicowane i zależy głów-
nie od źródła pozyskania bakterii. Optymalna tempe-
ratura działania chitynaz bakteryjnych waha się zwykle 
w przedziale 40–50°C, choć chitynazy z Streptomyces sp. 
M-20 działają w 30°C [40], a chitynazy termostabilne 
mogą działać nawet w 80°C, jak chitynaza z Streptomy­
ces thermoviolaceus OPC-520 [81]. Większość chitynaz 
optimum aktywności osiąga w pH kwaśnym lub obo-
jętnym, ale wiele bakterii produkuje enzymy działające 
nawet w zakresie pH od 8 do 10, w tym wcześniej już 
wspomniany S. thermoviolaceus OPC-520 [81].

Tak szerokie spektrum temperatur i pH w ramach 
których chitynazy bakteryjne wykazują optimum aktyw-
ności stwarza duży problem z określeniem poziomu tej 
aktywności, ale przede wszystkim daje możliwość ich 
szerokiego aplikacyjnego zastosowania do różnych pro-
cesów zachodzących w odmiennych warunkach. 

4. Pozyskanie chitynaz bakteryjnych, optymalizacja 
 warunków hydrolizy i oznaczanie aktywności

Izolacja ze środowiska bakterii produkujących chi-
tynazy nie jest procesem skomplikowanym, ponieważ 
polega głównie na dodaniu chityny koloidalnej do pod-
łoży izolacyjnych. Najczęściej bakterie chitynolityczne 
izolowane są z gleby. Przy czym Gram-dodatnie pro-
mieniowce (Actinomycetes), w szczególności te należące 
do rodzaju Streptomyces są potencjalnie największym 
źródłem zewnątrzkomórkowych endo- i egzochitynaz. 
Oprócz promieniowców obecność chitynaz stwier-
dzono również u bakterii z rodzaju Bacillus, Pseudomo­
nas, Serratia, Enterobacter, Aeromonas, a także Vibrio 
czy Stenotrophomonas [21, 52].

Wykazanie obecności chitynaz u bakterii jest pierw-
szym etapem w długotrwałym procesie jakim jest 
optymalizacja warunków działania enzymu, co jest 
konieczne do określenia jego potencjału aplikacyj-
nego. Jak już wspomniano jest to grupa enzymów bar-
dzo zróżnicowania pod względem optimum działania. 
Dlatego konieczne jest dopracowanie warunków reakcji 
enzymatycznej w celu uzyskania jak największej wydaj-
ności. Zwiększenie aktywności chitynaz bakteryjnych 
uzyskuje się poprzez dodatek do pożywek substratów 
dla chitynazy, chityny koloidalnej, chito-oligosacha-
rydów czy elementów ścian komórkowych grzybów, 
a nawet N-acetyloglukozaminy [24, 26]. Gomaa [24] 
wykazał, że na aktywność chitynaz u Bacillus thurin­



CHITYNAZY BAKTERYJNE I ICH WYKORZYSTANIE W BIOTECHNOLOGII 309

giensis i Bacillus licheniformis wpływ mają czas i tem-
peratura inkubacji, pH pożywki, stężenie substratu. 
Najwyższą aktywność tego enzymu stwierdzono 
w 5 dniu inkubacji. Taką samą zależność zaobserwo-
wano dla Streptomyces sp. NK1057 [54]. Opóźnienie 
takie może wynikać z faktu, że chityna jest związkiem 
o wysokiej masie cząsteczkowej i organizmy potrzebują 
dłuższego czasu do jego rozłożenia. Wielokrotnie rów-
nież potwierdzono wpływ zastosowania różnych źródeł 
węgla czy azotu na aktywność chitynolityczną. General-
nie dodatek glukozy jest uznawany za represor syntezy 
chitynaz, w tym również ekspresji genów kodujących 
te enzymy [19]. Z kolei dodatek organicznego źródła 
azotu, jak np. kazeiny odbija się korzystniej na aktyw-
ności chitynaz niż zastosowanie związków nieorga-
nicznych [24, 83]. Dopasowanie składu pożywek oraz 
warunków hodowli (temperatura i pH) może spowodo-
wać nawet 20-krotny wzrost aktywności chitynaz [24]. 

