POST. MIKROBIOL.,
2017, 56, 3, 306-315
http://www.pm.microbiology.pl

CHITYNAZY BAKTERYJNE
I ICH WYKORZYSTANIE W BIOTECHNOLOGII

Anna Kisiel ¥, Ewa Kepczynska'

! Katedra Biotechnologii Roélin, Wydziat Biologii, Uniwersytet Szczecinski

Wplyneto w styczniu 2017 1.
Zaakceptowano w marcu 2017 .

1. Wprowadzenie. 2. Zrédla chityny i jej struktura. 3. Chitynazy - budowa i dzialanie. 4. Bakterie produkujace chitynazy. 5. Rola chitynaz
bakteryjnych w biotechnologii zielonej. 6. Wykorzystanie chitynaz w biotechnologii bialej. 7. Wykorzystanie chitynaz w biotechnologii
czerwonej. 8. Podsumowanie

Bacterial chitinases and their application in biotechnology

Abstract: Chitin, an insoluble linear B-1,4-linked polymer of N-acetylglucosamine, is the second most abundant polysaccharide in
nature after cellulose. It is present in cell walls of several fungi, exoskeletons of insects and crustacean shells. Enzymatic hydrolysis of this
polysaccharide is carried out in the presence of glycoside hydrolases-chitinases. They are produced by microorganisms, insects, plants,
and animal, but it is the bacterial chitinases which play a fundamental role in degradation of the chitin. Chitinases and their products,
chito-oligomers, have been of interest in recent years due to their wide range of applications in agriculture, medicine and industry. This
review focuses on the enzymatic properties of the bacterial chitinases and their potential applications in various kinds of biotechnology.

1. Introduction. 2. Sources of chitin and its structure. 3. Chitinases — structure and function. 4. Chitinase - producing bacteria. 5. The role
of bacterial chitinases in green biotechnology. 6. Application of chitinases in white biotechnology. 7. Application of chitinases in red
biotechnology. 8. Summary
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1. Wprowadzenie

Obecnie biotechnologia mikroorganizméw to gtéw-
ny komponent globalnego przemystu gtéwnie farma-
ceutycznego, spozywczego, chemicznego i rolniczego.
Dzigki zdolnosciom do przeprowadzania procesdéw
syntezy i degradacji réznego rodzaju zwigzkéw mikro-
organizmy staly sie obiektem zainteresowania mie-
dzy innymi biotechnologii zielonej, czerwonej i bialej.
Odgrywaja kluczowa role w degradacji biopolimerow
odnawialnych, takich jak celuloza, hemiceluloza, lignina
i chityna, do prostych oligomeréw czy cukréw mono-
merycznych, ktére moga zosta¢ wykorzystane bezpo-
$rednio w przemysle ale moga tez by¢ dalej metaboli-
zowane przez mikroorganizmy. Spo$rdd tych surowcow
odnawialnych chityna jest niezwykle wartosciowym bio-
polimerem, drugim po celulozie pod wzgledem wyste-
powania w przyrodzie (10'°-10" ton rocznie), stanowig-
cym bogate zrédlo wegla i azotu. Jest homopolimerem
prostego cukru (N-acetyloglukozaminy) i wymaga
specyficznych enzymoéw, chitynaz, do jej hydrolizy.
Produkty hydrolizy moga znalez¢ zastosowanie m.in.
w rolnictwie, przemysle spozywczym, farmacji, medy-
cynie czy gospodarce odpadami. Gléwnym zrédlem
chitynaz sa drobnoustroje, ktore chityne wykorzystuja
jako zrédlo sktadnikéw pokarmowych [11]. Enzymy

te wystepuja rowniez u roslin, gdzie pelnig rézne funk-
cje podczas wzrostu i rozwoju [42]. Spelniaja rowniez
funkcje obronng przed patogenami grzybowymi nie
tylko u roélin [36], ale réwniez u zwierzat [9], a podczas
infekcji wywolanej przez wirusy, bakterie czy grzyby
uznawane sg za czynniki wirulencji [21, 52].

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

2. Zrédta chityny i jej struktura

Chityna razem z celuloza nalezy do najczgsciej
wystepujacych w przyrodzie polimerow. Jest sktad-
nikiem $cian komérkowych grzybow, egzoszkieletow
i ostonek jaj stawonogéow (owadow i skorupiakow),
powlok nicieni, a takze muszli mieczakow. Wystepuje
gléwnie w kompleksach z biatkami lub innymi polisa-
charydami, jak np. -1,3-glukanem, bedacym réwniez
budulcem $cian komoérkowych grzybéw [36]. Skoru-
piaki stanowig potencjalnie najwigksze zrodlo chityny,
co warto podkresli¢, uznawanej za odpad poproduk-
cyjny stanowigcy nawet 75% calkowitej wagi skorupia-
koéw 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,
ktéry w poréwnaniu do celulozy, jest nie tylko bogatym
zrodlem wegla, ale takze i azotu [25, 52].

