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Phytase Activity in Fungi

WSTEP

Fosforany inozytolu sa waznym skladnikiem fosforu organicznego
gleby (1, 2, 3, 4, 6, 14, 18, 19, 23, 24). Zwiazki te ulegaja mineralizacji
przede wszystkim pod wplywem fitazy mikroorganizmoéow (13).

Jak wykazaly badania Greavesa i wsp. (11, 12), 30—50% gle-
bowych drobnoustrojéw moze rozklada¢ szesciofosforan inozytolu. Na-
lezg one do pospolicie wystepujacych rodzajow, np. Bacillus, Aerobacter,
Pseudomonas, Streptomyces, Aspergillus (6, 8, 9, 11, 12, 15, 16, 17, 20,
214322). j

Niewiele jest publikacji, ktore dotycza aktywnosci fitazowej grzybow,
mimo ze, jak wykazaly badania Shieha i Ware (20), sg to orga-
nizmy o znacznej aktywnosci.

Dazac do uzyskania szczepu o wysokiej aktywnosci fitazowej prze-
badano kolekcje kilkudziesieciu grzyboéw, zwracajac uwage na aktyw-
nos¢ pozakomoérkowsa i endogenna.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto szczepy wlasne wyizolowane z gleby, dla ktérych okreslono
przynalezno$¢ gatunkowsa, oraz drobnoustroje muzealne, u ktérych aktywnosci
fitazowej dotychczas nie okres§lono, pochodzgce z nastepujgcych instytucji: Insty-
tutu Antybiotykéw w Warszawie, Ogrodu Botanicznego Instytutu Hodowli i Akli-



188 Tadeusz Skowronski

matyzacji Roslin (IHAR) w Bydgoszczy, Instytutu Przemystu Fermentacyjnego
w Warszawie oraz Zakladu Mikrobiologii IUNG w Pulawach.

Jako substrat stosowano s6l sodowag kwasu fitynowego firmy Sigma typ V.
Preparat ten nie wykazuje zanieczyszczen fosforanami nieorganicznymi ani tez
nizszymi estrami fosforanowymi inozytolu, co sprawdzono stosujgc dwukierunko-
wa chromatografie bibutowg wg Andersona (1)

W celu oznaczenia aktywnosci fitazowej grzybni drobnoustroje hodowano przez
3 dni na pozywce Czapeka ze zmniejszong do 168 mg/1000 ml iloscig K,HPO,
(3 mg Pi/100 ml), na wytrzasarce (140 wychyleri/min.) w 250 ml kolbach kulistych
z 50 ml pozywki. Inokulum stanowily 3 krazki z zarodnikami o $rednicy 10 mm,
wyciete z brzeczki zestalonej agarem. Przemytg grzybnie homogenizowano w szkla-
nym homogenizatorze z buforem w proporcji 1 g mokrej masy grzybni na 6 ml
0,2 M buforu octanowego o pH 5,5 przez 5 min. Homogenat uzywano-do oznacza-
nia endogennej aktywnosci fitazowej.

W celu uzyskania aktywnych plynéw pohodowlanych drobnoustroje hodowano
na pozywce Czapeka z dodatkiem 8% skrobi oraz ze zmniejszong do 168 mg/1000 ml
ilo$cia K,HPO; przez 8 dni na wytrzasarce (140 wychyleri/min.). Inokulum stano-
wily 3 krazki z zarodnikami o $rednicy 10 mm, wyciete z brzeczki zestalonej
agarem. Szczepiono nimi 50 ml pozywki w 230 ml kolbach kulistych. Po skon-
czonej hodowli grzybnie odsgczano, a plyn pohodowlany odwirowywano przy
wzglednej sile odsrodkowej 10000 g. Supernatant uzywano do oznaczania egzo-
gennej aktywnodci fitazowej.

