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Wpływ podłoża na produkcję fitazy przez Aspergillus niger 

BnnuaHue INUTaTEJHbHOŃ CPEĄbI HA HIPOXYKIUMIO (PUTA3BI 
M3TOTaBJIMBaeMOŃ Aspergillus niger 

The Influence of Medium on the Production of Phytase by Aspergillus niger 

WSTĘP 

Sześciofosforan myo-inozytolu ulega hydrolizie pod wpływem fitazy 
(EC 3.1.3.8). Enzym ten występuje u wielu glebowych mikroorganizmów 
(4, 5, 12). Jednak fitaza zwraca uwagę nie tylko ze względu na rolę, jaką 
odgrywa w przemianach fosforu organicznego gleby, lecz również z po- 
wodu możliwości zastosowania preparatów tego enzymu w żywieniu 
zwierząt (8, 9, 10). 

W przedstawionej pracy autorzy dążyli do ustalenia takiego składu 
podłoża, przy którym po hodowli Aspergillus niger, można by uzyskać 
płyny pohodowlane o możliwie najwyższej aktywności fitazy. 

MATERIAŁ I METODY 

ODCZYNNIKI 

Sól sodową sześciofosforanu myo-inozytolu Typ V (98%) otrzymano z Sigma Che- 
mical Company, St. Louis Missouri USA. Siarczan metylo-p-aminofenolu otrzymano 
z Łódzkich Zakładów Chemicznych (Polska). Pozostałe odczynniki pochodziły z 
POCh Gliwice (Polska), 
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ORGANIZM I HODOWLA 

Aspergillus niger III An/8 hodowano w sposób podany w publikacji (13), stosu- 
jąc pożywkę Czapeka wzbogaconą skrobią, w której zmieniano stężenia skrobi, azotu, 
fosforu oraz pH w zależności od kombinacji doświadczenia. 

OZNACZENIE AKTYWNOŚCI ENZYMATYCZNEJ 

Aktywność fitazy określana była na podstawie uwalniającego się ortofosforanu 
metodą Fiske i Subbarowa (3). Mieszanina inkubacyjna zawierała 0,9 ml bu- 
foru octanowego o pH 5,5 z 2,37 umolami zobojętnionej soli sodowej sześciofosforanu 
myo-inozytolu oraz 0,1 ml płynu pohodowlanego. Inkubację prowadzono w 40? przez 
30—60 min. Reakcję przerywano przez dodanie 1 ml 10% kwasu trójchlorooctowego. 

Za jednostkę aktywności przyjęto tę ilość enzymu, która uwalnia z substratu 
1 umol fosforu nieorganicznego w ciągu jednej minuty w wyżej podanych warun- 
kach. 

METODA PLANOWANIA DOŚWIADCZEŃ I ANALIZY WYNIKÓW 

W niniejszej pracy badano zależność między aktywnością fitazy Aspergillus niger 
(y) a czynnikami: A (skrobia), B (NaNQO;), C (P; jako K+HPO;4) oraz D (pH). Poszu- 
kując optymalnej kombinacji poziomów tych czynników, zastosowano metodę po- 
wierzchni reakcji (1, 2). 

Metoda powierzchni reakcji łączy teorię planowania doświadczeń czynnikowych 
z teorią regresji. Stosując tę metodę możemy określić kombinacje poziomów czyn- 
ników, dla których reakcja jest maksymalna. Zagadnienie to sprowadza się do znale- 
zienia ekstremum lokalnego funkcji wielu zmiennych (powierzchni reakcji), jeśli 
ono istnieje w badanym obszarze zmienności, lub do podania wskazówek dotyczących 
dalszego eksperymentowania. Metoda powierzchni reakcji jest wykorzystywana przy 
rozwiązywaniu wielu zagadnień optymalizacyjnych, pojawiających się w różnych 
dyscyplinach naukowych (2, 6, 7). 