Chityna jest nierozgatezionym polimerem {3-1,4-N-
acetyloglukozaminy (GlcNAc), polaczonej wigzaniami
B-1,4-glikozydowymi. Jest ona swa budowg zblizona do
celulozy jednak zamiast grupy hydroksylowej (-OH)
przy C2 posiada grupe acetyloaminowa (NH.CO.CH3).
Jest to polisacharyd krystaliczny wystepujacy w natu-
rze w trzech postaciach: a-chityny, B-chityny i y-chityny
[43]. a-Chityna jest najbardziej rozpowszechniong, izo-
morficzng i zwarta forma ze wzgledu na antyréwnolegte
rozmieszczenie fancuchéw chityny, co sprzyja tworzeniu
silnych wigzan wodorowych. f-Chityna jest luzno upa-
kowana, a fancuchy ulozone s3 w sposéb réwnolegly,
w wiekszej odleglosci od siebie, o stabszych sitach miedzy-
czasteczkowych, ktore powoduja, ze jest to forma mniej
stabilna [62]. Ponadto nie jest mozliwa synteza -chityny
z roztworu w warunkach in vitro [88]. Mieszaning obu
tych form jest natomiast polimorficzna y-chityna.

3. Chitynazy - budowa i dzialanie

Chitynazy, sa szeroko rozpowszechnionymi biat-
kami enzymatycznymi nalezacymi do wigkszej grupy
enzymatycznej — hydrolaz glikozydowych (GH). Do tej
grupy naleza wszystkie enzymy hydrolizujace wigza-
nia glikozydowe w polisacharydach, oligosacharydach
i glikozydach. Jest to bardzo liczna grupa i w oparciu

chitobiozydaza
(EC 3. 2 1.29)
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o sekwencje aminokwasowe ich domen katalitycznych
podzielono je na ponad 115 rodzin. Chitynazy przypo-
rzagdkowano do rodziny 18, 19, 20 i 48 hydrolaz gliko-
zydowych [36, 42].

Chitynaza katalizuje hydroliz¢ wiazan (-glikozy-
dowych pomiedzy weglem C1 i C4 dwoéch sasiednich
N-acetyloglukozamin w tancuchu chityny - Rys. 1 [18,
57]. Ze wzgledu na mechanizm dziatania wyodrebniono
dwa rodzaje chitynaz: endochitynazy (EC3.2.1.14)
i egzochitynazy (EC 3.2.1.52) [65, 67]. Endochitynazy
rozszczepiaja wigzania losowo wewnatrz polimeru chi-
tyny, tworzac rozpuszczalne oligomery N-acetylogluko-
zaminy (GlcNAc), o malej masie czasteczkowej, takie
jak chitotetroza, chitotrioza i dimer N,N’-diacetylochi-
tobioza. Natomiast egzochitynazy mozemy podzieli¢
na dwie podkategorie: chitobiozydazy (EC3.2.1.29),
obecnie zwane tez N-acetyloheksozoaminidazami
(EC3.2.1.52), ktére katalizujg stopniowe uwalnianie
N,N’-diacetylochitobiozy dziatajac od niezreduko-
wanego konca mikrofibryli chityny oraz 1-4-p-N-
acetylglukozoaminidazy (EC 3.2.1.30), ktére rozszcze-
piaja produkty oligomeryczne powstale w wyniku
dzialania endochitynaz i chitobiozydaz generujac przy
tym monomery GlcNAc bez mono- lub oligosachary-
déw [11, 55, 57] (Rys. 1). Bakterie majg zdolnos¢ do
catkowitej degradacji chityny. Powstale we wcze$niej-
szych etapach hydrolizy chityny czasteczki N-acety-
loglukozaminy sa hydrolizowane przez transferaze
acetyloglukozaminy do glukozaminy, a nastgpnie do

endochitynaza
(EC 3 2.1.14)
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octanu, amoniaku i fruktozo-6-fosforanu dzieki obec-
nosci transferazy glukozamino-6-fosforanu [12, 37].

Wiele organizméw ma zdolno$¢ do syntezy enzy-
moéw chitynolitycznych. Na podstawie podobienstwa
sekwencji aminokwasowych chitynaz z réznych orga-
nizmoéw zostaly podzielone na pie¢ podstawowych klas
i przypisane do rodziny 18, 19 i 20 hydrolaz glikozylo-
wych. Bakterie wytwarzaja chitynazy nalezace gtéwnie
do rodziny GH 18 a niektdre bakterie z rodzaju Strep-
tomyces do GH 19 [44]. Do rodziny GH 18 zaliczane sg
réwniez wszystkie chitynazy grzybowe [29], podobnie
jak chitynazy wytwarzane przez owady [91]. Sekwencje
kodujace chitynazy z tej rodziny sa réwniez szeroko
rozpowszechnione u wiruséw oraz u zwierzat i roélin
wyzszych. Natomiast chitynazy z rodziny GH 19 wyste-
puja gtéwnie u roslin wyzszych i jak juz wspomniano
u niektdrych bakterii [36, 42]. Uwaza sie, ze rozne jest
pochodzenie tych 2 rodzin hydrolaz poniewaz réznig
sie sekwencja aminokwasowa, strukturg tréjwymia-
rowa (3D), oraz mechanizmem molekularnym reakcji
katalitycznych [56, 86]. Chitynazy zaklasyfikowano
jako enzymy zachowujace (GH 18) lub inwertujgce
(GH 19) konfiguracje na anomerycznym atomie wegla
w powstatym produkcie [6]. Do rodziny 20 hydrolaz
glikozydowych nalezg N-acetyloglukozoaminidazy bak-
teryjne, grzybowe lub ludzkie [13, 57].