Aktywność chitynaz oznaczana jest różnymi meto-
dami przy czym najczęściej wykorzystywana jest 
metoda kolorymetryczna, wiskozymetryczna i radio-
chemiczna. Metoda kolorymetryczna oparta jest na 
określaniu monomerów N-acetylo-D-glukozaminy, 
uwalnianych z koloidalnej chityny w warunkach utle-
niających. Najczęściej stosowanym sposobem mie-
rzenia zawartości cukrów redukujących jest metoda 
Schales z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (DNS) 
i żela zo cyjankiem [68]. Następnie spektrofotometrycz-
nie można oznaczyć zmianę zabarwienia wynikającą 
z redukcji żelazocyjanku. Jest to metoda stosunkowo 
prosta, ale posiada wiele wad, jak niewrażliwość przy 
niskich stężeniach, niska specyficzność, a  ponadto 
długi czas reakcji, czy konieczność podgrzewania 
mieszaniny reakcyjnej, które z kolei utrudniają zasto-
sowanie tej metody w badaniach wysokoprzepusto-
wych [20]. W metodzie wiskozymetrycznej aktywność 
chitynazy ocenia się poprzez monitorowanie zmian 
lepkości rozpuszczonych pochodnych chityny, takich 
jak glikol etylenowy chityny, karboksymetylochityna 
i  6-O-hydroksypropylochityna. Metoda ta jest bar-
dziej czuła do oznaczania aktywności endochitynaz 
niż inne metody, jednak jej skuteczność silnie zależy 
od stopnia polimeryzacji substratów jak i siły jonowej 
i pH roztworu [32]. Metoda radiochemiczna wykorzy-
stuje znakowaną trytem chitynę. Aktywność chitynazy 
bada się przez ustalenie radioaktywności powstałych 
rozpuszczalnych w wodzie, chito-oligosacharydów. Jest 
to najbardziej czuły sposób jednak wymagający spe-
cjalistycznego sprzętu. Do oceny aktywności chitynaz 
możliwe jest również wykorzystanie detekcji substratu 
i produktów działania enzymu opartą o spektrometrię 
masową z jonizacją próbki (MALDI-TOFF MS). Jest to 
metoda najbardziej wydajna, ponieważ wymaga jedynie 
2 µl próby, jest wysokoprzepustowa i w związku z tym 
można ją wykorzystać na skalę przemysłową [60]. 

5. Rola chitynaz bakteryjnych w biotechnologii
 zielonej

Bakterie zdolne do hydrolizy chityny mogą być 
wykorzystane w biotechnologii zielonej jako biopesty-
cydy do zwalczania grzybów (biofungicydy) oraz owa-
dów (bioinsektycydy).

Biofungicydy
Wiadomo, że grzyby należą do najgroźniejszych 

czynników chorobotwórczych powodujących ogromne 
straty w rolnictwie. W celu ograniczenia ich rozwoju 
stosuje się powszechnie syntetyczne związki chemiczne 
zwane fungicydami. Alternatywą dla nich są biofungi-
cydy, do których zalicza się mikroorganizmy. Mogą one 
ograniczyć rozwój chorób grzybowych poprzez pro-
dukcję substancji biologicznie czynnych, w tym rów-
nież enzymów trawiących ściany komórkowe grzybów. 
Do mikroorganizmów wykorzystujących ten mecha-
nizm należy zaliczyć bakterie produkujące chitynazy 
zdolne do zwalczania grzybów [69, 76] należących do 
rodzajów: Fusarium, Penicillium, Alternaria, Botrytis, 
Cladosporium, Aspergillus, Rhizoctonia Phytophthora, 
Pythium czy Colletotrichum, powodujących duże straty 
w rolnictwie. Wśród bakterii najczęściej wykorzystywa-
nych jako biofungicydy występują bakterie z rodzaju 
Streptomyces, Bacillus czy Pseudomonas (Tab. I). 

