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Anaerobni bachorova houba Orpinomyces joyonii KF2 byla izolovana z bachorové
tekutiny kravy. Byl studovan jeji chitinolyticky systém ve tfech frakcich, a to v médiu,
v cytosolu a v bunéénych sténach. Houba byla kultivovana v médiu M10 261 s 20 %
bachorové tekutiny a 3 g/l glukosy jako zdroji uhliku. Byly zjistény jen velmi nizké
aktivity exochitinasy, N-acetylglucosaminidasy a deacetylasy. Jako nejvyznamnéjsi
chitinolyticky enzym byla prokazana endochitinasa. Nejvyssich endochitinasovych aktivit
dosahovala cytosolova frakce a frakce zbunécnych stén. Endochitinasa produkovana
extracelularné nedosahovala takovych aktivit jako ve dvou ostatnich frakcich a ani
zakoncentrovani média srdZenim siranem amonnym a délenim pies polyethersulfonové
filtry (10 - 300 kDa) nevedlo ke zvySeni jeji aktivity. Také enzymy cytosolové frakce byly
déleny ultrafiltraci, avSak veSkera edochitinasova aktivita zGstala ve frakci obsahujici
proteiny o velikosti nad 300 kDa.

Endochitinasa ze vSech bunéénych frakci houby KF2 byla charakterizovana. Optimalni pH
endochitinasy v médiu bylo 5 a v cytosolové frakci a frakci z buné&énych stén 6. Optimalni
teplota plisobeni enzymu byla 30°C pro endochitinasu v médiu, 50°C pro cytosolovou
endochitinasu a 40°C pro endochitinasu bunéénych stén. Endochitinasy byly stabilni
vrozmezi pH 4-7 a ztratily funkci pfi 50°C v médiu a 60°C v ostatnich bunéénych
frakcich. Endochitinasy rozkladaly vSechny nami studované subtraty. Nejvhodnéjsi
substrat pro cytosolovou chitinasu byl houbovy chitin a pro chitinasu bun&énych stén CM-
chitin. Enzymové aktivita byla inhibovana ionty Mn?*, thimerosalem, SDS a EDTA.
Naopak ionty Mg**, jodoacetamid a iodooctova kyselina mély aktivaéni ucinek.
Zymografy prokazaly, Ze endochitinasy se nachazeji ve vSech buné&nych frakcich ve
formé nékolika izoenzymd, jejichZz molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 43 az 134

kDa.
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