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Wstep

Niektére polisacharydy, bedace giéwnymi czedciami sktadowymi Scian ko-
moérkowych grzybéw — glukany B-(1-3), B-(1-3) (1-6) - polimery glukozy, chityna,
chitosan — polimery B-glukozoaminy [BARINICKI-GARCIA 1970; FIEMA 1983; ROUT-
HIER i in. 1994], maja réwnoczesnie cenne wlasciwosci pozwalajace chroni¢ rodliny
i zwierzgta przed zainfekowaniem przez imne patogeny grzybowe i wirusy lub tez
hamowaé rozwéj komérek nowotworowych u czlowieka [ALLAN, HADWIGER 1979;
BRUNETEAU 1988; IGNACAK i in. 1998].

Sposréd wymienionych skltadowych — szczegélnie chitosan — czg$ciowo oda-
cetylowana pochodna chityny — jest najbardziej aktywnym sktadnikiem w oddzia-
lywaniu gospodarz - patogen podczas infekcji. Wywoluje on wéwcezas przemiany
metaboliczne zwigzane migdzy innymi z indukcja syntezy fitoaleksyn, ktére sg
biologicznym monitoringiem reakcji gospodarza ro§liny, z lignifikacja [HADWIGER,
BECKMAN 1980] oraz hamuje kietkowanie zarodnikéw grzybowych i wzrost grzy-
béw w szerokim zakresie gatunkowym [ALLAN, HADWIGER 1979].

Postawiono pytanie, czy chitosan o réznym stopniu deacetylacji, a zatem o
zréznicowanych wiasciwosciach fizykochemicznych wplywa w réznym stopniu na
wzrost grzybni Aspergillus giganteus mut. alba.

Materiat i metody

Przedmiotem badan byt Aspergillus giganteus mut. alba ZURZ. otrzymany w
Zakladzie Fizjologii Roslin PAN jako naturalny spontaniczny mutant Aspergillus
giganteus [ZURZYCKA 1963).

Grzybnie hodowano na dwdch rodzajach pozywek:

1) na pozywce zestalonej agarem w 10 cm szalkach Petriego,
2) na pozywce plynnej w 200 cm? kolbach Erlenmayera.

Pomijajac obecnos¢ agaru, w obu przypadkach sktad pozywki byt identycz-
ny: 12,5 mmol(NHNO,)-dm3, 5,7 mmol(K,HPO,)-dm-3, 4 mmol(MgSO,)-dm-,
10 pmol(FeSO,)-dm-3, 34,8 umol(ZnSO,)-dm=3, glukozy 50 g:dm-3, ekstraktu droz-
dzowego (Difco) 10 g-dm-.
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Przygotowanie podtoza:
Ad 1) 5 cm? sterylnej pozywki w szalkach Petriego powlekano 2 cm3 rozpusz-
czonego chitosanu, po czym nakladano krazki o $rednicy 0,5 cm miodej, 36-go-
dzinnej niezarodnikujacej grzybni. Krazki grzybni przygotowywano wg procedury
przedstawionej uprzednio [PISKORZ-BINCZYCKA 1995].

Do powlekania pozywki oraz do pozywki plynnej zastosowano trzy rodzaje
chitosanu o réznym stopniu deacetylacji i réznej lepkosci:

- chitosan 67% deacetylacji i lepkosci 1940 mPaxs,
- chitosan 74% deacetylacji i lepkosci 411 mPaxs,
- chitosan 93% deacetylacji i lepkosci 18 mPaxs.

Do powlekania pozywki stalej kazda z frakcji byla stosowana w trzech ste-
zeniach: 10, 7,5, 5 gedm-3.

Ad 2) Do sterylnej pozywki plynnej dodawano odpowiedniag ilo§é bardziej
stezonego chitosanu tak, aby jego stezenie w 25 cm?® pozywki wynosito wybidrezo
10 g-dm-, pH pozywki 5. Pozywke te szczepiono zawiesing zarodnikéw badanego
organizmu.