Prapagdee i wsp. [59] wykazali ograniczenie rozwoju 
grzybów Colletotrichum gloeosporioides i Sclerotium 
rolfsii wykorzystując przesącz kultury wyizolowanego 
z ryzosfery szczepu Streptomyces hygroscopicus SRA14, 
głównie ze względu na obecność zewnątrzkomórkowej 
chitynazy. Nagpure i wsp. [53] potwierdzili, że szczep 
Streptomyces sp. MT7, zdolny do produkcji chitynaz był 
skuteczny w ograniczeniu rozwoju grzybów powodu-
jących gnicie drewna. Choudhary i wsp. [10] wykazali, 
że szczep S. exfoliatus MT9 ogranicza rozwój wielu 
patogenów owoców. Również wiele bakterii z rodzaju 
Bacillus hamuje wzrost grzybów wykorzystując do tego 
celu chitynazy. Na przykład, B. thuringiensis spp. col­
meri hamował wzrost wielu fitopatogenów m.in., Rhi­
zoctonia solani, Botrytis cinerea, Penicillium glaucum 
i Sclerotinia fuckeliana [47]. Chitynazy z Bacillus cereus 
QQ 308 hamowały wzrost patogenicznych grzybów, 
takich jak Fusarium oxysporum, Fusarium solani oraz 
Pythium ultimum [8]. Inny szczep B. cereus CH2 dzięki 
chitynazom hamował kiełkowanie zarodników Verti­
cillium dahliae, co uniemożliwiło dalszy rozwój tego 
grzyba i  zabezpieczyło bakłażana przed więdnięciem 
naczyniowym wywoływanym przez tego grzyba [45]. 
Inny szczep z tego samego gatunku B. cereus IO8, jak 
i B. thuringiensis UM96 hamował rozwój powszechnie 
występującego B. cinerea odpowiedzialnego za gnicie 
owoców i  obumieranie kwiatów [28, 49]. Również 
szczepy należące do B. circulans czy B. pumilus mają 
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zdolność do hamowania rozwoju patogenów grzybo-
wych wywołujących m.in. więdnięcie czy zgnilizny 
[23, 41]. Innym bogatym źródłem chitynaz są bakte-
rie z rodzaju Pseudomonas, a w szczególności szczepy 
fluo rescencyjne. Chitynazy z bakterii fluorescencyjnych 
z rodzaju Pseudomonas jak i same bakterie zapobiegały 
rozprzestrzenianiu F. oxysporum fa. sp. dianthi, grzyba 
powodującego więdnięcie goździka [2] oraz grzybów 
B. capsici cinerea, R. solani, Diaporthe phaseo lorum 
i Colletotrichum lindemuthianum wywołujących m.in. 

zgnilizny, raki czy antraknozy [30]. Chitynazy produko-
wane przez szczepy Pseudomonas wyizolowane z ryzos-
fery ciecierzycy (Cicer arietinum L.) i fasoli złotej (Vigna 
radiata L.) wykazały zdolność hamowania wzrostu 
grzybni Pythium aphanidermatum i R. solani w warun-
kach in vitro [70]. Stwierdzono również synergiczny 
efekt chitynaz oraz β-1,3-glukanaz wytwarzanych 
przez fluorescencyjne szczepy Pseudomonas na zaha- 
mowanie wzrostu grzybów Phytophthora capsici czy 
R. solani wywołujących zgnilizny [3]. Przeciwgrzybowe 

Streptomyces sp. M-20 Botrytis cinerea [40]

Streptomyces sp. MT7 Phanerochaete chrysosporium, Schizophyllum commune, Gleophyllum trabeum,
 Polyporus agaricans, Polyporus friabilis, Coriolus versicolor, Postia placenta [53]

Streptomyces sp. NK1057 Fusarium oxysporum [54]