Struktura chitynaz bakteryjnych zlozona jest z sek-
wencji sygnalnej, domeny katalitycznej, domeny wig-
z3cej chityne oraz domeny fibronektyny III lub regionu
bogatego w seryne badz treoning [57]. Domeny kata-
lityczne odgrywaja gléwng role w procesie hydrolizy
chityny, jednak w zaleznosci od rodziny hydrolaz
réznig sie struktura przestrzenna. Bakteryjne chity-
nazy z rodziny GH 18 posiadaja domen¢ katalityczna
(CatD-catalytic domain) w formie 8 faldowan typu
(B/a) TIM-barrel (beczutka) z resztami katalitycznymi
na B-koncu nr 4; domeny wigzacej chityne (CHBD -chi-
tin-binding domain); a takze domeny fibronektyny III
(fibronectins ITI domain — FnlII) lub kadheryny. Z kolei
domeny katalityczne chitynaz nalezacych do GH 19 sa
bogate w struktury a-helikalne [38]. Obecno$¢ domeny
wigzacej chityne zwigksza powinowactwo do sub-
stratu i wydajno$¢ hydrolizy chityny, co wskazuje na
kluczows role tych domen [51]. Domeny FnlII, nato-
miast nie wydaja si¢ by¢ bezposrednio zaangazowane
w wiagzanie chityny, ale moga by¢ istotne dla aktywnosci
enzymu, prawdopodobnie wplywajgc na jego wiasci-
wosci i strukture oraz lokalizacje przestrzenng domeny
katalitycznej i domeny wiazacej chityne [88].

W oparciu o homologie sekwencji oraz réznice
w strukturze chitynazy z rodziny GH 18 zostaly podzie-
lone na trzy podrodziny A, B, i C. Podrodzina A posiada
dodatkowy region faldowania P+a, ktéry poglebia
szczeling centrum aktywnego. Takiego dodatkowego
regionu nie posiadaja podrodziny B i C [75].
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Chitynazy sg bardzo zréznicowang grupa enzymow.
Roéznig sie od siebie rozmiarem, od 20 kDa do okoto
120kDa przy czym wielko$¢ wiekszosci bakteryjnych
chitynaz miesci sie¢ w zakresie od ~20 do 60 kDa. Dla
poréwnania wielko$¢ chitynaz roélinnych miesci sie
w zakresie ~ 25-40 kDa, natomiast owadzich w zakresie
~40-85kDa. Rowniez optimum temperaturowe i pH
ich dzialania jest bardzo zrdznicowane i zalezy glow-
nie od zrédta pozyskania bakterii. Optymalna tempe-
ratura dzialania chitynaz bakteryjnych waha si¢ zwykle
w przedziale 40-50°C, cho¢ chitynazy z Streptomyces sp.
M-20 dziataja w 30°C [40], a chitynazy termostabilne
moga dziata¢ nawet w 80°C, jak chitynaza z Streptomy-
ces thermoviolaceus OPC-520 [81]. Wigkszo$¢ chitynaz
optimum aktywnosci osiagga w pH kwasnym lub obo-
jetnym, ale wiele bakterii produkuje enzymy dziatajace
nawet w zakresie pH od 8 do 10, w tym wczesniej juz
wspomniany S. thermoviolaceus OPC-520 [81].

Tak szerokie spektrum temperatur i pH w ramach
ktorych chitynazy bakteryjne wykazuja optimum aktyw-
nosci stwarza duzy problem z okresleniem poziomu tej
aktywnosci, ale przede wszystkim daje mozliwos¢ ich
szerokiego aplikacyjnego zastosowania do réznych pro-
cesow zachodzacych w odmiennych warunkach.

4. Pozyskanie chitynaz bakteryjnych, optymalizacja
warunkow hydrolizy i oznaczanie aktywnosci

Izolacja ze srodowiska bakterii produkujacych chi-
tynazy nie jest procesem skomplikowanym, poniewaz
polega gléwnie na dodaniu chityny koloidalnej do pod-
tozy izolacyjnych. Najczesciej bakterie chitynolityczne
izolowane sg z gleby. Przy czym Gram-dodatnie pro-
mieniowce (Actinomycetes), w szczegdlnosci te nalezace
do rodzaju Streptomyces sa potencjalnie najwiekszym
zrodtem zewnatrzkomodrkowych endo- i egzochitynaz.
Oprécz promieniowcdw obecno$¢ chitynaz stwier-
dzono réwniez u bakterii z rodzaju Bacillus, Pseudomo-
nas, Serratia, Enterobacter, Aeromonas, a takze Vibrio
czy Stenotrophomonas 21, 52].