Aktywnos$é¢ fitazowa okreé§lana byla na podstawie uwalniajacego sig¢ ortofos-
foranu. W sklad mieszaniny inkubacyjnej wchodzilo 0,9 ml 0,2 M buforu octa-
nowego o pH 5,5, zawierajgcego 2,37 mumola obojetnej soli sodowej szesciofosfo-
ranu inozytolu, oraz 0,1 ml plynu pohodowlanego lub homogenatu grzybni. Mie-
szanine reagujacg inkubowano w temp. 40°C w czasie 1—1,5 godz. Reakcje prze-
rywano przez dodanie 1 ml 10% kwasu tréjchlorooctowego. Po odwirowaniu
(12000 g, 10 min.) uwolniony fosforan nieorganiczny oznaczano metoda Fiske
i Subbarowa (19).

Za jednostke aktywnos$ci enzymatycznej przyjeto te ilos¢ enzymu, ktéra uwal-
nia 1 umol fosforu nieorganicznego w ciggu 1 min. w wyzej podanych warunkach.

OMOWIENIE WYNIKOW

Problem wystepowania aktywnosci fitazowej u drobnoustrojéow jest
nadal aktualny. Informacje zawarte w piSmiennictwie na ten temat sa
bowiem czesto ogoélne. Précz tego, przy okreslaniu aktywnosci fitazo-
wej drobnoustrojéow nie stosowano jednolitych metod oraz substratii.
Stad wyniki czasem trudno jest poréownywaé. Cosgrove (6, 7) pod-
kre$la, ze handlowe preparaty fityny sa czesto zanieczyszczone nizszymi
estrami fosforanowymi inozytolu, ktére moga by¢ rozkladane przez fosfa-
tazy niezdolne do hydrolizy piecio- i szesciofosforanéw, co moze zmieni¢
obraz aktywnosci fitazowej.

W niniejszej pracy oznaczono aktywnos$¢ fitazowa u 99 szczepéow
grzybéw nalezacych do rodzajow Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
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Mucor, Trichoderma i Truncatella. Wiekszo$¢ szczepdéw reprezentowala
rodzaj Aspergillus. |

Endo- i egzogenng aktywno$¢ badanych drobnoustrojow zestawiono
w tab. 1. Wida¢ z niej, ze najwieksza liczba szczepéw z endo- i egzogen-
ng aktywnoscig fitazowa nalezala do rodzaju Aspergillus. Na 75 jego
przedstawicieli aktywno$é endogenna posiadalo 60 szczepow, czyli 80%,
a egzogenng — 41, czyli 54,6%. Wysoka aktywnos$¢ fitazowa endo-
i egzogenna charakteryzowala w tym doswiadczeniu zwlaszcza szczepy
nalezace do gatunku Aspergillus niger oraz zaliczane do rodzaju Asper-
gillus (dokladniej nie oznaczone) drobnoustroje izolowane z gleby. Szczep
Aspergillus sp. nr 5 wyizolowany z gleby wykazywal najwyzsza aktyw-
no$¢ endogenng, natomiast najwyzsza aktywnos$¢ egzogenng stwierdzono
u Aspergillus niger 1II A.n./8. Zaobserwowano rowniez, ze u pozostalych
przedstawicieli rodzaju Aspergillus oraz u innych rodzajéw badanych
grzybow aktywno$¢ endogenna, a zwlaszcza egzogenna wystepowaly rza-
dziej i byly zwykle mniejszego rzedu. Na 6 przedstawicieli rodzaju Pe-
nicillium dwa szczepy wykazywaly aktywnosé¢ endo- i egzogenna, a na
7 szczepow nalezgcych do Mucor zaden nie wykazywal aktywnosci egzo-
gennej, a tylko 1 odznaczal sie stabg aktywnoscia endogenna. Wszystkie
badane szczepy Fusarium izolowane z gleby nie wykazywaly aktywnosci
fitazowej.