Streptomyces exfoliatus MT9 m.in. grzyby z rodzajów Alternaria, Aspergillus niger, Botryodiplodia,
 Colletotrichum, Fusarium, Geotrichum, Penicillium, Phoma, Rhizopus [10]

Streptomyces griseus Fusarium solani, F. oxysporum, F. moniliforme, Colletotrichum dematium,
 Rhizopus stolonifer [61]

Streptomyces viridificans Pythium aphanidermatum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
 Colletotrichum dematium [26]

Streptomyces hygroscopicus SRA14 Colletotrichum gloeosporioides, Sclerotium rolfsii [59]

Bacillus thuringensis NM101-19 m.in.grzyby z rodzajów Rhizoctonia, Trichoderma harzianum, Fusarium, 
 Penicillum, Aspergillus, Pythium [24]

Bacillus thuringiensis spp. colmeri Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Penicillium chrysogenum, P. piricola, 
 P. glaucum, Sclerotinia fuckelian [47]

Bacillus thuringiensis UM96 Botrytis cirenea [49]

Bacillus licheniformis NM120-17 m.in.grzyby z rodzajów Rhizoctonia, Trichoderma harzianum, Fusarium, 
 Penicillum, Aspergillus, Pythium [24]

Bacillus circulans GRS 243 Phaeoisariopsis personata [41]
Bacillus cereus CH2 Verticillium dahliae [45]
Bacillus cereus IO8  Botrytis cinerea [28]
Bacillus cereus YQQ 308 Fusarium oxysporum, F. solani, Pythium ultimum [8]

Bacillus pumilus SG2 Fusarium graminearum, Magnaporthe grisea, Sclerotinia sclerotiorum,
 Trichoderma reesei, Botrytis cinerea, Bipolaris sp. [23]

Fluorescencyjne Pseudomonas Fusarium oxysporum fa. sp. dianthi [2]
Fluorescencyjne Pseudomonas Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani [3]

Fluorescencyjne Pseudomonas Botrytis cirenea, Rhizoctonia solani, Diaporthe phaseolorum,
 Colletotrichum lindemuthianum [30]

Pseudomonas sp. Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani [70]
Vibrio pacini  Mucor racemosus, Trichoderma viride, Zygorhynchus heterognmus, Candida albicans [4]
Enterobacter sp. NRG4  Fusarium moniliforme, Aspergillus niger, Mucor rouxi, Rhizopus nigricans [14]
Rhizobium sp.  Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Curvularia lunata, Fusarium oxysporum, F. udum [73]
Aeromonas hydrophila SBK1  Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum [27]
Aeromonas caviae Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum  [33]
Alcaligenes xylosoxydans Fusarium udum, Rhizoctonia bataticola [83]
Stenotrophomonas maltophilia  Fusarium oxysporum [74]
Serratia marcescens GPS 5 Phaeoisariopsis personata [41]
Serratia marcescens B2 Botrytis cinerea [72]

Tabela I
Bakterie produkujące chitynazy i ich wykorzystanie do zwalczania patogenów grzybowych (biofungicydy)

Bakterie Patogen grzybowy Piśmiennictwo
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działanie chitynaz wykazano również u szczepów bak-
terii należących do innych rodzajów, np. Vibrio pacini 
[4], Enterobacter sp. NRG4 [14], Serratia marcescens 
[41, 72], Rhizobium sp. [73], Aeromonas hydrophila 
SBK1 [27], Stenotrophomonas maltophilia [74] czy Aero­
monas caviae [33]. 

Bioinsektycydy
Aktualnie do walki ze szkodliwymi owadami naj-

powszechniej stosowane są syntetyczne insektycydy 
o  wysokiej klasie toksyczności (I, II, III klasa), co 
stwarza zagrożenie dla środowiska w tym roślin, zwie-
rząt i ludzi. Istnieje zatem wielka potrzeba opracowa-
nia skutecznych ale bezpiecznych metod zwalczania 
owadów. Bakterie produkujące chitynazy mogą być 
przydatne w opracowaniu bezpiecznych bioinsektycy-
dów, gdyż dzięki chitynazom,, hydrolizującym główny 
komponent ciała owadów, są w stanie uniemożliwić ich 
rozwój. Chociaż najczęściej wykorzystywane są w tym 
celu chitynazy produkowane przez grzyby, szczegól-
nie te atakujące owady, to jednak istnieją doniesienia 
o wykorzystaniu chitynaz bakteryjnych (Tab. II). 

