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WSTEF

Obszerne wiadomodei na temat wystepowania enzymoéw chitynoli-
tycznyeh, biorgeych udzial w trawieniu chityny (polimeru N-acetylo-
~dwuamino-2-dezoksyglikopiranozy zawierajacego wigzania [p-1,4) za-
wdzieczamy Jeuniaux (1963). Wystepowanie tych enzymow zostalo
stwierdzone zarowno w Swiecie roflinnym, jak i zwierzecym (Paech
i Trar:'ey 1955; Jeuniaux 19683; Chmielnicka, Mlodecki
i Filipkowska 1969). Do enzymodow chitynolityeznych zalicza sie
chitynaze (3, 1, 2, 14 glikanohydrolaze poli-fi-1,4-2-acetamino-2-dezoksy-
-D-glukozydu) oraz chitobiaze (3, 1, 2, 29 acetaminodezoksyglukohydro-
laze chitobiozy) (Enzymy — nomenklatura i klasyfikacja 1967).

Bogatym Zrodlem chityny sg grzyby jadalne. Zawartos¢ tego zwigzku
stanowi ca 9% ich suchej substancji (Wieckowska 1968). Dotychczas
w pismienni¢twie naukowym nie zanotowano zadnych prac dotyczacych
wystepowania enzymow chitynolityeznyeh w grzybach. Pewne sugestie
0 zawartosci enzymow biorgeych udzial w trawieniu chityny mozna bylo
wyciagnaé z poprzednich naszych doswiadezen dotyczacych charaktery-
styki frakeji bialkowych pieczarki (Mlodecki, Chmielnicka,
Kulejowska i Pawlicka 196B), Stwierdzono, ze z 13,6% azofu
przypadajgeego na chityne w pieczarce po rozdzieleniu na 4 frakcje bial-
kowe, w pozostalosci po ekstrakcjach pozostaje tylko 2,9%. Mozna wiec
prezypuszezac, ze w czasie rozdzielania frakeji bialkowych chityna ulega
trawieniu, przechodzac w podjednostki rozpuszezalne.

Celem pracy bylo zbadanie, na jakim poziomie ustala sie aktywnosé
enzymOw hydrolizujacych chityne w grzybach jadalnych.
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MATERIAL 1 METODY BADAN

Do badan uzyto 9 gatunkéw grzybdéw suszonych:

Boletus edulis Bull, ex Fr, Cantharellus cibarius Fr.
Agaricus bisporus Lange Pazxillug involutus (Batsch) Fr.
Suillus bovinus (L, e¢x Fr.)) Kuntze Hyidnum fmbricatum Fr,
Leccinum seabrum (Bull, ex Fr.) S. Gray Gyromitra esculenta Fr.

Xeroeomus badius (Fr.) Kilhn

Ponadto przeprowadzono badania na zawartosé tych enzymow w pie-
czarce swiezej,

Metody badan. Przygotowanie wyciagébw z grzybow. Po do-
kladnym sproszkowaniu grzybow przeprowadzono ekstrakcje woda pod-
wdjnie destylowana, wytrzgsajac zawiesine 2 godziny. Nastepnie po po-
zostawieniu na 24 godziny w lodéwce w temp. +2° zawiesing wirowano
stosujge 6 tys. obr./min. Po przemyciu osadu wyeiggi Igezono razem
i badano obecnos¢ enzyméw hydrolizujacych chityne,

Oznaczanie aktywno$ci chitynazy Do oznaczen za-
stosowano metode nefelometryczng wg Jeuniaux (1963). Zasadg me-
tody” polega na tym, Zze zawieszong w wodzie chityne za pomoca 0,5%-owego
roztworu gumy arabskiej w odpowiednim pH poddaje sie trawieniu
enzymami chitynolitycznymi, W wyniku dzialania. chitynazy, chityna
zostaje zhydrolizowana do chitobiozy i chitotriozy oraz czesciowa do
N-acetyloglukozaminy, a w zwigzku z tym nastepuje zmiana stezenia
chityny, ktore ustala sie za pomocg nefelometru lub kolorymetru, Ozna-
czajgc ekstynkcje dla mieszaniny reakcyjnej o znanym stezeniu chi-
tyny przed inkubacjg oraz po inkubacji moina stwierdzi¢ zmiane war-
tosei ekstynkeji, ktora odpowiada ilosci zhydrolizowanej chityny pod
wplywem chitynazy. Wartoé¢ ekstynkeji dla chityny odezytywano na
fotometrze Pulfricha przy filtrze niebieskim, stosujac mikrokiuwete
o grubosei 5 cm.