Uzyskane wyniki potwierdzajg doniesienia Shieha i Ware (20)
o wystepowaniu wysokiej egzogennej aktywnosci fitazowej u Asper-
gillus miger oraz stosunkowo malej czestosci wystepowania tej cechy
u przedstawicieli takich rodzajow, jak Penicilium i Mucor. W dostepnym
mi piSmiennictwie brak jest dokladniejszych informacji o wystepowaniu
endogennej aktywnosci fitazowej u innych niz Aspergillus rodzajow
grzybow.

W wykonanym doswiadczeniu nie zostaly potwierdzone doniesienia
Kotielewa (16) o aktywnosci fitazowej Fusarium. By¢ moze, przy-
czyna rozbieznoSci wynikéw lezy w stosowaniu odmiennych metod
i substratu. Powyzszg obserwacje nalezaloby jednak sprawdzi¢ na szer-
szym materiale.

WNIOSKI

1. Najwyzszg aktywnoscig fitazowg zaréwno endo-, jak i egzogenna
odznaczaly sie drobnoustroje nalezace do gatunku Aspergillus niger oraz
szczepy rodzaju Aspergillus, wyizolowane z gleby.

2. Fitazowa aktywno$¢ endogenna wystepowala czesciej u badanych
grzybow niz aktywnos$¢ pozakomorkowa.
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Tab. 1. Aktywnos$é fitazowa badanych grzybow
Phytase activity of fungi examined
Aktywnosé
; endogenna | Aktywnos$¢
Gatunek i numer szczepu | Pochodzenie szczepow | j/g mokrej | egzogenna
masy j/ml
grzyba
Aspergillus niger A Inst. Antybiot. 0,4 0,28
Aspergillus niger C Inst. Antybiot. 0,56 0,07
Aspergillus niger v.T. Inst. Antybiot. 0,34 0,15
Aspergillus niger v.T.E-1 IHAR 0,64 0,06
Aspergillus niger I1IIAn./2 Inst. Przem. Fermen. 1,6 0,18
Aspergillus niger IIIA.n./3 Inst. Przem. Fermen. 1,3 0,08
Aspergillus niger IIIA.n./7 Inst. Przem. Fermen. 0,3 0,32
Aspergillus niger IIIA.n./8 Inst. Przem. Fermen. 1,3 0,42
Aspergillus niger IIIA.n./17 Inst. Przem. Fermen. 1,7 0,19
Aspergillus niger IIIA.n./21 Inst. Przem. Fermen. 1,8 0,14
Aspergillus niger I1IA.n./23 Inst. Przem. Fermen. 1,72 0,2
Aspergillus niger II1A.n./28 Inst. Przem. Fermen. 1,4 0,08
Aspergillus niger IIIAn./31 Inst. Przem. Fermen. 0,7 0,08
Aspergillus niger 1I11A.n./32 Inst. Przem. Fermen. 0,46 0,33
Aspergillus niger 1IIA.n./34 Inst. Przem. Fermen. 1,2 0,32
Aspergillus oryzae IIIA.or./1 Inst. Przem. Fermen. 0,2 0
Aspergillus oryzae 1IIA.or./2 Inst. Przem. Fermen. 0,18 0
Aspergillus oryzae I1I1IA.or./3 Inst. Przem. Fermen. 0,32 0
Aspergillus oryzae IIIA.or./4 Inst. Przem. Fermen. 0,12 0
Aspergillus oryzae I11A.or.' 6 Inst. Przem. Fermen. 0,12 0,02
Aspergillus oryzae IIIA.or./7 Inst. Przem. Fermen. 0,1 0
Aspergillus oryzae I1IA.or./8 Inst. Przem. Fermen. 0,02 0,03
Aspergillus oryzae Ahlburg Inst. Przem. Fermen. 0,64 0
IITA.or./13
Aspergillus oryzae Ahlburg IHAR 0 0
E5
Aspergillus flavus oryzae Inst. Antybiot. 0,18 0,06
Aspergillus flavus A.s.3.800 Inst. Antybiot. 0,28 0,18
Aspergillus flavus Link E-4 IHAR 0 0
Aspergillus flavus Link Inst. Przem. Fermen. 0,1 0
IITA fl.1
Aspergillus flavus Link Inst. Przem. Fermen. 0,18 0
IITA f1.2
Aspergillus flavus Link Inst. Przem. Fermen. 0 0
1ITA.f1.3
Aspergillus batatae A.s.3.324 Inst. Antybiot. 0,22 0,06
Aspergillus candidus Link Inst. Przem. Fermen. 0 0
IIIA.c./1
Aspergillus candidus Link Inst. Przem. Fermen. 1,3 0
1ITA.c./2
Aspergillus candidus Link Inst. Przem. Fermen. 0,48 0,08
IIIA.c./3
Aspergillus candidus E28 IHAR 0 0
Aspergillus fumigatus I1IA.f./1 Tnst. Przem. Fermen 0,4 0,07
Aspergillus fumigatus Fres. Inst. Przem. Fermen. 0,06 0,03
Af£/3
Aspergillus fumigatus Fres. Inst. Przem. Fermen. 0,14 0,03
Af./4
Aspergillus fumigatus Fres. IHAR 0,16 o
E34
Aspergillus versicolor I11A.v./1 Inst. Przem. Fermen. 0 0




