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WSTĘP 

Fosforany inozytolu są ważnym składnikiem fosforu organicznego 
gleby (1, 2, 3, 4, 6, 14, 18, 19, 23, 24). Związki te ulegają mineralizacji 
przede wszystkim pod wpływem fitazy mikroorganizmów (13). 

Jak wykazały badania Greavesa i wsp. (11, 12), 30—50"/ gle- 
bowych drobnoustrojów może rozkładać sześciofosforan inozytolu. Na- 
leżą one do pospolicie występujących rodzajów, np. Bacillus, Aerobacter, 
Pseudomonas, Streptomyces, Aspergillus (6, 8, 9, 11, 12, 15, 16, 17, 20, 
2122). 

Niewiele jest publikacji, które dotyczą aktywności fitazowej grzybów, 
mimo że, jak wykazały badania Shieha i Ware (20), są to orga- 
nizmy o znacznej aktywności. 

Dążąc do uzyskania szczepu o wysokiej aktywności fitazowej prze- 
badano kolekcję kilkudziesięciu grzybów, zwracając uwagę na aktyw- 
ność pozakomórkową i endogenną. 

MATERIAŁ I METODY 

Do badań użyto szczepy własne wyizolowane z gleby, dla których określono 
przynależność gatunkową, oraz drobnoustroje muzealne, u których aktywności 
fitazowej dotychczas nie określono, pochodzące z następujących instytucji: Insty- 
tutu Antybiotyków w Warszawie, Ogrodu Botanicznego Instytutu Hodowli i Akli- 
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matyzacji Roślin (IHAR) w Bydgoszczy, Instytutu Przemysłu Fermentacyjnego 
w Warszawie oraz Zakładu Mikrobiologii IUNG w Puławach. 

Jako substrat stosowano sól sodową kwasu fitynowego firmy Sigma typ V. 
Preparat ten nie wykazuje zanieczyszczeń fosforanami nieorganicznymi ani też 
niższymi estrami fosforanowymi inozytolu, co sprawdzono stosując dwukierunko- 
wą chromatografię bibułową wg Andersona (1). 

W celu oznaczenia aktywności fitazowej grzybni drobnoustroje hodowano przez 
3 dni na pożywce Czapeka ze zmniejszoną do 168 mg/1000 ml ilością K,HPO;, 
(3 mg Pi/100 ml), na wytrząsarce (140 wychyleń/min.) w 250 ml kolbach kulistych 
z 50 ml pożywki. Inokulum stanowiły 3 krążki z zarodnikami o średnicy 10 mm, 
wycięte z brzeczki zestalonej agarem. Przemytą grzybnię 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 używano: do oznacza- 
nia endogennej aktywności fitazowej. 

W celu uzyskania aktywnych płynów pohodowlanych drobnoustroje hodowano 
na pożywce Czapeka z dodatkiem 8% skrobi oraz ze zmniejszoną do 168 mg/1000 ml 
ilością K,HPO4 przez 8 dni na wytrząsarce (140 wychyleń/min.). Inokulum stano- 
wiły 3 krążki z zarodnikami o średnicy 10 mm, wycięte z brzeczki zestalonej 
agarem. Szczepiono nimi 50 ml pożywki w 250 ml kolbach kulistych. Po skoń- 
czonej hodowli grzybnię odsączano, a płyn pohodowlany odwirowywano przy 
względnej sile odśrodkowej 10000 g. Supernatant używano do oznaczania egzo- 
gennej aktywności fitazowej. 

Aktywność fitazowa określana była na podstawie uwalniającego się ortofos- 
foranu. W skład mieszaniny inkubacyjnej wchodziło 0,9 ml 0,2 M buforu octa- 
nowego o pH 5,5, zawierającego 2,37 umola obojętnej soli sodowej sześciofosfo- 
ranu inozytolu, oraz 0,1 ml płynu pohodowlanego lub homogenatu grzybni. Mie- 
szaninę reagującą inkubowano w temp. 40%C w czasie 1—1,5 godz. Reakcję prze- 
rywano przez dodanie 1 ml 10%0 kwasu trójchlorooctowego. Po odwirowaniu 
(12000 g, 10 min.) uwolniony fosforan nieorganiczqy oznaczano metodą Fiske 
i Subbarowa (10). 

Za jednostkę aktywności enzymatycznej przyjęto tę ilość enzymu, która uwal- 
nia 1 umol fosforu nieorganicznego w ciągu 1 min. w wyżej podanych warunkach. 

OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Problem występowania aktywności fitazowej u drobnoustrojów jest 
nadal aktualny. Informacje zawarte w piśmiennictwie na ten temat są 
bowiem często ogólne. Prócz tego, przy określaniu aktywności fitazo- 
wej drobnoustrojów nie stosowano jednolitych metod oraz substratu. 
Stąd wyniki czasem trudno jest porównywać. Cosgrove (6, 7) pod- 
kreśla, że handlowe preparaty fityny są często zanieczyszczone niższymi 
estrami fosforanowymi inozytolu, które mogą być rozkładane przez fosfa- 
tazy niezdolne do hydrolizy pięcio- i sześciofosforanów, co może zmienić 
obraz aktywności fitazowej. 

W niniejszej pracy oznaczono aktywność fitazową u 99 szczepów 
grzybów należących do rodzajów Aspergillus, Fusarium, Penicillium, 
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Mucor, Trichoderma i Truncatella. Większość szczepów reprezentowała 

rodzaj Aspergillus. , 
Endo- i egzogenną aktywność badanych drobnoustrojów zestawiono 

w tab. 1. Widać z niej, że największa liczba szczepów z endo- i egzogen- 
ną aktywnością fitazową należała do rodzaju Aspergillus. Na 75 jego 
przedstawicieli aktywność endogenną posiadało 60 szczepów, czyli 80*/, 
a egzogenną — 41, czyli 54,6%/0. Wysoka aktywność fitazowa endo- 
i egzogenna charakteryzowała w tym doświadczeniu zwłaszcza szczepy 
należące do gatunku Aspergillus niger oraz zaliczane do rodzaju Asper- 
gillus (dokładniej nie oznaczone) drobnoustroje izolowane z gleby. Szczep 
Aspergillus sp. nr 5 wyizolowany z gleby wykazywał najwyższą aktyw- 
ność endogenną, natomiast najwyższą aktywność egzogenną stwierdzono 
u Aspergillus niger III A.n./8. Zaobserwowano również, że u pozostałych 
przedstawicieli rodzaju Aspergillus oraz u innych rodzajów badanych 
grzybów aktywność endogenna, a zwłaszcza egzogenna występowały rza- 
dziej i były zwykle mniejszego rzędu. Na 6 przedstawicieli rodzaju Pe- 
nicillium dwa szczepy wykazywały aktywność endo- i egzogenną, a na 
7 szczepów należących do Mucor żaden nie wykazywał aktywności egzo- 
gennej, a tylko 1 odznaczał się słabą aktywnością endogenną. Wszystkie 
badane szczepy Fusarium izolowane z gleby nie wykazywały aktywności 
fitazowej. 

Uzyskane wyniki potwierdzają doniesienia Shieha i Ware (20) 
o występowaniu wysokiej egzogennej aktywności fitazowej u Asper- 
gillus niger oraz stosunkowo małej częstości występowania tej cechy 
u przedstawicieli takich rodzajów, jak Penicilium i Mucor. W dostępnym 
mi piśmiennictwie brak jest dokładniejszych informacji o występowaniu 
endogennej aktywności fitazowej u innych niż Aspergillus rodzajów 
grzybów. 

W wykonanym doświadczeniu nie zostały potwierdzone doniesienia 
Kotielewa (16) o aktywności fitazowej Fusarium. Być może, przy- 
czyna rozbieżności wyników leży w stosowaniu odmiennych metod 
i substratu. Powyższą obserwację należałoby jednak sprawdzić na szer- 
szym miateriale. 

WNIOSKI 

1. Najwyższą aktywnością fitazową zarówno endo-, jak i egzogenną 
odznaczały się drobnoustroje należące do gatunku Aspergillus niger oraz 
szczepy rodzaju Aspergillus, wyizolowane z gleby. 

2. Fitazowa aktywność endogenna występowała częściej u badanych 
grzybów niż aktywność pozakomórkowa. 

e | 
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Tab. 1 Aktywność fiazowa zadanych grzybow 
*hvtase activity ot fung: examined 

   

ARitywność 
tndogenna Aktrwnosc | 

Gatunek i numer szczepu Pochodzenie SZCZEDOW JE MośrEj i eKzosenua 
Imasy " jm 

suzybDa 
 

! 