Bakterie stanowią bardzo atrakcyjną alternatywę 
dla grzybów owadobójczych ze względu na ich szybsze 
tempo namnażania, a w konsekwencjizwiększenie szyb-
kości zabijania owadów. Owadobójcze działanie chity-
naz polega gównie na wspomaganiu i synergistycznym 
działaniu z produkowanymi przez bakterie toksynami. 
Przykładem takiego działania może być Bacillus spha­
ericus, który z powodzeniem stosowany jest od lat do 
zwalczania komarów. Jego skuteczność w niszczeniu 
larw komarów jest związana z produkcją krystalicznych 
toksyn binarnych [58]. Chitynaza z B. sphaericus może 
wspomagać toksyczność toksyny binarnej przeciwko 
larwom szkodnika światłówki Spodoptera exigua [48]. 
Endochitynaza ChiAII z S. marcescens podobnie jak 
same bakterie w połączeniu z białkiem endotoksyny 
CrylC z  B. thuringiensis również wykazują wysokie 
działanie owadobójcze wobec larw tego szkodnika [1, 
63]. Białka o aktywności chitynolitycznej wyizolowano 
z  pęcherzyków zewnątrzkomórkowych (outer mem-
brane vesicles – OMV) produkowanych przez bakterie 
Photorhabdus luminescens akhurstii oraz Xenorhab­

dus nematophilus i  wykazano ich aktywność bójczą 
przeciwko larwom słonecznicy orężówki po podaniu 
doustnym [39]. Skuteczne okazało się zastosowanie 
chitynaz produkowanych przez trzy szczepy promie-
niowców przeciwko Drosophila melanogaster w wyniku 
zakłócania tworzenia stadium poczwarki [22]. Badania 
przeprowadzone na entomopatogenicznych bakteriach 
B. thuringiensis skupiają się głównie na określaniu sku-
teczności pod względem dawki letalnej i wrażliwości 
poszczególnych stadiów rozwoju takich owadów jak 
tantniś krzyżowiaczek (Plutella xylostella), słonecz- 
nica orężówka (Helicoverpa armigera) czy Compsilura 
concinnata [16–17, 50].

Reasumując, bakterie chitynolityczne w charakterze 
biofungicydów czy bioinsektycydów w szeroko pojętym 
rolnictwie stanowią alternatywę dla chemicznych syn-
tetycznych środków ochrony roślin. Co więcej, dzięki 
inżynierii genetycznej udało się uzyskać rośliny transge-
niczne z przeniesionymi z bakterii genami kodującymi 
chitynazy, co zwiększyło ich odporność na patogeny 
grzybowe. Rośliny ryżu, do których wprowadzono gen 
chiC kodujący bakteryjną chitynazę z rodziny GH19 
były morfologicznie normalne i płodne, a dodatkowo 
charakteryzowały się zwiększoną odpornością na 
Magnaporthe grisea powodującą choroby liści [34]. 
Wprowadzenie do pszenicy genu kodującego chitynazę 
z Pseudomonas fluorescens P5 spowodowało zwiększe-
nie odporności tej rośliny na Gaeumannomyces grami­
nis var. tritici, a także ryżu i bawełny na R. solani [87]. 
W ostatnich latach zmieniło się jednak nastawienie do 
roślin transgenicznych dlatego ważniejsze wydaje się 
skupienie uwagi na możliwości zastosowania chitynaz 
jako biopestycydów do bezpośredniej ochrony roślin.