Roéwnolegle prowadzono do$wiadczenia kontrolne bez dodatku chitosanu.
Kultury hodowano w termostacie o temp. 25°C, w $wietle bialym o intensywnosci
10,6 W-m-2.

Po 7 1 10 dniach mierzono §rednicg wyro$nigtych krazkéw grzybni na szal-
kach Petriego, a po 10 dniach zbierano wyro$nigte grzybnie z pozywki plynnej,
phukano destylowang wodg i suszono przy 105°C do uzyskania statej masy.

Wryniki i dyskusja

Z badai przeprowadzonych na réznym materiale roslinnym [IIADWIGER,
BECKMAN 1980; KOPP i in. 1989; POSPIESZNY i in. 1991] wynika, Ze preparaty pocho-
dzenia grzybowego uzyskane ze Scian komoérkowych (preparaty chitosanowe i nie-
ktérych B-glukanéw), zastosowane poprzez iniekcje lub inokulacjg, mogg dziatad
jako elicitory wywolujgce naturalng odpornosé roslin lub tez zastosowane zew-
netrznie przez spryskiwanie tworzg powloke ochronng przed zakazeniem grzy-
bami patogennymi czy wirusami, lecz w mniejszym stopniu wykazuja dziatanie
ochronne 1 wymagaja wiekszego stezenia chitosanu [POSPIESZNY i in. 1991}

Wprowadzenie chitosanu do pozywki na ktorej hodowano Aspergillus gigan-
teus mut. alba moze by¢ réwniez jednym ze sposobdw ulatwiajacych ,wejscic”
tego skladnika do metabolizmu badanego organizmu, ale réwnoczes$nic moze tez
zapobiegaé kietkowaniu zarodnikéw i dalszemu rozwojowi grzybni. Skutecznosé
hamujgcego dzialania chitosanu oceniano na podstawie wzrostu grzyba; kryterium
tej oceny byla uzyskana jego masa. Natomiast odmiana zewnglrznego zastosowa-
nia chitosanu byto powlekanie nim powierzchni pozywki zestalonej, na ktéra na-
ktadano krazek grzybni. W tym przypadku kryterium oceny wzrostu byl pomiar
$rednicy nowo powstatej grzybni. Wyniki doswiadczen przedstawia rys. 1 i rys. 2,
tylko dla stezenia chitosanéw 10 g-dm=, poniewaz zbyt male ich stgzenia (0,75,
0,5 ggdm-3) zastosowane przy powlekaniu powierzchni pozywki zestalonej s nie-
wystarczajace do zahamowania wzrostu grzybni; szczegdlnic dotyczy to chitosa-
néw 67 1 74, bowiem przy tych nizszych stezeniach jedynie chitosan 93 hamuje
wzrost grzybni o okoto 40-60%.
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Rys. 1. Wplyw réznych form chitosanu przy stezeniu 10 g-dm- na wzrost grzybni As-
pergillus giganteus mut. alba (kultury ze $wiatla)

Fig. 1. The ecffect of different forms of chitosan at 10 g-dm- concentration on the
growth of the mycelium of Aspergillus giganteus mut. alba (cultures from light)

