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ABSTRACT. The largest problem in limitation of insect pest population is increasing resistance of them to chemical
pesticides. Alternative are entomopathogens, which regulate frequency of insect pests. Among them decisive role play
entomopathogenic fungi, which possess the ability to active penetration through cuticle by mechanical pressure of
invasive hypha and production of proteo-, chitino- (egzo- and endochitinases) as well as lipolytic enzymes, which
provide nutrients for subsequent development of fungus. Entomopathogenic soil fungus Conidiobolus coronatus
(Entomophtorales) is saprophyte fungus, which demonstrates a high efficiency in the paralysis of varied insects.
Although leading investigations over mechanism of insect paralysis, we still do not know, what role fungal enzymes
play in insect cuticle penetration. The main aim of research was establishment of optimal conditions for elastase, 
N-acetylglucosaminidase (NAGase), chitobiosidase as well as lipase. Optimal reaction parameters were determined:
volume of reaction mixture, volume of homogenate, working pH and the substrate concentration. Having on aim a
possible use of C. coronatus in pest control, two ranges of temperatures were chosen: 20°C – optimal temperature for
the fungus growing and 30°C – optimal temperature for the cultivation of the great wax moth larvae, Galleria
mellonella, on which examinations were performed. Also kinetic constants Km and Vmax were determined. Activity of
elastase and N-acetylglucosaminidase of C. coronatus was measured spectrophotometrically at 410 nm (towards 
N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Leu-p-Nitroanilide) and 405 nm (towards 4-Nitrophenyl-N-acetyl-b-D-glucosaminide),
respectively. The following optimal conditions of elastase activity were established: the volume of reaction mixture 
0.5 ml, volume of homogenate 1 ml, temperature 30°C, pH 8, substrate concentration 40 mM. Optimal conditions of
NAGase assay: the volume of reaction mixture 0.5 ml, dose of homogenate 12.5 ml, temperature 30°C, pH neutral and
6 mM substrate concentration. The activities of chitobiosidase and lipase were measured spectrofluorometrically
(Ex=360 nm, Em=450 nm) towards 4-Methylumbelliferyl b-D-N-N’-diacetylchitobioside and 4-Methylumbelliferyl
oleate, respectively. Chitobiosidase showed the highest activity in dose of 30 ml in 1 ml volume of reaction mixture, at
the temperature of 30°C, pH 7 and substrate concentration equal to 2 mM. Lipase showed the highest catalytic activity
in 1 ml volume of reaction mixture, in 30°C but 50 ml of homogenate, pH 10 and 10 mM substrate concentration were
needed. Higher activity investigated enzymes in 30°C than 20°C indicated that they can take part in pathogenesis. It was
suggested that as first in perforation of coats of insects body elastase and lipase take part. Indicated of it, large
thermoresistance of both enzymes (only 10.5% decrease of elastase activity at 20°C and 9.4% decrease of lipase activity
in comparison with maximal activity at 30°C), alkalophilicity of both proteins (elastase shows the alkaline optimal pH
equal to 8 at pH 9 preserves 97% activity, and at pH 10 94% activity, respectively while lipase prefers the pH 10 and
at pH 8 and pH 9 enzyme keeps 57 and 60% activity, respectively) as well as lack of repression by suitable substrates.
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Streszczenie

Naj więk szym pro ble mem w ogra ni cze niu po pu -
la cji owa dów szko dli wych jest ich wzra sta ją ca
opor ność na che micz ne pe sty cy dy. Al ter na ty wą są
en to mo pa to ge ny, któ re re gu lu ją li czeb ność szko dli -
wych owa dów. Wśród nich de cy du ją cą ro lę od gry -
wa ją grzy by owa do bój cze, któ re po sia da ją zdol ność
ak tyw nej pe ne tra cji ku ti ku li przez me cha nicz ne par -
cie strzęp ki in wa zyj nej i wy twa rza nie en zy mów
pro teo -, chi ty no - (eg zo - i en do chi ti na zy) oraz li po li -
tycz nych do star cza ją cych skład ni ków odżyw czych
dla dal sze go roz wo ju grzy ba.

Owa do bój czy gle bo wy grzyb Co ni dio bo lus co -
ro na tus (En to mo ph to ra les) jest grzy bem sa pro fi -
tycz nym, któ ry wy ka zu je wy so ką sku tecz ność
w po ra ża niu ró żno rod nych ga tun ków owa dów. Mi -
mo, pro wa dzo nych ba dań nad me cha ni zmem po ra -
ża nia owa dów, na dal nie wie my ja ką ro lę od gry wa -
ją en zy my grzy bo we pod czas pe ne tra cji ku ti ku li
owa dów. 

Głów nym ce lem ba dań by ło usta le nie opty mal -
nych wa run ków dzia ła nia ela sta zy, N -ace ty lo glu ko -
za mi ni da zy (NA Ga zy), chi to bio zy da zy oraz li pa zy. 