Wykazanie obecnosci chitynaz u bakterii jest pierw-
szym etapem w dlugotrwalym procesie jakim jest
optymalizacja warunkow dzialania enzymu, co jest
konieczne do okreslenia jego potencjalu aplikacyj-
nego. Jak juz wspomniano jest to grupa enzymow bar-
dzo zréznicowania pod wzgledem optimum dzialania.
Dlatego konieczne jest dopracowanie warunkoéw reakeji
enzymatycznej w celu uzyskania jak najwiekszej wydaj-
nos$ci. Zwigkszenie aktywnosci chitynaz bakteryjnych
uzyskuje sie poprzez dodatek do pozywek substratow
dla chitynazy, chityny koloidalnej, chito-oligosacha-
ryddw czy elementdéw $cian komorkowych grzybow,
a nawet N-acetyloglukozaminy [24, 26]. Gomaa [24]
wykazal, ze na aktywnos¢ chitynaz u Bacillus thurin-



CHITYNAZY BAKTERYJNE I ICH WYKORZYSTANIE W BIOTECHNOLOGII

giensis i Bacillus licheniformis wplyw majg czas i tem-
peratura inkubacji, pH pozywki, stezenie substratu.
Najwyzsza aktywnos¢ tego enzymu stwierdzono
w 5 dniu inkubacji. Takg samg zaleznos¢ zaobserwo-
wano dla Streptomyces sp. NK1057 [54]. Opdznienie
takie moze wynikac z faktu, ze chityna jest zwigzkiem
o wysokiej masie czasteczkowej i organizmy potrzebuja
dluzszego czasu do jego roztozenia. Wielokrotnie row-
niez potwierdzono wplyw zastosowania réznych zrodet
wegla czy azotu na aktywnos¢ chitynolityczng. General-
nie dodatek glukozy jest uznawany za represor syntezy
chitynaz, w tym réwniez ekspresji genéw kodujacych
te enzymy [19]. Z kolei dodatek organicznego zrdédia
azotu, jak np. kazeiny odbija sie korzystniej na aktyw-
nosci chitynaz niz zastosowanie zwigzkéw nieorga-
nicznych [24, 83]. Dopasowanie sktadu pozywek oraz
warunkow hodowli (temperatura i pH) moze spowodo-
wac nawet 20-krotny wzrost aktywnosci chitynaz [24].
Aktywno$¢ chitynaz oznaczana jest réznymi meto-
dami przy czym najczesciej wykorzystywana jest
metoda kolorymetryczna, wiskozymetryczna i radio-
chemiczna. Metoda kolorymetryczna oparta jest na
okreslaniu  monomeréw N-acetylo-D-glukozaminy,
uwalnianych z koloidalnej chityny w warunkach utle-
niajacych. Najczgsciej stosowanym sposobem mie-
rzenia zawartoéci cukrow redukujgcych jest metoda
Schales z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (DNS)
i zelazocyjankiem [68]. Nastepnie spektrofotometrycz-
nie mozna oznaczy¢ zmiane zabarwienia wynikajaca
z redukgji zelazocyjanku. Jest to metoda stosunkowo
prosta, ale posiada wiele wad, jak niewrazliwo$¢ przy
niskich stezeniach, niska specyficzno$¢, a ponadto
diugi czas reakcji, czy konieczno$¢ podgrzewania
mieszaniny reakcyjnej, ktore z kolei utrudniajg zasto-
sowanie tej metody w badaniach wysokoprzepusto-
wych [20]. W metodzie wiskozymetrycznej aktywnos¢
chitynazy ocenia si¢ poprzez monitorowanie zmian
lepkosci rozpuszczonych pochodnych chityny, takich
jak glikol etylenowy chityny, karboksymetylochityna
i 6-O-hydroksypropylochityna. Metoda ta jest bar-
dziej czula do oznaczania aktywnosci endochitynaz
niz inne metody, jednak jej skuteczno$¢ silnie zalezy
od stopnia polimeryzacji substratow jak i sity jonowej
i pH roztworu [32]. Metoda radiochemiczna wykorzy-
stuje znakowang trytem chityne. Aktywnos¢ chitynazy
bada si¢ przez ustalenie radioaktywnosci powstatych
rozpuszczalnych w wodzie, chito-oligosacharydow. Jest
to najbardziej czuly sposéb jednak wymagajacy spe-
cjalistycznego sprzetu. Do oceny aktywnosci chitynaz
mozliwe jest rowniez wykorzystanie detekeji substratu
i produktéw dzialania enzymu oparta o spektrometrie
masowg z jonizacjg probki (MALDI-TOFF MS). Jest to
metoda najbardziej wydajna, poniewaz wymaga jedynie
2 ul proby, jest wysokoprzepustowa i w zwigzku z tym
mozna jg wykorzysta¢ na skale przemyslowg [60].
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5. Rola chitynaz bakteryjnych w biotechnologii
zielonej

Bakterie zdolne do hydrolizy chityny moga by¢
wykorzystane w biotechnologii zielonej jako biopesty-
cydy do zwalczania grzybéw (biofungicydy) oraz owa-
déw (bioinsektycydy).