6. Wykorzystanie chitynaz w biotechnologii białej

Chitynazy mogą też znaleźć zastosowanie w bio-
technologii przemysłowej nazywanej białą, zajmującej 
się przetwarzaniem surowców odnawialnych, między 
innymi takich jak chityna.

Źródłem chityny jak już wspomniano są owoce 
morza w postaci odpadów poprodukcyjnych. Na te 

Streptomyces sp. Drosophila melanogaster [22]

Bacillus thuringiensis Plutella xylostella, Compsilura concinnata,
 Helicoverpa armigera [16, 17, 50]

Bacillus sphaericus Culex quinquefasciatus [5]
Bacillus sphaericus DL5789 Spodoptera exigua  [48]
Serratia marcescens Spodoptera littoralis [63]
Serratia marcescens Spodoptera littoralis [1]

Tabela II
Bakterie chitynolityczne wykorzystywane do zwalczania owadów

Bakteria Owady Piśmiennictwo
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odpady składają się głównie pancerzyki skorupia- 
ków, takich jak krewetki czy kraby. Ich degradacja 
zmniejsza zanieczyszczenie środowiska wodnego 
przez przemysł związany z produkcją owoców morza 
[31, 77]. Źródłem bakterii chitynolitycznych utylizują-
cych te odpady może być zarówno środowisko morskie, 
w tym odpady krewetkowe [78], a nawet gleba [79]. 
Wielokrotnie udowodniono skuteczność chitynaz pro-
dukowanych przez bakterie należące do rodzaju Bacil­
lus czy Pseudomonas w degradacji pancerzy krewetek 
czy krabów [7, 84–85] (Tab. III). 

Rekombinowane chitynazy wykorzystuje się do 
depolimeryzacji biomasy chityny, a bioaktywne mono 
czy oligosacharydy mają szerokie spektrum biotech-
nologicznych zastosowań, między innymi jako biona-
wozy [15, 66], lub substraty do produkcji kosmetyków 
[15]. Innym podejściem do efektywnego wykorzystania 
odpadów chityny jest wytwarzanie białka z pojedyn-
czych komórek (single cell protein – SCP), kiedy to 
produkty degradacji chityny służą jako źródła węgla 
lub substancji odżywczych do produkcji biomasy [64]. 

Obiektem zainteresowań biotechnologii białej są 
także grzyby w tym drożdże, które są wykorzystywane 
do produkcji protoplastów służących do badań nad 
syntezą ścian komórkowych oraz syntezą i wydziela-
niem enzymów. Dahiya i wsp. [13–14] wykazali, że chi-
tynazy z  Enterobacter sp. NRG4 są bardzo skuteczne 
w uzyskiwaniu protoplastów Trichoderma reesei, Pleu­
rotus florida, Agaricus bisporus czy A. niger. Kompleks 
enzymatyczny z Bacillus circulans WL-12 o wysokiej 
aktywności chitynazy skutecznie generował proto-
plasty Phaffia rhodozyma [35], natomiast chitynaza ze 
Streptomyces była zdolna do wytworzenia protoplastów 
Aspergillus oryzae i F. solani [71]. Proces uzyskiwania 
protoplastów grzybowych jest bardziej wydajny gdy ma 
miejsce współdziałanie chitynaz z β-1,3-glukanazami 
w tym procesie, bo jednocześnie hydrolizowane są dwa 
polisacharydy będące komponentami ściany komórko-
wej grzybów tj. chityna i glukan [18]. Dodanie oczysz-
czonej chitynazy A pozyskanej z Streptomyces cyaneus 

SP-27 do α-1,3-glukanazy z B. circulans KA-304 zwięk-
szyło wydajność tworzenia protoplastów z Schizophyl­
lum commune [89]. Mieszanina chitynazy  I i α-1,3-
glukanazy z B. circulans KA-304 zwiększyła wydajność 
uzyskiwania protoplastów S. commune [90].

7. Wykorzystanie chitynaz w biotechnologii czerwonej

Chitynazy są również w kręgu zainteresowań bio-
technologii czerwonej wykorzystywanej w ochronie 
zdrowia, szczególnie w zakresie produkcji nowych 
biofarmaceutyków. 

