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Correlation between stable isotopic
composition of the fungus aspergillus
niger and its growth substrate and the
extracted chitin

Abstract

Wine is one of the most consumed and appreciated beverages in the world. Due to
the growing attention paid to consumer health, there is a continuous search for
sustainable alternatives to common additives (such as sulfur dioxide) used to preserve
wine. An example is represented by chitosan, the main derivative of chitin, approved
for the treatment of must and wine since 2009 by the “international organization of
vine and wine” (oiv/oeno 338a/2009) and by the european commission (ec reg.
No. 606/2009). This product can be used in the winemaking field only if of fungal
origin, while products obtained from the exoskeleton of crustaceans are not
permitted. The methods reported in the oiv monograph to discriminate between the
two origins of chitosan are often ineffective or contradictory and the analysis of the
stable isotope ratio (sira) of the main bioelements (oxygen 8180, hydrogen 52h,
carbon 813c and nitrogen 815n), already widely used to studying the geographical
and botanical origin of foods and food supplements, has also been successfully tested
for the characterization of chitosan. The variability ranges of the fungal product for
the different isotopic parameters have recently been defined (perini et al., 2020 and
claverie at al. 2023) and the inclusion of this analytical method in the polysaccharide
monograph has been proposed. To better understand the mechanisms of fungal
synthesis of chitin and the chitosan obtained from it by deacetylation, for the first
time, in this work the correlation between the isotopic composition of the substrates
used for growth, that of the fungus (asperigillus niger) and that of the chitin obtained
from it was studied. The fungus was fed with four different diets (diet a-d), based on
different sources of carbon (glucose having different 513c) and nitrogen (kno3 and
nh4cl having different 15n), to verify the differences between the 513c and §15n
isotope ratios of chitin produced and those of the diet followed by the fungus. The
variations in the 813c ¢ and 815n isotope ratios of chitin obtained from cultures of a.
Niger on two different substrates (diet a, b) during the various phases of its
biosynthesis, between 5 and 12 days, were also monitored. For carbon, the change
in 813c (defined as &13cchitin — 813cdiet) was -6.8%o and -7.1%o for diets a and ¢,
respectively, given a c4 carbon source (813c = -10.9 %o), and -0.4%o and 0.6%o for
diets b and d, respectively, given a ¢3 carbon source (513c = -23.7%o). Regarding
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nitrogen, the 815n variation (defined as 15nchitin — 515ndiet) was -6.9%0 and
-3.0%o for diets a and d, respectively, given kno3 (515n = 1.3%o) as nitrogen source,
and +12.5%o and -3.0 %o for diets b and ¢ respectively, considering nh4cl (815n =
-1.8%o) as the nitrogen source. Observing the results of the four samplings performed
during the growth phase of the fungus on two different substrates (diet a and b), the
513c reached a constant value from the first sampling of the chitin while the 515n
progressively increased during the sampling in diet b and decreased progressively in
diet a. To try to understand the phenomenon, various factors were considered, such
as the ph of the nutrient solution in which the fungus grows, and the nitrogen sources
used.

Correlazione tra composizione isotopica stabile del fungo aspergillus niger e del suo
substrato di crescita e della chitina estratta