Biofungicydy

Wiadomo, Ze grzyby naleza do najgrozniejszych
czynnikow chorobotwdrczych powodujacych ogromne
straty w rolnictwie. W celu ograniczenia ich rozwoju
stosuje si¢ powszechnie syntetyczne zwigzki chemiczne
zwane fungicydami. Alternatywa dla nich sg biofungi-
cydy, do ktérych zalicza si¢ mikroorganizmy. Moga one
ograniczy¢ rozwdj chordb grzybowych poprzez pro-
dukcje substancji biologicznie czynnych, w tym réw-
niez enzymow trawigcych $ciany komérkowe grzybow.
Do mikroorganizméw wykorzystujacych ten mecha-
nizm nalezy zaliczy¢ bakterie produkujgce chitynazy
zdolne do zwalczania grzybow [69, 76] nalezacych do
rodzajow: Fusarium, Penicillium, Alternaria, Botrytis,
Cladosporium, Aspergillus, Rhizoctonia Phytophthora,
Pythium czy Colletotrichum, powodujacych duze straty
w rolnictwie. Wsrod bakterii najczesciej wykorzystywa-
nych jako biofungicydy wystepuja bakterie z rodzaju
Streptomyces, Bacillus czy Pseudomonas (Tab. I).

Prapagdee i wsp. [59] wykazali ograniczenie rozwoju
grzybow Colletotrichum gloeosporioides i Sclerotium
rolfsii wykorzystujac przesacz kultury wyizolowanego
z ryzosfery szczepu Streptomyces hygroscopicus SRA14,
gléwnie ze wzgledu na obecnos¢ zewnatrzkomorkowej
chitynazy. Nagpure i wsp. [53] potwierdzili, ze szczep
Streptomyces sp. MT7, zdolny do produkgji chitynaz byt
skuteczny w ograniczeniu rozwoju grzybéw powodu-
jacych gnicie drewna. Choudhary i wsp. [10] wykazali,
ze szczep S.exfoliatus MT9 ogranicza rozwdj wielu
patogenow owocoéw. Rowniez wiele bakterii z rodzaju
Bacillus hamuje wzrost grzybow wykorzystujac do tego
celu chitynazy. Na przyktad, B. thuringiensis spp. col-
meri hamowal wzrost wielu fitopatogenéw m.in., Rhi-
zoctonia solani, Botrytis cinerea, Penicillium glaucum
i Sclerotinia fuckeliana [47]. Chitynazy z Bacillus cereus
QQ 308 hamowaly wzrost patogenicznych grzybdow,
takich jak Fusarium oxysporum, Fusarium solani oraz
Pythium ultimum [8]. Inny szczep B. cereus CH2 dzieki
chitynazom hamowat kietkowanie zarodnikoéw Verti-
cillium dahliae, co uniemozliwilo dalszy rozwdj tego
grzyba i zabezpieczylo baklazana przed wigdnigciem
naczyniowym wywolywanym przez tego grzyba [45].
Inny szczep z tego samego gatunku B. cereus 108, jak
i B. thuringiensis UM96 hamowal rozwdj powszechnie
wystepujacego B. cinerea odpowiedzialnego za gnicie
owocOw i obumieranie kwiatow [28, 49]. Rowniez
szczepy nalezace do B. circulans czy B. pumilus maja
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Tabela I
Bakterie produkujace chitynazy i ich wykorzystanie do zwalczania patogendw grzybowych (biofungicydy)

Bakterie Patogen grzybowy Pi$miennictwo
Streptomyces sp. M-20 Botrytis cinerea [40]
Streptomyces sp. MT7 Phanerochaete 'chrysosporzum, Scﬁzzqghyllurf? commune, Gleoph){llum trabeum, (53]

Polyporus agaricans, Polyporus friabilis, Coriolus versicolor, Postia placenta
Streptomyces sp. NK1057 Fusarium oxysporum [54]
. m.in. grzyby z rodzajow Alternaria, Aspergillus niger, Botryodiplodia,
Strept liatus MT9
reptomyces exfoliatus Colletotrichum, Fusarium, Geotrichum, Penicillium, Phoma, Rhizopus [10]
Streptomyces griseus Fus.arzum solanz', E oxysporum, F. moniliforme, Colletotrichum dematium, (61]
Rhizopus stolonifer
e Pythium aphanidermatum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
Strept d
reptomyces viridificans Colletotrichum dematium [26]
Streptomyces hygroscopicus SRA14 | Colletotrichum gloeosporioides, Sclerotium rolfsii [59]
Bacillus thuringensis NM101-19 m.lr}.grzyby z rodzbajow haz'octonza, Trichoderma harzianum, Fusarium, [24]
Penicillum, Aspergillus, Pythium
Bacillus thuringiensis spp. colmeri Rhizoctonia solam,' B.otrym c.merea, Penicillium chrysogenum, P. piricola, (47]
P, glaucum, Sclerotinia fuckelian
Bacillus thuringiensis UM96 Botrytis cirenea [49]
Bacillus licheniformis NM120-17 m.lr}.grzyby z rodzbajow haz'octonza, Trichoderma harzianum, Fusarium, [24]
Penicillum, Aspergillus, Pythium
Bacillus circulans GRS 243 Phaeoisariopsis personata [41]
Bacillus cereus CH2 Verticillium dahliae [45]
Bacillus cereus 108 Botrytis cinerea [28]
Bacillus cereus YQQ 308 Fusarium oxysporum, F. solani, Pythium ultimum (8]
Bacillus pumilus SG2 Fu.sarzum graminearum, Magfmporthe‘grzsea‘, Sclerotinia sclerotiorum, 23]
Trichoderma reesei, Botrytis cinerea, Bipolaris sp.
Fluorescencyjne Pseudomonas | Fusarium oxysporum fa. sp. dianthi (2]
Fluorescencyjne Pseudomonas | Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani (3]
. Botrytis cirenea, Rhizoctonia solani, Diaporthe phaseolorum,
Fl Pseud
Horescencyyne Fseudomonas 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, E 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]