Produktem działania chitynaz są chitooligosa-
charydy, które są badane pod kątem wykorzystania 
medycznego. Potwierdzono antynowotworowe dzia-
łanie oligosacharydów polegające na zahamowaniu 
wzrostu lub ograniczeniu przerzutów nowotworów 
u myszy po podaniu N-acetylochitoheksozy [80, 82]. 
Chitynazy pochodzenia bakteryjnego również wyka-
zują działanie antynowotworowe. Chitynazy z Bacillus 
amyloliquefaciens V656 użyto do zhydrolizowania chi-
tozanu, a uzyskane hydrolizaty (GlcNAc)6 hamowały 
proliferację linii CT26 komórek raka okrężnicy [46]. 
Enzymy te również stanowią doskonały marker wielu 
groźnych chorób powodowanych przez bakterie m.in. 
przez Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes 
czy Pseudomonas aeruginosa [21]. 

Wiele chorób zakaźnych przenoszonych jest przez 
owady, a chitynazy jak już wspomniano mogą zostać 
wykorzystane do zwalczania komarów. Chitynaza 
z B. sphearicus może wspomagać toksyczność toksyny 
binarnej przeciwko Culex quinquefasciatus [5].

8. Podsumowanie

Kluczową rolę w rozwoju światowej gospodarki 
odgrywają biopolimery odnawialne. Chityna, drugi po 
celulozie najczęściej występujący biopolimer, jest nie 

Bacillus subtilis biodegradacja odpadów pancerzyki skorupiaków [7]
Bacillus cereus TKU006 biodegradacja odpadów pancerzyki skorupiaków [85]
Pseudomonas aeruginosa K-187  biodegradacja odpadów pancerzyki skorupiaków [84]
Streptomyces sp. uzyskiwanie protoplastów Aspergillus oryzae, Fusarium solani [71]
Streptomyces cyaneus SP-27 uzyskiwanie protoplastów Schizophyllum commune [89]
Bacillus circulans WL-12  uzyskiwanie protoplastów Phaffia rhodozyma [35]
Bacillus circulans KA-304 uzyskiwanie protoplastów Schizophyllum commune [90]

Enterobacter sp. NRG4 uzyskiwanie protoplastów Trichoderma reesei, Pleurotus florida, [14]
  Agaricus bisporus, A. niger

Tabela III
Bakterie chitynolityczne wykorzystywane w biotechnologii białej

Bakterie Proces Surowiec Piśmiennictwo
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tylko bogatym źródłem węgla, ale również azotu. Sko-
rupiaki stanowią potencjalnie największe źródło chityny, 
choć występuje ona również w ścianach komórkowych 
grzybów czy egzoszkielecie owadów. Degradacja chi-
tyny jest katalizowana w reakcji enzymatycznej przez 
chitynazy, które rozszczepiają wiązania β-glikozydowe 
pomiędzy węglem C1 i C4 dwóch sąsiednich N-acety-
loglukozamin. Są to enzymy powszechnie występujące 
w przyrodzie, jednak kluczową rolę w hydrolizie chityny 
odgrywają chitynazy bakteryjne, głównie ze względu 
na ich łatwiejsze pozyskiwanie, co stwarza ogromną 
możliwość wykorzystania ich w rolnictwie, przemyśle 
czy medycynie. Chitynazy bakteryjne jak i  produkty 
ich działania, chitooligomery mogą być wykorzystane 
w  biotechnologii zielonej jako biopestycydy do zwal-
czania grzybów (biofungicydy) oraz owadów (bioinsek-
tycydy), a także w biotechnologii białej, do degradacji 
odpadów, czy wreszcie w biotechnologii czerwonej 
głównie do produkcji biofarmaceutyków. Ze względu 
na szerokie spektrum wykorzystania chitynaz poznanie 
dokładnego mechanizmu ich działania może przyczynić 
się do powiększenia potencjału aplikacyjnego chitynaz. 
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