Il vino é una delle bevande piv consumate e apprezzate al mondo. A causa della
crescente affenzione rivolta alla salute dei consumatori vi é una continua ricerca di
alternative sostenibili ai comuni addlitivi (come I'anidride solforosa) utilizzati per la
conservazione del vino. Un esempio é rappresentato dal chitosano, il principale
derivato della chitina, approvato per il trattamento del mosto e del vino dal 2009
dall'organizzazione internazionale della vigna e del vino” (oiv/oeno 338a/2009) e
dalla commissione europea (reg. Ce n. 606/2009). Questo prodotto pud essere
utilizzato in campo enologico solo se di origine fungina, mentre non sono ammessi
prodotti ottenuti da esoscheletro di crostacei. | metodi riportati in monografia oiv per
discriminare tra le due origini del chifosano sono spesso inefficaci o contraddittori e
'analisi del rapporto isotopico stabile (sira) dei principali bioelementi (ossigeno
5180, idrogeno &2h, carbonio 513c e azoto &15n), gic ampliamente utilizzata per
studliare l'origine geografica e botanica di alimenti e integratori alimentari, é stata
testato con successo anche per la caratterizzazione del chitosano. Recentemente sono
stati definiti gli intervalli di variabilita del prodotto fungino per i diversi parametri
isotopici (perini et al., 2020 e claverie at al. 2023) ed é stata proposta l'inclusione di
questo metodo analitico nella monografia del polisaccaride. Per meglio comprendere
i meccanismi di sintesi fungina della chitina e del chitosano da essa ottenuto per
deacetilazione, per la prima volta, in questo lavoro é stata studiata la correlazione
tra la composizione isotopica dei substrati utilizzati per la crescita, quella del fungo
(asperigillus niger) e quella della chitina da esso ottenuta. Il fungo é stato alimentato
con quattro diverse diete (dieta a-d), basate su dliverse fonti di carbonio (glucosio
avente 5 13c diverso) e azoto (kno3 e nh4cl avente &15n dliverso), per verificare le
differenze tra i rapporti isotopici &13c e 15n della chitina prodotta e quelli della
dieta seguita dal fungo. Sono state inoltre monitorate le variazioni dei rapporti
isofopici &13c e 515n della chitina oftenuta da colture di a. Niger su due diversi
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substrati (dieta a, b) durante le varie fasi della sua biosintesi, compresa tra 5 e 12
giorni. Per il carbonio, la variazione del 513c (definita come & 13cchitin — & 13cdiet)
é stata -6,8%. e -7,1%o per le diete a e c, rispettivamente, data una fonte di
carbonio c4 (513c = -10,9 %), e -0,4%0 e 0,6%. per le diete b e d, rispettivamente,
data una fonte di carbonio ¢3 (515n = -23,7%o). Per quanto riguarda l'azoto, la
variazione & 15n (definita come & 15nchitin — & 15ndiet é stata -6,9%o0 e -3,0%o per le
diete a e d, rispettivamente, dato kno3 (515n = 1,3%o.) come fonte di azoto, e
+12,5%0 e -3,0 %o rispettivamente per le diete b e ¢, considerando nh4cl (515n =
-1,8%0) come fonte di azoto. Osservando i risultati dei quattro campionamenti
esequiti durante la fase di crescita del fungo su due diversi substrati (dieta a e b), il
& 13c¢ raggiungeva un valore costante fin dal primo campionamento della chitina
mentre il 5 15n aumentava progressivamente durante il campionamento nella dieta b
e diminuiva progressivamente nella dieta a. Per cercare di comprendere il fenomeno
sono stati considerati diversi fattori, come il ph della soluzione nutritiva in cui cresce
il fungo, e le fonti di azoto utilizzate.

e3aumocesi3b cma6unbHO20 U30MoONHo20 cocmaea 2puba aspergillus niger ¢
€20 pocmoebIM cy6cmpamom U 3KcmpazupyemMbiM XUMUHOM