zdolnos¢ do hamowania rozwoju patogenéw grzybo-
wych wywolujacych m.in. wiedniecie czy zgnilizny
[23, 41]. Innym bogatym zrédlem chitynaz sg bakte-
rie z rodzaju Pseudomonas, a w szczegdlnosci szczepy
fluorescencyjne. Chitynazy z bakterii fluorescencyjnych
z rodzaju Pseudomonas jak i same bakterie zapobiegaly
rozprzestrzenianiu F oxysporum fa. sp. dianthi, grzyba
powodujacego wigdniecie gozdzika [2] oraz grzybow
B. capsici cinerea, R.solani, Diaporthe phaseolorum
i Colletotrichum lindemuthianum wywolujacych m.in.

zgnilizny, raki czy antraknozy [30]. Chitynazy produko-
wane przez szczepy Pseudomonas wyizolowane z ryzos-
tery ciecierzycy (Cicer arietinum L.) i fasoli zlotej (Vigna
radiata L.) wykazaly zdolno$¢ hamowania wzrostu
grzybni Pythium aphanidermatum i R. solani w warun-
kach in vitro [70]. Stwierdzono réwniez synergiczny
efekt chitynaz oraz B-1,3-glukanaz wytwarzanych
przez fluorescencyjne szczepy Pseudomonas na zaha-
mowanie wzrostu grzybow Phytophthora capsici czy
R. solani wywotujacych zgnilizny [3]. Przeciwgrzybowe
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dzialanie chitynaz wykazano réwniez u szczepow bak-
terii nalezacych do innych rodzajow, 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 s3 syntetyczne insektycydy
o wysokiej klasie toksycznoséci (I, II, III klasa), co
stwarza zagrozenie dla srodowiska w tym roslin, zwie-
rzat i ludzi. Istnieje zatem wielka potrzeba opracowa-
nia skutecznych ale bezpiecznych metod zwalczania
owadow. Bakterie produkujace chitynazy moga by¢
przydatne w opracowaniu bezpiecznych bioinsektycy-
déw, gdyz dzigki chitynazom,, hydrolizujagcym gtéwny
komponent ciala owaddw, sg w stanie uniemozIliwi¢ ich
rozwdj. Chociaz najczesciej wykorzystywane sg w tym
celu chitynazy produkowane przez grzyby, szczegol-
nie te atakujace owady, to jednak istnieja doniesienia
o wykorzystaniu chitynaz bakteryjnych (Tab. II).

Bakterie stanowig bardzo atrakcyjng alternatywe
dla grzybow owadobojczych ze wzgledu na ich szybsze
tempo namnazania, a w konsekwencjizwigkszenie szyb-
kosci zabijania owadow. Owadobdjcze dzialanie chity-
naz polega géwnie na wspomaganiu i synergistycznym
dzialaniu z produkowanymi przez bakterie toksynami.
Przyktadem takiego dziatania moze by¢ Bacillus spha-
ericus, ktory z powodzeniem stosowany jest od lat do
zwalczania komardw. Jego skutecznos¢ w niszczeniu
larw komardw jest zwigzana z produkcjg krystalicznych
toksyn binarnych [58]. Chitynaza z B. sphaericus moze
wspomagaé toksyczno$¢ toksyny binarnej przeciwko
larwom szkodnika $wiattéwki Spodoptera exigua [48].
Endochitynaza ChiAll z S.marcescens podobnie jak
same bakterie w polaczeniu z bialkiem endotoksyny
CrylC z B. thuringiensis réwniez wykazuja wysokie
dziatanie owadobojcze wobec larw tego szkodnika [1,
63]. Biatka o aktywnosci chitynolitycznej wyizolowano
z pecherzykow zewngtrzkomorkowych (outer mem-
brane vesicles - OMV) produkowanych przez bakterie
Photorhabdus luminescens akhurstii oraz Xenorhab-
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dus nematophilus 1 wykazano ich aktywnos$¢ bdjcza
przeciwko larwom stonecznicy orezéwki po podaniu
doustnym [39]. Skuteczne okazalo si¢ zastosowanie
chitynaz produkowanych przez trzy szczepy promie-
niowcow przeciwko Drosophila melanogaster w wyniku
zaktdcania tworzenia stadium poczwarki [22]. Badania
przeprowadzone na entomopatogenicznych bakteriach
B. thuringiensis skupiajg sie gléwnie na okreslaniu sku-
tecznosci pod wzgledem dawki letalnej i wrazliwosci
poszczegolnych stadidw rozwoju takich owaddw jak
tantni$ krzyzowiaczek (Plutella xylostella), stonecz-
nica orezoéwka (Helicoverpa armigera) czy Compsilura
concinnata [16-17, 50].