Sposob oznaczania chitynazy w wyciggach grzybowych oraz wykresle-
nie krzywej kalibracji dla chityny byl identyczny jak w przypadku
oznaczania chitynazy zwierzecej; zostal on przedstawiony dokladnie w
poprzedniej naszej pracy (Chmielnicka, Miodecki i Filip-
kowska 1969). Do oznaczen pobierano 0,125—0,25 ml 10% wyeiagu
grzybowego, Aktywnosé chitynazy wyrazano w mg zhydrolizowanej chi-
tyny w ciagu 1 godziny inkubacji, w przeliczeniu na 1 g suchej masy
grzyba (tab. 1).

W czasie doswiadezen stwierdzono, ze aktywnose chitynazy w pie-
czarce dwuzarodnikowej zmienia sie w zaleznosei od rodzaju stosowa-
nego roztworu buforowego w mieszaninie reakeyjnej, W obecnosci fos-
foranowo-cytrynianowego roztworu buforowego o pH 5 akiywnost enzy-
matyczna jest o ca 100% wyzsza niz w obecnoéci buforowego roztworu



Enzymy chitynolityczne w grzybach a7

Tabela 1 — Table 1
Aktywnodt enzyméw chitynolitycanych w grzybach suszonych w clagu 1 godziny
w temperaturze 37°C (w przeliczeniu na 1 g suchej masy)
Chitinolytic enzymes activity in mushrooms dried for sne hour at 37°C
(per 1 g d. wi)

Aktywnobsd chitobia-

Aktywnost chityna- ley w mg uwolnione]

zy w mg zhydroli-
Nazwa grzyba zowanej chityny gﬂ::::::;
Mushrooms Chitinase aclivity | Ehitabt i
in mg of hydrolyset Chitoblase activilty
chitine | in mg of N-acetyl-
|glucosamine release-:_i!
Boletus edulis 282 0,173
Suillus botinus 1,71 0,138
Xerocomus badius 1,57 ‘0,134
Agaricus bispurus 135 0,171
Lizccinum seabrim 1,33 0,166
Puoxillus involutis 1,11 0,185
Gyramitra esculenta 1,10 0,017
Cantharellus cibarius 0,83 0,027
Hydnum imbricatum 0,81 0004

-

octanowego o tej samej wartosei pH (ryc. 1). W zwigzku z tym w naszych
doswiadczeniach stosowano fosforanowo-cytrynianowy roztwor buforowy.

W doswiadezeniach stwierdzono, ze aktywno$é chitynazy w grzy-
bach jest uzaleiniona od pH sSrodowiska (ryc. 2), od czasu inkubacji
mieszaniny reakeyjnej (rye. 3), a takze od stezenia wyciggow grzybo-
wych i rodzaju grzyba pobranego do oznaczenia (ryc. 4). Wplyw na po-
ziom aktywno$ci enzymatycznej ma réwniez suszénie materialu jak to
wykazuje (ryc. 5) w przypadku pieczarki dwuzarodnikowej.

Oznaczenie aktywnosci chitobiazy, W tym celu za-
stosowano metode wg Reissiga (1955), Zasada metody polega na
tym, ze w czasie inkubacji uwolniona N-acetyloglukozamina reaguje
z p-dwumetyloaminobenzaldehydem w obecnoéci jonéw boranowych przy
pH 92 dajac fioletowordzowe zabarwienie.

Spostb postepowania oznaczania chitobiazy w wyciagach grzybo-
wych byl taki sam jak w przypadku oznaczania chitobiazy w tkankach
zwierzecych, opisany w poprzedniej pracy (Chmielnicka, Mtlo-
decki, Filipkowska 1969). Intensywno$¢ powstalego zabarwienia
oznaczano na fotokolorymetrze chinskim model 581, stosujgc filtr nr 53
i kiuwety o grubosci 1 em. Aktywnosé chitobiazy wyrazano w ng uwol-
nionej N-acetyloglukozaminy w ciggu 1 godziny inkubacji w przeli-
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czeniu na 1 g suchej masy grzyba (ryc. 6), Aktywnos¢ chitobiazy w ba-
danych 9 gatunkach grzybéw jest kilkakrotnie nizsza niz chitynazy
(tab. 1).

OMOWIENIE WYNIKOW

Z przeprowadzonych dosSwiadczen wynika, ze aktywno$¢ chitynazy
w wyciggach grzybowych jest Scisle uzalezniona od pH §rodowiska.
(ryc. 2). Maksimum aktywnosci chitynazy we wszystkich badanych ga-
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Rye. 1. Wplyw bufordw na aktywnoié chitynazy pieczarkl
Of ¥ — chityna zhydrolizowana; o X — czas inkubaeji
I — bufor fosforanowo-cytrynianowy pH 5: 2 — bufor octanowy
Effect of buffers on the activity of chitinase of Aparicus bisporus
Axis ¥ — chitine hydrollsed; axis X — time of Incubation
I — phosphate-citric buffer pH 5; 2 — neetate bulfer pH 5

tunkach stwierdzono przy pH 5. Tak jak wykazaly poprzednie badania
Jeuniaux (1963) i nasze (Chmielnicka i wsp. 1969) dla wiek-
szosci chitynaz zaréwno pochodzenia tak rodlinnego, jak i zwierzecego
optimum dzialania tych enzymow wartoéé pH w granicach 4,5—5,0.