= 

WYNIKI I DYSKUSJA 
W poprzedniej pracy (13) stwierdzono, że aktywność fitazy płynów po- 

hodowlanych A. niger jest uzależniona od poziomu skrobi i fosforanu nie- 
organicznego w podłożu. Podobną zależność stwierdzili w stosunku do 4. 
ficuum Shieh i Ware (12). . 

Dążąc do uzyskania maksymalnej aktywności enzymatycznej 4. niger, 
przeprowadzono badania w dwu etapach, uwzględniając czynniki wymie- 
nione już poprzednio. 

"W pierwszym etapie wykonano doświadczenie czynnikowe typu 5 
obejmujące 2*=16 kombinacji. Każdy z czterech czynników występował 
w dwu poziomach, niższym i wyższym. Ponadto wykonano dodatkowo 
kombinację centralną w dziewięciu replikacjach (czynniki występowały w 
poziomach środkowych). Tabela 1 podaje wartości poziomów czynników 
użyte w doświadczeniu, natomiast dane eksperymentalne zamieszczono w 
tab. 2. 
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Tab. 1. Poziomy czynników w pierwszym doświadczeniu 
Levels of factors in the first experiment 

Czynniki A B a kose D 
Poziomy skrobia % NaNO; g/l s pH 

Poziom 
wyższy (+1) 8 8,5 7 

Poziom 
środkowy 5 4,5 5 
(0) 

Poziom 
niższy (—1) 2 05 3 
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Tab. 2. Aktywność fitazy płynów pohodowlanych w pierwszym doświadczeniu 
Phytase activity in culture fluid in the first experiment 

   

 

  

 

Zmienne 

A B c D Aktyw- 
; Nr kom- Oznaczenia 2 ność 

s! binacji kombinacji = Ó K;HPO; fitazy (y) 
| R.Z mg pH U/ml 

Św BZ P/100 ml 
1 Ag Bu — Czy Dq 2 2 0,5 3 0,32 
2 BABA AAA 2 2 0,5 1 0,30 
3 AngiB4 C+1 D-4 2 2 8,5 3 0,16 
4 AZ ECPLEDI 2 2 8,5 z 0,12 
5 Am Bu 'C1. D1 2 14 0,5 3 0,44 
6 BĄ „BP Ja Ad Z 14 0,5 1 0,44 
7 A4.B++ Ca DĄ 2 14 8,5 3 0,32 
8 Anu, Ba CH DB 2 14 8,5 7 0,28 
9 A1 Bq4 CH DĄ 8 2 0,5 3 0,28 

10 Aa B4 Ci Dn 8 2 0,5 7 0,28 
11 A+ By CH D1 8 2 8,5 3 0,09 

1 12 RZE Ba CH UP 8 2 8,5 7 0,09 
13 A+ B+4 CH Dn 8 14 0,5 3 0,98 
14 A+. Bqq, Cz. Di 8 14 0,5 1 1,26 
15 An Ba Ci Dn 8 14 8,5 3 0,34 

| 16 An Bu CH Dh 8 14 8,5 1 0,28 
j 17a Ay Bo Do 5 8 4,5 5 0,48 
j 17b Aq Ba. D» 5 8 4,5 5 0,37 

17c Ay Bo Co Da 5 8 4,5 5 0,42 
j7d Ag Bo Co Do 5 8 4,5 5 0,52 
17e Ay Bo Co Do 5 8 4,5 5 0,48 
171 Ay Bo Co Do 5 8 4,5 5 0,44 
17g A 1 Bqmice Ds 5 8 4,5 5 0,45 
17h Ag By Co Do 5 8 4,5 5 0,60 
17i A, BYC; *D; 5 8 4,5 5 0,50  

Chcąc porównać ważność poszczególnych czynników, obliczamy znor- 
malizowane cząstkowe współczynniki regresji (11) dla aktywności fitazy 
względem A, B, C, D na podstawie wyników doświadczalnych z tab. 2. 