Reasumujac, bakterie chitynolityczne w charakterze
biofungicydéw czy bioinsektycydéw w szeroko pojetym
rolnictwie stanowig alternatywe dla chemicznych syn-
tetycznych $rodkéw ochrony roélin. Co wiecej, dzieki
inzynierii genetycznej udalo si¢ uzyskac rosliny transge-
niczne z przeniesionymi z bakterii genami kodujacymi
chitynazy, co zwiekszyto ich odporno$¢ na patogeny
grzybowe. Roéliny ryzu, do ktérych wprowadzono gen
chiC kodujacy bakteryjng chitynaze z rodziny GH19
byty morfologicznie normalne i ptodne, a dodatkowo
charakteryzowaly si¢ zwigkszong odpornoscia na
Magnaporthe grisea powodujaca choroby lisci [34].
Wprowadzenie do pszenicy genu kodujgcego chitynaze
z Pseudomonas fluorescens P5 spowodowato zwieksze-
nie odpornosci tej rosliny na Gaeumannomyces grami-
nis var. tritici, a takze ryzu i bawelny na R. solani [87].
W ostatnich latach zmienito si¢ jednak nastawienie do
roélin transgenicznych dlatego wazniejsze wydaje sie
skupienie uwagi na mozliwosci zastosowania chitynaz
jako biopestycydow do bezposredniej ochrony roslin.

6. Wykorzystanie chitynaz w biotechnologii bialej

Chitynazy moga tez znalez¢ zastosowanie w bio-
technologii przemystowej nazywanej biala, zajmujacej
sie przetwarzaniem surowcow odnawialnych, miedzy
innymi takich jak chityna.

Zrodlem chityny jak juz wspomniano s3 owoce
morza w postaci odpadéw poprodukcyjnych. Na te

Tabela II
Bakterie chitynolityczne wykorzystywane do zwalczania owadow
Bakteria Owady Pismiennictwo
Streptomyces sp. Drosophila melanogaster [22]
Bacillus thuringiensis Plulfellu xylostella., Compsilura concinnata, (16, 17, 50]
Helicoverpa armigera
Bacillus sphaericus Culex quinquefasciatus (5]
Bacillus sphaericus DL5789 | Spodoptera exigua [48]
Serratia marcescens Spodoptera littoralis [63]
Serratia marcescens Spodoptera littoralis [1]
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Tabela ITI
Bakterie chitynolityczne wykorzystywane w biotechnologii biatej

Bakterie Proces Surowiec Pi$miennictwo
Bacillus subtilis biodegradacja odpadow pancerzyki skorupiakow [7]
Bacillus cereus TKU006 biodegradacja odpadow pancerzyki skorupiakéw [85]
Pseudomonas aeruginosa K-187 | biodegradacja odpadéw pancerzyki skorupiakéw [84]
Streptomyces sp. uzyskiwanie protoplastéw | Aspergillus oryzae, Fusarium solani [71]
Streptomyces cyaneus SP-27 uzyskiwanie protoplastow | Schizophyllum commune [89]
Bacillus circulans WL-12 uzyskiwanie protoplastow | Phaffia rhodozyma [35]
Bacillus circulans KA-304 uzyskiwanie protoplastéw | Schizophyllum commune [90]
Enterobacter sp. NRG4 uzyskiwanie protoplastow ZZ:?ZZ?Z:’S;;i:f:ij.)l:izzmsﬂ orida, [14]

odpady skladaja si¢ gléwnie pancerzyki skorupia-
kow, takich jak krewetki czy kraby. Ich degradacja
zmniejsza zanieczyszczenie S$rodowiska wodnego
przez przemyst zwigzany z produkcja owocéw morza
[31, 77]. Zrodlem bakterii chitynolitycznych utylizuja-
cych te odpady moze by¢ zaréwno srodowisko morskie,
w tym odpady krewetkowe [78], a nawet gleba [79].
Wielokrotnie udowodniono skutecznos¢ chitynaz pro-
dukowanych przez bakterie nalezace do rodzaju Bacil-
lus czy Pseudomonas w degradacji pancerzy krewetek
czy krabow [7, 84-85] (Tab. III).

Rekombinowane chitynazy wykorzystuje si¢ do
depolimeryzacji biomasy chityny, a bioaktywne mono
czy oligosacharydy majg szerokie spektrum biotech-
nologicznych zastosowan, mi¢dzy innymi jako biona-
wozy [15, 66], lub substraty do produkcji kosmetykow
[15]. Innym podejsciem do efektywnego wykorzystania
odpadéw chityny jest wytwarzanie bialka z pojedyn-
czych komorek (single cell protein — SCP), kiedy to
produkty degradacji chityny stuza jako zrodla wegla
lub substancji odzywczych do produkcji biomasy [64].