W stosowanych warunkach badan aktywnodé¢ chitynazy w wycia-
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Rye, 2. Wplyw pH na aklywnos¢ chitynazy w wyeiggach grzybowyeh (w mg zhy-
drolizowanej chityny 1 g suche] masy 1 gods inkubacii)
Effect of pH on the activity of chitinase in mushroom extracts (in mg of chitine
hydreolysed 1 g dry wh 1 hn)

1 — Boletus edulis a — Aparicus bisporus
2 — Sufllus bovinus 6 — Paxillus involutus
3 — Xerocomus badius T — Gyromitra esculenta
4 — Leecinum scabrum 8 — Cantharellus cibarius

§ — Hydnum imbricatum

gach grzybowych jest proporcjonalna do czasu inkubacji (ryc. 3) i do
ilosci pobranej préby wyciagu do badania (ryc. 4).

Suszenie pieczarki w temperaturze pokojowej obniza aktywnosé chi-
tynazy (ryc. 5). Aktywnos$¢ tego enzymu w pieczarce wysuszonej jest
prawie dwukrotnie mniejsza niz w pieczarce S§wiezej.
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Aktywnoé¢ chitynazy w badanych wyciagach grzybowych ksztaltuje
sie na poziomie 0,83—292 mg zhydrolizowanej chityny w ciggu 1 go-
dziny inkubacji (temp. 37°) w przeliczeniu na 1 g suchej masy grzyba.
Najwiekszg aktywnos¢ tego enzymu stwierdzono w borowiku, maslaku
sitarzu i pieczarce, a najmniejszg w przypadku kolezaka dachowkowa-
tego i kurki (tabela 1).

Aktywnos¢ chitobiazy w grzybach znajduje si¢ w granicach
0,004—0,173 mg uwolnionej N-acetyloglukozaminy w ciagu | godziny
inkubacji (temperatura 37°) w przeliczeniu na 1 g suchej masy grzyba.
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Rye. 3. Aktywnod¢ chitynazy w wyciggach grzvbowyeh w  zaleinodcl od ezasu
inkubacji (w mg zhydrolizowanej chitvny 1 mg suchej masy). Legenda: 1—9
Jak na rye, 2
Chitinase activity in mushroom extracts in dependence on the time of incubation
(in mg of chitine hydrolised 1 g dry wit). Legend: 1—8 as in {ig 2
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Z przeprowadzonych dosSwiadezen wynika, ze aktywnoS$é chitynazy
w badanych grzybach ksztaltuje sie na wysokim poziomie. Jest ona
zblizona do poziomu aktywnosci chitynazy w przewodach pokarmowych
niektorych zwierzat dzikich (Jeuniaux 1963) jak nietoperz, kret,
jez oraz niektéorych zwierzqt doswiadezalnych (Chmielnicka i wsp.
1969), jak mysz biala, szezur Wistar, ¢chomik i $winka morska,

Ryc. 6. Akitywnodé chitobiazy w rédnych gatunkach grzyvbow (w pg uwolnionej
acetyloglukozaminy 1 godz. inkubacil), Legenda: 1—8 jak na rye 2
Chitobiase activity in varlous kinds of mushrooms (In pg of acetylglucosamine/l hy
of {ncubation). Legend: 1—8 as in fig 2
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Wysoki poziom enzyméw chitynolitycanych w grzybach ma nie-
watpliwie znaczenie dla krazenia azotu w przyrodzie.

Katedra Nauli o Srodkach SpoZywezych
Akademia Medyczna w Lodzi ul. Kiliniskiego 24
Kierownik Doc. dr H. Mlodecki

SUMMARY

In nine kinds of mushrooms: Boletus edulis, Agaricus bisporus, Suillus bovinus,
Leccinum scarbum, Xerocomus badius, Cantharellus ecibarius, Pazxillus involutus;
Hydnum imbricatum and Gyromitra esculenta, the activity of chitinolytic enzymes
has been established,

Chitinase activity is at the leval of 0,83—292 mg of hydrolysed chitin, and
activity of chitobiase ranges from 0,004—071 mg of free N-acetyloglucosamine
during one hour of incubation at 37°C.
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