Aktywnos$é fitazowa u grzybow 191
cigg dalszy tab. 1
Aktywnosé
endogenna | Aktywnosé
Gatunek i numer szczepu Pochodzenie szczepow | j/g mokrej | egzogenna
masy j/ml
grzyba
Aspergillus versicolor I11IA.v./2 Inst. Przem. Fermen. 0 J
Aspergillus versicolor IHAR 0 0
Tiraboschi E215
Aspergillus wentii Wehmer Inst. Przem. Fermen. 0,18 0,16
IITA.w./1
Aspergillus wentii Wehmer Inst. Przem. Fermen. 0,2 0
CIIIA.w./2
Aspergillus wentii E7 IHAR 2,08 0,19
Aspergillus tamarii I11.tm./1 Inst. Przem. Fermen. 0,16 0,02
Aspergillus tamarii Kita E2204 IHAR 0 0
Aspergillus ochraceus I11A.0./1 Inst. Przem. Fermen. 0 0
Aspergillus ochraceus I11A.0./2 Inst. Przem. Fermen. 0 0
Aspergillus ochraceus Wil- IHAR 0 0
helm E 38
Aspergillus terreus 56 B Inst. Antybiot. 0,16 0,06
Aspergillus terreus IIIA.ir./1 Inst. Przem. Fermen. 0,16 0
Aspergillus terreus IIIA.tr./2 Inst. Przem. Fermen. 0,24 0
Aspergillus ruber 1IIA.rb./1 Inst. Przem. Fermen. 0,14 0
Aspergillus ruber Thom Inst. Przem. Fermen. 0 0
1I1A.rb./2
Aspergillus amstelodami Inst. Przem. Fermen. 0,2 0
IITA.am./1
Aspergillus clavatus Desm. Inst. Przem. Fermen. 0,1 0
1IIA.d./1
Aspergillus elegans G a s- Inst. Przem. Fermen. 0 0
parini IIIA.e./1
Aspergillus flavescens 1II.A.fs./1 | Inst. Przem. Fermen. 0,18 0,11
Aspergillus flavescens W re- IHAR 0,14 0
den E 39
Aspergillus flavipes 111A.fp./1 Inst. Przem. Fermen. 0 0
Aspergillus itaconicus 1IIA.i./1 Inst. Przem. Fermen. 0,16 0,15
Aspergillus luchuensis 111A.1./1 Inst. Przem. Fermen. 0,84 0,02
Aspergillus repens de Bary Inst. Przem. Fermen. 0,1 0
IITIA.r./1
Aspergillus fonsecaeus Thom IHAR 0.9 0,05
et Raper E 43
Aspergillus nidulaus (Eidam) IHAR 0,14 0
Wint E 246
Aspergillus sp. 1 Izolowano z gleby 1,74 0,15
Aspergillus sp. 2 1zolowano z gleby 1,4 0,11
Aspergillus sp. 3 Izolowano z gleby 2 0,12
Aspergillus sp. 4 Izolowano z gleby 0,5 0,2
Aspergillus sp. 5 Izolowano z gleby 2,32 0,13
Aspergillus sp. 6 1zolowano z gleby 1.9 0,18
Aspergillus sp. 7 Izolowano z gleby 1.92 0.09
Aspergillus sp. 8 Izolowano z gleby 0,52 0,15
Aspergillus sp. 9 Izolowano z gleby 0,48 0,35
Fusarium sp. 1 1zolowano z gleby 0 0
Fusarium sp. 2 1zolowano z gleby 0 0
Fusarium sp. 3 Izolowano z gleby 0 0
Fusarium sp. 4 Izolowano z gleby 0 0
Fusarium sp. 5 Izolowano z gleby 0 0
Fusarium sp. 6 Izolowano z gleby 0 0
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cigg dalszy tab. 1