Obiektem zainteresowan biotechnologii bialej sa
takze grzyby w tym drozdze, ktére sa wykorzystywane
do produkgji protoplastéw stuzacych do badan nad
synteza $cian komoérkowych oraz syntezg i wydziela-
niem enzymow. Dahiya i wsp. [13-14] wykazali, ze chi-
tynazy z Enterobacter sp. NRG4 sg bardzo skuteczne
w uzyskiwaniu protoplastow Trichoderma reesei, Pleu-
rotus florida, Agaricus bisporus czy A. niger. Kompleks
enzymatyczny z Bacillus circulans WL-12 o wysokiej
aktywnosci chitynazy skutecznie generowal proto-
plasty Phaffia rhodozyma [35], natomiast chitynaza ze
Streptomyces byla zdolna do wytworzenia protoplastow
Aspergillus oryzae i F solani [71]. Proces uzyskiwania
protoplastow grzybowych jest bardziej wydajny gdy ma
miejsce wspoltdzialanie chitynaz z B-1,3-glukanazami
w tym procesie, bo jednoczesnie hydrolizowane sg dwa
polisacharydy bedace komponentami $ciany komérko-
wej grzybow tj. chityna i glukan [18]. Dodanie oczysz-
czonej chitynazy A pozyskanej z Streptomyces cyaneus

SP-27 do a-1,3-glukanazy z B. circulans KA-304 zwiek-
szyto wydajnos$¢ tworzenia protoplastow z Schizophyl-
lum commune [89]. Mieszanina chitynazy I i a-1,3-
glukanazy z B. circulans KA-304 zwigkszyta wydajnos¢
uzyskiwania protoplastow S. commune [90].

7. Wykorzystanie chitynaz w biotechnologii czerwonej

Chitynazy s3 réwniez w kregu zainteresowan bio-
technologii czerwonej wykorzystywanej w ochronie
zdrowia, szczegdlnie w zakresie produkcji nowych
biofarmaceutykéw.

Produktem dziatania chitynaz sa chitooligosa-
charydy, ktére sg badane pod katem wykorzystania
medycznego. Potwierdzono antynowotworowe dzia-
tanie oligosacharydéw polegajace na zahamowaniu
wzrostu lub ograniczeniu przerzutdw nowotwordw
u myszy po podaniu N-acetylochitoheksozy [80, 82].
Chitynazy pochodzenia bakteryjnego réwniez wyka-
zuja dziatanie antynowotworowe. Chitynazy z Bacillus
amyloliquefaciens V656 uzyto do zhydrolizowania chi-
tozanu, a uzyskane hydrolizaty (GIcNAc), hamowaty
proliferacje linii CT26 komorek raka okreznicy [46].
Enzymy te réwniez stanowig doskonaly marker wielu
groznych choréb powodowanych przez bakterie m.in.
przez Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes
czy Pseudomonas aeruginosa [21].

Wiele choréb zakaznych przenoszonych jest przez
owady, a chitynazy jak juz wspomniano mogg zosta¢
wykorzystane do zwalczania komaréw. Chitynaza
z B. sphearicus moze wspomagac toksyczno$¢ toksyny
binarnej przeciwko Culex quinquefasciatus [5].

8. Podsumowanie
Kluczowg role w rozwoju $wiatowej gospodarki

odgrywaja biopolimery odnawialne. Chityna, drugi po
celulozie najczesciej wystepujacy biopolimer, jest nie
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tylko bogatym zrédlem wegla, ale réwniez azotu. Sko-
rupiaki stanowig potencjalnie najwigksze zrddto chityny,
cho¢ wystepuje ona réwniez w $cianach komoérkowych
grzybdw czy egzoszkielecie owadéw. Degradacja chi-
tyny jest katalizowana w reakcji enzymatycznej przez
chitynazy, ktore rozszczepiaja wigzania B-glikozydowe
pomiedzy weglem C1 i C4 dwdch sasiednich N-acety-
loglukozamin. Sg to enzymy powszechnie wystepujace
w przyrodzie, jednak kluczowq role w hydrolizie chityny
odgrywaja chitynazy bakteryjne, gtéwnie ze wzgledu
na ich latwiejsze pozyskiwanie, co stwarza ogromnag
mozliwos¢ wykorzystania ich w rolnictwie, przemysle
czy medycynie. Chitynazy bakteryjne jak i produkty
ich dziafania, chitooligomery moga by¢ wykorzystane
w biotechnologii zielonej jako biopestycydy do zwal-
czania grzybow (biofungicydy) oraz owadow (bioinsek-
tycydy), a takze w biotechnologii biatej, do degradacji
odpadéw, czy wreszcie w biotechnologii czerwonej
gléwnie do produkcji biofarmaceutykéw. Ze wzgledu
na szerokie spektrum wykorzystania chitynaz poznanie
dokfadnego mechanizmu ich dzialania moze przyczyni¢
sie do powiekszenia potencjatu aplikacyjnego chitynaz.
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