i | „Aspergillus niger A | last. Antrbiot | 0.4 | 28 
„Aspergillus niger C | nen Antybzot 056 DAT 
Aspergillus niger v.T. | Inst. Autybiot | 0,34 | 15 
Aspergillus niger v.T.E-1 IHAR | 1,64 | 0,06 
„Aspergillus niger IILA.n. 2 | Inst. Przem. Fermen. i 16 ! Ot | 
Aspergillus niger MIA n. 3 | Inst. Przem. Fermen. 1.3 | 1.08 
Aspergillus niger IIIA N.i Inst. Przem. Fermen. 033 i 052 | 
„Aspergillus niger IIIA.n. 8 | Tns. Przem. Fermen. 1.3 JEM | 
Aspergillus niger IIA.n. 17 | lnst Przem Fermen. | LT | 0.19 i 
Aspergillus niger LIAN. 21 | Inst. Przem. Fermen. | 1.6 uł | 
„Aspergillus niger IILA.n. 23 | lust. Przem. Fermen | 12 | 0.2 „ 
Aspergillus niger IIIA.n.;28 (Inst. Przem Fermen. | 1. | 0.08 I 
Aspergillus niger IIIA.n. 31 | Inst. Przem. Fermen. | 01 I 0,00 , 
„Aspergillus niger IITA.n.'32 | ns. Przem. Fermen. | 1446 0.33 i 
Aspergillus niger IILA.n. 34 i Inst Przem. Fermen. | 12 | DW ! 
Aspergillus oryzae IIIA.ar. 1 " Inst. Przem. kermen. 0.2 0 , 
„Aspergillus oryzade IIA.ov. 2 , last Przem. Fermen. | 0.18 , U I 
„Aspergillus oryzae IIAor. 3 * Just. Przem. Fermen | 232 i 0 ! 
Aspergillus oryzae IMA.ov,+4 | lnst Przem. Fermen. | (12 i 0 | 
Aspergillus orycać IIA. Or, 6 | Inst. Przeme Fermen. | 12 | 002 . 
„Aspergillus oryzae IIA0r1T | Inst. Przem bFermen | 01 | u | 
Aspergillus oryzae MIAGI. 4 fo[nst Przem Fermen i un ! 1073 | 
Aspergillus oryzae Ahlbura | bu Przem Fermen. | VAZ | 1 

IIA.or. 13 i | | 
„Aspergillus oryzae Ahlbure | IHAR | u ! ( | 

ko | | I 
Aspergillus Marcus oriyycze bln Amybia , V.1a | 06 ! 
Aspergillus flarus AS-800 | dns Antybint. 5 28 | 018 | 
Aspergillus flarus Link E-f i IAR | 0 I u 
Aspergillus flarus Link Inst Przem Fermen 0.1 u | 

IITA.[LI . | , Aspergillus fłarus Link "last Przen Fermen. | IR | u | 
ITA.(12 | , 

Aspergillus flarus Link fnst Przem. Fermen. ć u I " | 
IITA.(L3 

Aspergillus batatae A.sS.3 324 ln Aatybiot 22 , U,06 | 
Aspergillus candidus Link lust Przem. Ferme'n | u | u 

, IHAc1 i | Aspergillus candidus L:.nk dns Przem. Fkermen. i 1.3 | u 
IITA.C. 2 i 

„Aspergillus candidus Link ns Przem Fermen | Ok | 8 
ITA.C, 3 , l | 

Aspergillus candidus Fa IHAR , u | u 
Aspergillus fumigatus IIA | q Ins Przem. Fermen | 0.4 | 0.07 
„Aspergillus fumigatus Fres llns Przem Fermen. | MU | 0.03 

RUSE) | 
Aspergillus fumigatus Fres. | Inst. Przem Fermen. | 0.14 0,03 

ALL 4 i 
Aspergillus fumigatus FEres IHMAR | D.Ib | (r 

Paa | | | | Aspergillus rersicolor IIIA. I | Inst. Przem. Fermen. | U " 1 
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ciąg dalszy tab. 1 

/, Aktywność 
| endogenna | Aktywność 

Gatunek i numer szczepu Pochodzenie szczepów , j/g mokrej | egzogenna 
| masy j/ml 

grzyba 

Aspergillus versicolor IIIA.v./2 Inst. Przem. Fermen. 0 U 
Aspergillus versicolor IHAR 0 0 

Tiraboschi E215 
Aspergillus wentii Wehmer Inst. Przem. Fermen. 0,18 0,16 

IIIA.w./1 
Aspergillus wentii Wehmer Inst. Przem. Fermen. 0,2 0 
, MIA.w./2 Aspergillus wentii E7 IHAR 2,08 0,19 

Aspergillus tamarii IIL.tm./1 Inst. Przem. Fermen. 0,16 0,02 
Aspergillus tamarii Kita E204 IHAR 0 0 
Aspergillus ochraceus IIIA.o0./1 Inst. Przem. Fermen. 0 0 
Aspergillus ochraceus IIIA.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.tr./1 Inst. Przem. Fermen. 0,16 9 
Aspergillus terreus IIIA.tr./2 Inst. Przem. Fermen. 0,24 0 
Aspergillus ruber IIIA.rb./1 Inst. Przem. Fermen. 0,14 0 
Aspergillus ruber Thom Inst. Przem. Fermen. 0 0 