Usta lo no opty mal ne pa ra me try re ak cji: ob ję tość
mie sza ni ny re ak cyj nej, ob ję tość ho mo ge na tu, pH
dzia ła nia i stę że nie sub stra tu. Ma jąc na ce lu ewen -
tu al ne wy ko rzy sta nie grzy ba C. co ro na tus do wal ki
z owa da mi szko dli wy mi do ozna czeń wy bra no dwa
za kre sy tem pe ra tur: 20°C – opty mal na tem pe ra tu ra
wzro stu grzy ba i 30°C – opty mal na tem pe ra tu ra ho -

dow li larw mo la wo sko we go Gal le ria mel lo nel la,
na któ rych wy ko ny wa no ba da nia. Wy zna czo no ta -
kże sta łe ka ta li tycz ne Km i Vmax dla en zy mów. 

Ak tyw ność ela sta zy i N -ace ty lo glu ko za mi ni da -
zy grzy ba C. co ro na tus mie rzo no spek tro fo to me -
trycz nie od po wied nio przy 410 nm (wo bec N -suk -
cy ny lo -Ala -Ala -Pro -Leu p -ni tro ani li du) i 405 nm
(wo bec 4-ni tro fe ny lo -N -ace ty lo -b-D -glu ko za mi ni -
du). Usta lo no na stę pu ją ce opty mal ne wa run ki ozna -
cza nia ela sta zy: ob ję tość mie sza ni ny re ak cyj nej
0,5 ml, ho mo ge na tu 1 ml, tem pe ra tu ra 30°C, pH 8,
stę że nie sub stra tu 40 mM. Opty mal ne wa run ki
ozna cza nia dla NA Ga zy: ob ję tość mie sza ni ny re ak -
cyj nej 0,5 ml, daw ka ho mo ge na tu 12,5 ml, tem pe ra -
tu ra 30°C, pH obo jęt ne i 6 mM stę że nie sub stra tu.
Ak tyw ność chi to bio zy da zy i li pa zy mie rzo no spek -
tro flu ory me trycz nie (Ex=360 nm, Em=450 nm) od -
po wied nio wo bec 4-me ty lo um bel li fe ry lo -b-D -N -
-N’-dia ce ty lo chi to bio zy du i ole inia nu 4-me ty lo um -
bel li fe ry lu. Chito bio zy da za wy ka zy wa ła naj wy ższą
ak tyw ność w daw ce 30 ml w 1 ml ob ję to ści mie sza -
ni ny re ak cyj nej, tem pe ra tu rze 30°C, pH 7 i przy stę -
że niu sub stra tu rów nym 2 mM. Li pa za rów nież za -
cho wy wa ła naj wy ższą ak tyw ność ka ta li tycz ną
w 1 ml ob ję to ści mie sza ni ny re ak cyj nej i w 30°C,
ale przy daw ce ho mo ge na tu 50 ml, w pH 10 i wo bec
10 mM stę że nia sub stra tu. 

Wy ższa ak tyw ność ba da nych en zy mów w 30°C
niż w 20°C wska zy wa ła, iż mo gą one brać udział
w pa to ge ne zie. Za su ge ro wa no, iż ja ko pierw sze bio -
rą udział w per fo ra cji po włok cia ła owa dów ela sta -
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Sigmoid character of curve concerning pH influence on the activity of both enzymes, also indicates similarity between
elastase and lipase. On minor part of NAGase and chitobiosidase of fungus C. coronatus in perforation of coats of host
body showed high sensibility of both enzymes on hydrogen ions concentration: both enzymes prefer neutral pH, in pH
6 and 8 lose over 35% activity but subjection to substrate repression and 3–4-fold growth of activity followed only in
30°C. In the course of work it was found, that rich medium (LB) stimulates growth of mycelium and production of
fungal lipases. So far nobody managed to isolate chitinolytic or lipolytic enzymes from C. coronatus homogenate. The
majority of fungal enzymes were isolated from post incubation filtrates. In the literature of the subject lack of data about
C. coronatus NAGase, therefore in examinations also the trial of isolation NAGase from C. coronatus homogenate was
undertaken. Activity of NAGase showed only first fraction, which did not separate with none of used columns.
Disappointing results of purification on cation exchanger CM, weak anion exchanger DEAE, and strong anion
exchanger Q were obtained as well as after fractionation tests with the use of Microcon microcolumns. In aim of
NAGase molecular mass estimation, two zymograms were made with Triton X-100 and casein and with the use of
fluorescent substrate 4-Methylumbelliferyl N-acetyl-b-D-glucosaminide. Molecular mass of NAGase from
C. coronatus was established on ca. 60 kDa. This is the first report describing molecular weight of NAGase from
C. coronatus. Examined NAGase has different properties than known NAGases from other entomopathogenic fungi.
Although its molecular weight is equal to the Metarhizium anisopliae NAGase, optimal pH for both NAGases are
different: neutral in the case of C. coronatus NAGase versus acidic in the case of M. anisopliae NAGase. Knowledge
of molecular mass of the C. coronatus NAGase should allow to find a new method of this enzyme isolation from
C. coronatus homogenate. Thanks to developed methods of assaying activities of elastase, NAGase, chitobiosidase and
lipase, real becomes the understanding of mechanism of insects paralysis through C. coronatus fungus. 
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za i li pa za. Wska zy wa ła na to du ża ter mo opor ność
obu en zy mów (za le d wie 10,5% spa dek ak tyw no ści
ela sta zy w 20°C i 9,4% spa dek ak tyw no ści li pa zy
w po rów na niu do mak sy mal nej ak tyw no ści
w 30°C), al ka lo fil ność obu bia łek (ela sta za wy ka zu -
je al ka licz ne opty mal ne pH rów ne 8, w pH 9 za cho -
wu je 97% ak tyw no ści, a w pH 10 94% ak tyw no ści,
na to miast li pa za pre fe ru je opty mal ne pH 10, a w pH
8 i 9 en zym za cho wu je od po wied nio 57 i 60% ak -
tyw no ści) oraz brak re pre sji ze stro ny od po wied nich
sub stra tów. Sig mo idal ny cha rak ter krzy wej wpły wu
pH na ak tyw ność obu en zy mów, wska zy wał rów -
nież na po do bień stwa mię dzy ela sta zą i li pa zą
pod wzglę dem ka ta li zy. 