256 Tadeusz Skowroński, Agnieszka Chmielnicka, Teresa Skowrońska 
 

Wynoszą one odpowiednio: b'4=0,293, b';= 0,648, b'-=— 0,652, b'»=0,046. 
Na ich podstawie można stwierdzić, że największy wpływ na aktywność 
fitazy płynów pohodowlanych mają: fosfor (C) i azot (B), a następnie skro- 
bia (A). Natomiast wpływ czynnika pH (D) okazał się nieistotny. 

Dążąc do uzyskania wyższej aktywności enzymatycznej zaplanowano 
drugie doświadczenie, w którym odczyn ustalono na stałym poziomie pH 
5. Jako punkt wyjścia (czyli kombinację centralną) przyjęto kombinację 
14 z tab. 2, ponieważ aktywność enzymatyczna płynów pohodowlanych 
przy tej kombinacji była największa. Przeprowadzono to doświadczenie 
zgodnie ze schematem ortogonalnego rotacyjnego planu drugiego stopnia 
(14). Obejmowało ono N=2*+2k+n, kombinacji, gdzie k=3,. n.=9, 
a= 1,682 (tab. 4), przy czym wartości poziomów czynników, użyte w tym 
eksperymencie, podano w tab. 3. 

Tab. 3. Poziomy czynników użyte w drugim eksperymencie 
Levels of factors in the second experiment 

 

 

 

 

 

Czynniki A B o 
Poziomy skrobia % NaNO; g/l P;, mg/100 ml 

Poziom 
wyższy (+1) 9 18 0,7 

Poziom 
średni (0) 8 14 0,5 

Poziom 
niższy (—1) 7 10 0,3 

Poziomy 
gwiezdne 
«= 1,682 9,68 20,73 0,84 
a= — 1,682 6,32 7,27 0,16 

 

W oparciu o uzyskane dane eksperymentalne (tab. 4) oszacowano funk- 
cję regresji drugiego stopnia postaci: 

y= 1,062 +- 0,057 x, + 0,005 x, + 0,042 x, — 0,069 x? — 0,041 x7 + 0,001x3+ 
+ 0,042x, x, —0,080x,x, + 0,042x,x, 

Funkcja ta określa zależność między aktywnością fitazy płynów po- 
hodowlanych a zmiennymi standaryzowanymi X;, Xa, X;, które są powią- 
zane z czynnikami A, B, C następującymi zależnościami (14): 

>_sAr=g _ B—14, L _C-05 
a ręsaw Iafysg =" FARA 0,2 

Aby wyznaczyć ekstremum otrzymanej funkcji, posłużymy się jej zapi- 
sem w postaci kanonicznej (14): 

7=1,09 —0,046 w? —0,033 w: — 0,029 w? 
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Tab. 4. Aktywność fitazy płynów pohodowlanych w drugim doświadczeniu 
Phytase activity in culture fluid in the second experiment  

 

 

 

Zmienne 
A B C Aktyw- 

Nr kom- Oznaczenia ność 
binacji kombinacji skrobia NaNO; K;HPO fitazy (y) 

g/l mg U/ml 
P;/100 ml 

1 Aq Bu Ci 9,00 10,00 0,70 1,00 

2 A B; C 9,00 18,00 0,70 1,19 
3 AQ Bun C 7,00 10,00 0,70 0,93 
4 An B; Ci 1,00 18,00 0,70 1,09 

+5 Ar Bn Ch 9,90 10,00 0,30 1,0g 
6 A Bi CH 9,00 18,00 0,30 1,13 
7 An Bu 24 1,00 10,00 0,30 0,84 
8 AQ Bi c 1,00 1 8,00 0,30 0,57 