IIIA.rb./2 
Aspergillus amstelodami Inst. Przem. Fermen. 0,2 0 

IIIA.am./1 
Aspergillus clavatus De sm. Inst. Przem. Fermen. 0,1 0 

UIIA.d./1 
Aspergillus elegans Gas- Inst. Przem, Fermen. U 0 

parini IIIA.e./1 : 
Aspergillus flavescens IILA.fs./1 | Inst. Przem. Fermen. 0,18 0,11 
Aspergillus flavescens W re- IHAR 0,14 0 

den E 39 
Aspergillus flavipes IIIA.fp./1 Inst. Przem. Fermen. 0 0 
Aspergillus itaconicus IIIA.i./1 Inst. Przem. Fermen. 0,16 0,15 
Aspergillus luchuensis IIIA.1./1 | Inst. Przem. Fermen. 0,84 0,02 
Aspergillus repens de Bary Inst. Przem. Fermen. 0,1 0 

IIA.r./1 
Aspergillus fonsecaeus Thom IHAR 0,9 0.05 

et Raper E 43 
Aspergillus nidulaus (Ei d a m) IHAR 0,14 0 

Wint E 246 
Aspergillus sp. 1 Izolowano z gleby 1,74 0,15 
Aspergillus sp. 2 Izolowano z gleby 1,4 0,11 
Aspergillus sp. 3 Izolowano z gleby Ź 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 Izolowano 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 Izolowano z gleby o 0 
Fusarium sp. 2 Izolowano z gleby o 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 

     



192 Tadeusz Skowroński 

ciąg dalszy tab. 1 
 

     
Aktywność 
endogenna | Aktywność 

Gatunek i numer szczepu Pochodzenie szczepów | j/g mokrej | egzogenna 
masy j/ml 

grzyba 

Fusarium sp. 7 Izolowano z gleby 0 0 
Fusarium sp. 8 Izolowano z gleby 0 U 
Penicillium brevi-compactum IHAR 0,3 0,05 

Dierckx E 25 ' 
Penicillium cyclopium Westl. IHAR 0 0 

E 183 ; 
Penicillium expansium E 29 IHAR 0,2 0,22 
Penicillium notatum Westl. IHAR 0 0 
. E 380 
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 E46 IHAR 0 0 
Mucor mucedo L. E 69 IHAR 0,24 0 
Mucor racemosus Fres E 71 IHAR 0 0 

| Mucor ramannianus Moller IHAR 0 0 
E 116 

Mucor spinosus v.Tiegh E240 IHAR 0 0 
Trichoderma coniugi Zakład Mikrob. l 0 0 

IUNG w Puławach 
Trichoderma viridae Zakład Mikrob. 0,3 0 

IUNG w Puławach E 
Truncatella truncata Zakład Mikrob. 0 0 

IUNG w Puławach 
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PE3IOME 

Onpezxe1alach (CbuTa30OBAA, SHĄOTEHHAA M JKI3OTEHHAA AKTUBHOCTb ILITAMMOB pona 

Aspergillus, Fusarium, Penicilium, Mucor, Trichoderma, Truncatella. <buTa30Bońi 
AKTMBHOCTbIO IIpeXX1e BCEeTo XapaKTepu3OBAJCA po4 Aspergillus. HauBbicuień 3HX10- 
4 SK3OTEHHOŃ AKTUBHOCTbIO OTJIMYAJIMCb IUTAMMbi BUĄ44 Aspergillus niger u Bbiąe1eH- 

13 — Annales tom XXXI 
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HEIEC I13 DIIOYBEI INTAMMEI DOLA Aspergaliis, DYTAJOBAA AKTABHOCTh Z OCTAGLHBIŃ 275- 

"JACMBIX DOAOB VPpuHOGon iraO101adJach pezeć ir Oniia COLIHHO BOIEE IUYZKOTO DA. 

SUMMARY 

In the presented Work endo- and exotenous phytase aetiwities ufo the strawie 
ot: Aspergilius, Fusarium, Penicillium, Mucor, Pricboderma guid Priercatela secra 

 

were examined. First of all. phytase achutirv was characieristie o: „tspergulus 
genus. The highest endo- and exogenous activitues showed the trans or Asperatius 
niger species and the strains of Asperglus genius asolated Prom serb Phvtase acwty 

in the representatives of the remannuś tuns: zenera was more rure and usually lkter 