BuHo — 00uH u3 cambix nompebrsieMbix U UeHUMbIX Harumkos 8 mupe. B cessu
C pacmywum sHUMaHuem, yoernsembim 300po8bto nompebumernet, eedemcs
MOCMOSIHHBIU MOUCK ycmoU4uebiX arlbmepHamue obbiYHbIM 0obaskaM (makum
Kak OuokcuOd cepbl), ucrionb3yemMbiM Ofisl KOHCepauposaHus 8uHa. lMpumepom
MOXem Criy)Xume Xumo3aH, OCHOBHOE Pou3800HOE XumuHa, 000b6peHHbIU Ors
obpabomku cycna u suHa ¢ 2009 2o0a «mexx0yHapoOHoU opeaHu3auyuel
guHoepada u euHa» (oiv/oeno 338a/2009) u esponelickol komuccuel (ec reg.
Ne 606,/2009). 3mom npodyKm MOXHO UCMOMb308amMb 8 8UHOOETBYECKOU
cgbepe mosbKo 8 MOM criydae, ecriu OH uMmeem e2pubKoeoe rpoucxoxoeHue, 8
mo epeMsi Kak rnpo0yKmbl, Mosly4eHHbIe U3 3K30cKernema pakoobpasHbiX, He
donyckaromcsi. MemoOb! paznuyeHusi 08yX UCMOYHUKO8 XUmo3aHa,
rnpedcmaerneHHbIe 8 MOHO2paghuu oiv, Hacmo He3ghgheKkmMuU8HbI unu
poMuBopeYUBhI, @ aHasu3 COOMHOWeHUs cmaburnbHbIX U30mornos (sira)
OCHOBHbIX 6UO3IeMeHmMos (kucriopoda 6 18o, sodopoda &52h, yenepoda &13c u
azoma 0 15n) yxe wupoko ucronb3yemMbili O5sl U3yYeHUs 2eo2paghuyecKkozo U
bomaHu4ecKo20 rnpoucxXox0eHUs nPodyKmoes rnumanHus u nuujesbix 006asok, oH
mak>e 6bI1 ycriewHo npomecmuposaH 07151 XapakmepucmuKu Xumo3aaHa.
HedaeHo bbinu onpederieHbl Ouarnal3oHbkl UsMeH4usocmu 2pubHoz2o rnpodykma
O/151 pa3fuyHbIX U30MOIHbIX napamempos (nepuHu u dp., 2020 u knasepu u Op.,
2023), u 6bir10 NpedoxXeHo BKIIYEHUE 3MOo20 aHaIumu4ecKkoeo memooda 6
MoOHo2paguro o ronucaxapudam. s ry4weao noHUMaHusi MEXaHU3MO8
2pubHO20 CUHMe3a XumuHa U xumo3saHa, nosy4eHHO20 U3 He2o
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OeauemurupogaHueM, 8 daHHoU pabome griepabie bbinia usydyeHa Koppernsayusi
MeXX0y U30moriHbIM cocmasom cybcmpamos, ucrosib3yembix 0511 pocma, u
epuba (asperigillus niger). Y nomyyeHHo20 u3 He2o xumuna. Mpuby daearu
yembipe pa3sHbiX payuoHa (duema a-d), 0CHOB8aHHLIX Ha Pa3HbIX UCMOYHUKaX
yernepoda (2rmoko3a ¢ pasHbim & 13c) u asoma (kno3 u nh4cl ¢ pasHbim &15n),
umobbI MposepumMb pasnuyusi Mexoy coomHoweHusiMu uzomornos 6 13c u &15n
obpasyrouweaocs xumuHa u me u3 duemsl, 3a kKomopou criedyem epub. Takxe
omcnexusarnu U3MeHeHUs U3omoriHbix coomHoweHut & 13c u & 15n xumuHa,
nony4yeHHo20 u3 Kyrnbmyp a. Niger Ha d8yx pa3Hbix cybcmpamax (Quema a, 6) 8
pasHble ¢hasbl e2o buocuHmesa, om 5 0o 12 dHeli. Ymo kacaemcs yenepoda,
usmereHue & 13c (onpedensiemozo kak &13c chitin — & 13c diet) cocmasurio
-6,8%0 U -7, 1 %0 Onsi payUuoOHO8 a U ¢ CO0MBEMCMBEHHO, y4UMbIBasi UCMOYHUK
yenepoda c4 (513c =-10,9 %o), u -0,4%0 u 0,6%.. [Ans pauuoHos b u d
COOMBeMCcmMeeHHO C y4emoM UcmoyHuka yenepooda c3 (0 15n = -23,7%o). Ymo
kacaemcsi asoma, sapuauusi 6 15n (onpedensemasi kak 6 15n chitin — &15n diet)
cocmaensna -6,9%o u -3,0%. dnsi payuoHos a u d coomeemcmeeHHo,
yqumbieas kno3 (6 15n = 1,3%.) 8 kasecmee ucmoyHuka azoma, u +12,5%o u
-3,0%o. [ns payuoHos b u c coomeemcmeeHHo, paccmampusgas nhdcl (515n =
-1,8%0) 8 kasecmee ucmoyHuka azoma. Habnodas 3a pesynbmamamu YembipPex
ombopos npob, 8bIrnorIHEHHbIX 80 8peMs hasbl pocma epuba Ha d8yx pa3HbIX
cybcmpamax (Quema a u 6), &1 3c docmuz nocmosiHHO20 3Ha4YeHUs1 ¢ MOMEeHMa
nepeo2o ombopa xumuHa, moeada Kak 0 1 5n nocmeneHHO yeenu4yueascs 60
gpems ombopa npob Ha dueme b. M nocmeneHHo cHuxarics 8 dueme a. Ymobbl
MonbImamacsi MOHSIMb 3MO siefieHuUe, bbifiu PaccCMOMpPEeHb! Pasnu4yHbIe
hakmopsi, maKue Kak ph numamesnbHO20 pacmeopa, 8 KOImopom pacmem
epub, u ucronb3yemMble UCMOYHUKU azoma.
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