Poréwnujac dane z rys. 1 i rys. 2 mozna zauwazy¢ pewne analogie w sku-
teczno$cl dziatania badanych form chitosanu o réZznym stopniu deacetylacji (67%,
74%, 93%) niezaleznie od sposobu ich testowania. W obu przypadkach obserwu-
je si¢ mianowicle, iz najsilniejsze grzybostatyczne oddzialywanie wykazuje chito-
san o najwyzszym stopniu deacetylacji, tj 93%. Je§li jednoczesnie dane liczbowe z
rys. 1 przedstawimy w ujeciu procentowym, to mozna stwierdzi¢, iz chitosan 93
hamuje wzrost grzybni az w 85%, natomiast chitosan 74 w 43%;, a chitosan 67 nie
hamuje wzrostu grzybni, a nawet obserwuje si¢ 38% przyrost masy w poréwnaniu
do kontroli (rys. 1). Zwigkszenic masy moze by¢ wynikiem cz¢sciowego wykorzys-
tania tego polisacharydu przez badany gatunek. Znany jest bowiem fakt [FIEMA
1987}, ze pod koniec okresu wzrostu, jesli nie ma juz w pozywce substancji odzyw-
czych, grzyb ten uruchamia enzymy autolityczne, w tym wydzielane z grzybni do
pozywki, pozwalajgce wykorzystywaé tego typu zwiazki chemiczne bedace skladni-
kami $cian komérkowych. W tym przypadku (dot. chitosanu 67) przypuszczenie
to moZe byé wysoce prawdopodobne, bo potwierdzone réwniez ,,rozmiarem” wy-
ro$nietej grzybni na szalce Petriego, kiéra jest réwnorzedna z grzybnig kontrolna
(rys. 2). 'lakze przy hodowli grzybni w krazkach (przy ste,zemu 10 g'dm=) najsil-
niej dziaa chitosan 93% deacetylacji — bowiem przez 7 1 10-dniowy okres wzrostu
grzybnia ta w ogodle nie powigkszyla swoich rozmiaréw. Niewielka rozbieznos¢
skutecznosci dziatania zaznaczana jest przy chitosanie 74, ktéry bardziej hamuje
wzrost grzybni na pozywce stalej niz na poZywce plynnej. Otrzymane wyniki sa
zgodne 7 wynikami otrzymanymi przez IGNACAKA i in. [1998] dla komérek nowo-
tworowych. Thumaczg oni, Ze formy chitosanu z wigkszym stopniem deacetylacji,
jako silnicj naladowane polikationy, byly bardziej aktywne niz stabicj naladowane
polikationy z mniejszym stopniem deacetylagji. Odmienna interpretacjq natomiast
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k — kontrola; control, 1 — 67% dcacctylacji; 67% deacctylation, 2 - 74% dcacetylacji; 74% deacetyla-
tion, 3 — 93% deacetylacji; 93% deacetylation

Rys. 2. Wzrost krazka niezarodnikujgcej grzybni Aspergillus giganteus mut, alba na
pozywce zestalone) agarem pokryte) réznymi formami chitosanu przy stgzeniu
10 g-dm-? (kultury zc swialla). Pomnicjszenic okoto 2x

Iig. 2. Increase of the disc of non-germinating mycclium of Aspergillus giganteus mut.
alba on agar nultricnt covered with diffcrent forms of chitosan at 10 g-dm~
concenltration (cultures from light). Reduced about 2x

podaje HADWIGER i BECKMAN [1980], wedlug ktorych bardziej skutecznic dziata
chitosan o nizszym stopniu deacetylacjt. Dalsze badania biochemiczne dla gatun-
ku Aspergillus giganteus mut. alba pozwola, by¢ moze dodatkowo, wythimaczyé t¢
rozbiczno$é. W naszych biczacych badaniach zastosowane trzy rodzaje chitosandw
réznity si¢ nie tylko stopniem deacetylacji, lecz rowniez zréznicowanymi mnymi
wiladciwosdciami fizykochemicznymi, w tym szczegdlnie duzg rozbicznoscig w ich
lepkosci. Zwraca uwage fakt, ze chitosan 93, ktéry najskuteczuiej hamowat wzrost
Aspergillus giganteus mut. alba, posiadal najmnicjszg lepkosé (18 m Paxs). Byta
ona ponad 100 x mniejsza od lepkosci chitosanu 67 (1940 m Paxs), ktéry w tych
warunkach doswiadczalnych nie hamowal wzrostu grzybni. Zatem mozna przy-
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puszczaé, zc silniejszemu dziataniu chitosanu 2 wiekszym stopniem deacetylacji
»sprzyjata” mmnicjsza lepkosé, ktdra moze ulatwi¢ szybsze jego przenikanie przez
ciany i membrany komdrkowe i réwnoczeénie utatwi¢ mu zmniejszenie ich prze-
puszczalnoSel [YOUNG i in. 1982] i wiazanie si¢ z elektroujemnymi receptorami
[IGNACAK i in. 1998] oraz innymi ujemnie naladowanymi anionami [HADWIGER,
BECKMAN 1980]. Przyczyny réznej skutecznosci grzybobolczego (grzybostatycznego)
dziatania chitosanu na mikroorganizmy grzybowe mozna wigzaé z rézng budowsg
sciany komorkowe] u réznych grzybow. Wedlug ALLANA i HADWIGERA [1979]
wszystkic testowane grzyby, ktére zawieraly chitosan, byly niepodatne na jego
grzybobdjcze dziatanic. U badanego gatunku — Aspergillus giganteus mut. alba —
wykazano, 7ze w sktad jego Sciany komdrkowej wehodzi chityna [FIEMA 1983] oraz
glukany o strukturze B-(1-3), dlatego nalezalo sig spodziewaé zréznicowanego
cfektu grzybostatycznego dla chitosanéw o réznym stopniu deacetylacji.