9 Aa Bą © 9,68 14,00 0,50 0,84 
10- Ana Bo Co 6,32 14,00 0,50 0,93 
11 A5 B+a Coy 8,00 20,73 0,50 0,97 
12 Ag B_a Co 8,00 1,27 0,50 0,93 
13 A By C+a 8,00 14,00 0,84 1,10 
14 Ax By Ca 8,00 14,00 0,16 1,03 
15a Ag Bo Cc 8,00 14,00 0,50 0,95 
15b Ag Bo c 8,00 14,00 0,50 0,9g 
15c Ax Bo Cc 8,00 14,00 0,50 1, 13 
15d Ag By Co 8,00 14,00 0,50 1, 13 
15e Ag Bo Cc 8,00 14,00 0,50 1,21 
15f Ag By c 8,00 14,00 0,50 1, 15 
158g Ag Bo Co 8,00 14,00 0,50 0,97 
15h As Bo Cc 8,00 14 00 0,50 0, 99 
15i Ag By Cc 8,00 14% 00 0,50 1,15 

 

Z postaci tej wynika, że punkt w;,=0, w;=0, w;=0 jest punktem, w któ- 
rym funkcja osiąga maksimum. Przy czym wy, wą, w;, nowe współrzędne, 
są powiązane z X;, Xą, X3z następującymi zależnościami: 

wy = —0,840x, + 0,277xą-+ 0,469x;-+ 0,353 
Wą =0,466x, + 0,145x + 0,883x,+0,815 
wą =0,308x, — 0,951x> 0,001x;— 0,523. 

Z zależności tych wyliczamy kombinację ekstremalną: 
X1e 70,096; Xa, = — 0,526; X3, = 0,885, 

€o odpowiada następującym wartościom doświadczalnym 
A —8; B= 12; C= 03. 
Zatem za pomocą stosowanej metody stwierdzamy, że przy warunkach 

określonych w doświadczeniu największą aktywność fitazy w płynie po- 
hodowlanym można uzyskać dla kombinacji: A=8, B=12, C=0,3, i że 
wynosi ona ok. 1,1 U/ml. 
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PE3IOME 

B OIbITaxX, IIpOBEĄeHHbIX METOĄOM NIJIOINAJĄM DpEAKHIKM, MCCJIEĄOBAHO BJIMAHNE 
KOHINeHTpAaNuM KpaxMaJa, A30TA, HEOpraHuiecKOTo cpoccbopa, A TaK:KE BIMAHKA NA- | 
TaTeHibHOń Ccpequ Ha HpoONYKLNMIO BHEKJIETO4HOŃ (CDUTA3bl, M3TOTABJIMBAEMOŃA ASpeT- | 
gillus niger. | 

M3 auanu3a HpoBe4XeHHbBIX OMBITOB CJIENYET, UTO CAMyto ÓOJBIIYIO AKTUBHOCTE | 
cbuTa3bl B NOCJIeCeJIeKINMOHHBIX ZKXMUĄKOCTAX MOJKHO ĄOCTMTHyTb HA HMTATEHBHOŃ CPE- 
Ame, coqepzkaineń B 1 cm HO qecr. kpaxMana — 80r, rJioko3a — 30r., MgSOy: 
7H30 — 0,5r; KCL — 0,5r: FeSOy — 0,1r; NaNO; — 12r; K+HPO4 — 17r; pH 5. 

SUMMARY 

'The aim of experiments carried out by means of the method of surface reaction 
was to investigate the influence of concentrations of starch, nitrogen, non-organic 
phosphorus and pH of the medium on the production of extracellular phytase by 
Aspergillus niger. 

The analysis of experiments show that the greatest phytase activity in culture 
fluids can be obtained on the medium containing 80 g of starch; 30 g of glucose; 
0.5 g of MgSO4*7 H,O; 0.5 g of KCI; 0.1 g of FeSO4; 12 g of NaNQO;, 17 mg of 
K.„HPO;; pH 5 in 1 dcm3 of distilled HO. 

  