Aktywnosé
endogenna | Aktywnos$é
Gatunek i numer szczepu Pochodzenie szczepéw | j/g mokrej | egzogenna
masy j/ml
grzyba
Fusarium sp. 7 Izolowano z gleby 0 0
Fusarium sp. 8 Izolowano z gleby 0 0
Penicillium brevi-compactum IHAR 0,3 0,05
Dierckx E 25
Penicillium cyclopium Westl IHAR 0 0
E 183 3
Penicillium expansium E 29 IHAR 0,2 0,22
Penicillium notatum Westl. IHAR 0 0
. E 30
Penicillium purpurogenum E 56 IHAR 0 0
Penicillium vermiculatum IHAR 0 0
Dangeard E 154
Mucor circinelloides v. Tiegh IHAR 0 0
E 72
Mucor hiemalis Wehmer E45 IHAR 0 0
Mucor hiemalis Wehmer E 46 IHAR 0 0
Mucor mucedo L. E 69 IHAR 0,24 0
Mucor racemosus Fres E T1 IHAR 0 0
| Mucor ramannianus Moller THAR 0 0
E 116
Mucor spinosus v.Tiegh E 240 IHAR 0 0
Trichoderma coniugi Zaklad Mikrob. 0 0
IUNG w Putawach
Trichoderma viridae Zaklad Mikrob. 0,3 0
IUNG w Pulawach 3
Truncatetla truncata Zaklad Mikrob. 0 0
IUNG w Putawach
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PE3IOME

Onpenemmacs ¢MT33OBaH, OHJIOTEHHasA M SK30TeHHAasa akKTMBHOCTL IUTAMMOB pOoJa

Aspergillus, Fusarium, Penicilium, Mucor, Trichoderma, Truncatella. Pura30B0i1
aKTUMBHOCTBIO IIpeXKJe BCero xapakrtepusosaicsa poa Aspergillus. Hausbiciiei SHIA0-
v 9K30r€HHOI aKTMBHOCTBIO OTJAMYAJIMNCh LUTAMMbI Bujaa Aspergillus niger u BblaeseH-

13 — Annales tom XXXI

-
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Hble U3 MOYBbI IUTAMMBI poja Aspergillus. douTa3zoBasg akKTUBHOCTH Y OCTAJbHBIX M3Y-
gyaeMbIX poaoB I'pubos Habaronanach pexxe u Obina obbryHO DoJjlee HM3KOrO psAzaa.

SUMMARY

In the presented work endo- and exogenous phytase activities of the strains
of: Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Mucor, Trichoderma and Truncatella genera
were examined. First of all, phytase activity was characteristic of Aspergillus
genus. The highest endo- and exogenous activities showed the strains of Aspergillus
niger species and the strains of Aspergillus genus isolated from soil. Phytase activity
in the representatives of the remaining fungi genera was more rare and usually lower.