Na dru go rzęd ny udział NA Ga zy i chi to bio zy da -
zy grzy ba C. co ro na tus w per fo ra cji po włok cia ła
ży wi cie la wska zy wa ła wy so ka wra żli wość obu en -
zy mów na stę że nie jo nów wo do ro wych: oba en zy -
my pre fe ru ją obo jęt ne pH, w pH 6 i 8 tra cą po -
nad 35% ak tyw no ści, a pod le ga nie re pre sji ze stro -
ny hy dro li zo wa nych sub stra tów i 3–4-krot ny wzrost
ak tyw no ści tych en zy mów na stę po wał do pie ro
w tem pe ra tu rze 30°C.

W to ku pra cy stwier dzo no rów nież, że bo ga te
pod ło że LB wpły wa na roz rost grzyb ni oraz sty mu -
lu je wy twa rza nie li paz grzy bo wych. 

Jak do tąd ni ko mu nie uda ło się wy izo lo wać en -
zy mów chi ty no li tycz nych czy li po li tycz nych grzy ba
C. co ro na tus z ho mo ge na tu grzy bo we go. Więk -
szość en zy mów grzy bo wych izo lo wa nych by ła z fil -
tra tów po ho dow la nych. W li te ra tu rze przed mio tu
brak da nych o NA Ga zie C. co ro na tus, stąd w ba da -

niach pod ję to ta kże pró bę izo la cji NA Ga zy z ho mo -
ge na tu grzy bo we go. Jej ak tyw ność wy ka zy wa ła tyl -
ko frak cja pierw sza, któ ra nie roz dzie la ła się na żad -
nej z za sto so wa nych ko lumn. Za wio dło oczysz cza -
nie na ka tio ni cie CM, sła bym anio ni cie DE AE oraz
moc nym anio ni cie Q. Nie po wio dły się rów nież
pró by frak cjo no wa nia z wy ko rzy sta niem mi kro ko -
lu mie nek Mi cro con. 

W ce lu osza co wa nia ma sy czą stecz ko wej NA -
Ga zy wy ko na no dwa zy mo gra my z Tri to nem X -100
i ka ze iną z za sto so wa niem flu ore scen cyj ne go sub -
stra tu 4-me ty lo um bel li fe ry lo -N -ace ty lo-b-D -glu ko -
za mi ni du. Usta lo no ma sę czą stecz ko wą NA Ga zy
z grzy ba C. co ro na tus na ok. 60 kDa. Jest to pierw -
sze do nie sie nie opi su ją ce cię żar czą stecz ko wy NA -
Ga zy z C. co ro na tus. Ba da na NA Ga za ma od mien -
ne wła ści wo ści niż po zna ne do tąd NA Ga zy z grzy -
bów owa do bój czych, pod wzglę dem cię ża ru czą -
stecz ko we go jest rów na NA Ga zie z grzy ba Me tar -
hi zium ani so pliae, jed nak en zym ten ma opty mal ne
pH obo jęt ne, pod czas gdy en zym z M. ani so pliae
ma opty mal ne pH kwa śne.

Zna jo mość ma sy czą stecz ko wej NA Ga zy po -
win na po zwo lić na zna le zie nie no we go spo so bu
izo la cji te go en zy mu z ho mo ge na tu C. co ro na tus.
Dzię ki opra co wa niu me tod ozna cza nia ak tyw no ści
ela sta zy, NA Ga zy, chi to bio zy da zy i li pa zy re al ne
sta je się zro zu mie nie me cha ni zmu po ra ża nia owa -
dów przez grzyb C. co ro na tus.
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