Whiosek

Ré7norodno$é w rozkladzie dziatania trzech form chitosanu na wzrost
grzybni Aspergillus giganteus mut. alba zalezy od stopnia ich deacetylacji, stezenia
(zalezno$¢ wprost proporcjonalna) i lepkosci (zaleznozé odwrotnie proporcjonal-
na) oraz w niewielkim stopniu od sposobu ich testowania.
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Stowa kluczowe:  Aspergillus, Sciany komérkowe, chitosan, deacetylacja, dziata-
nie grzybostatyczne

Streszczenie

Sprawdzono efekt dziatania trzech form chitosanu o réznym stopniu deace-
tylacji (67%, 74%, 93%) na wzrost grzybni Aspergillus giganteus mut. alba ZURZ.
na pozywce plynnej i na pozywce zestalonej agarem. Na pozywce piynnej najsil-
niejsze grzybostatyczne dziatanie wykazuje chitosan o 93% deacetylacji wstrzymu-
jac wzrost grzybni w 85% w poréwnaniu do kontroli, chitosan o 74% deacetylacji
—w 43%, podczas gdy chitosan o 67% deacetylacji nawet podnosi mase grzybni o
okoto 40%. Podobne efekty obserwuje sig przy rozwoju krazka grzybni na pozyw-
ce zestalonej powleczonej wezesniej réznymi formami chitosanu. Chitosan 93 cal-
kowicie hamuje jego wzrost przez 10-dniowy okres hodowli.

THE EFFECT OF THE ACTION OF VARIOUS CHITOSAN FORMS
ON THE DELVELOPMENT OF MYCELIUM
OF Aspergillus giganteus mut. alba ZURZ.

Janina Fiema !, Bernadetta Piskorz-Biriczycka 2
! Department of Plant Physiology, Polish Academy of Sciences, Krakow
2Department of Plant Physiology, University of Rzeszow

Key words:  Aspergillus, cell walls, chitosan, deacetylation, fungistatic cffect
Summary

The effect of the action of three chitosan forms of various degree of deace-
tylation (67%, 74%, 93%) on the growth of the mycelium of Aspergillus giganteus
mut. alba ZURZ. on a liquid nutrient solidified with agar, was tested.

The strongest fungistatic action has been demonstrated by chitosan with
93% deacetylation, inhibiting the growth of mycelium in 85% in comparison with
the control; chitosan 74% deacetylation inhibits it in 43%; chitosan with 67%
deacetylation causes the increase of the mass of mycelium by about 40%. Similar
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effects were observed in the development of the mycelium disc on a solidified
nutrient, covered earlier with various forms of chitosan. Chitosan with 93% dea-
cetylation inhibits the disc growth completely during 10 days of culture.
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