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Wplyw podloza na produkcje fitazy przez Aspergillus niger

Bauanue nuratenbHOM CpPeAbl Ha NMPOAYKLMIO (buTa3bL
u3rotaBauBaemoi Aspergillus niger

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

WSTEP

Szesciofosforan myo-inozytolu ulega hydrolizie pod wplywem fitazy
(EC 3.1.3.8). Enzym ten wystepuje u wielu glebowych mikroorganizméw
(4, 5, 12). Jednak fitaza zwraca uwage nie tylko ze wzgledu na role, jaka
odgrywa w przemianach fosforu organicznego gleby, lecz réwniez z po-
wodu mozliwosci zastosowania preparatéow tego enzymu w zywieniu
zwierzat (8, 9, 10).

W przedstawionej pracy autorzy dazyli do ustalenia takiego skladu
podloza, przy ktéorym po hodowli Aspergillus niger, mozna by uzyskaé
plyny pohodowlane o mozliwie najwyzszej aktywnosci fitazy.

MATERIAL I METODY
ODCZYNNIKI

S6l sodowy sze$ciofosforanu myo-inozytolu Typ V (98%) otrzymano z Sigma Che-
mical Company, St. Louis Missouri USA. Siarczan metylo-p-aminofenolu otrzymano
z Lbédzkich Zakladéw Chemicznych (Polska). Pozostale odczynniki pochodzily z
POCh Gliwice (Polska).
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ORGANIZM I HODOWLA

Aspergillus niger 111 An/8 hodowano w spos6b podany w publikacji (13), stosu-
jac pozywke Czapeka wzbogacong skrobig, w ktérej zmieniano stezenia skrobi, azotu,
fosforu oraz pH w zalezno$ci od kombinacji do$wiadczenia.

OZNACZENIE AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ

Aktywno$é fitazy okreSlana byla na podstawie uwalniajacego sie ortofosforanu
metodg Fiske i Subbarowa (3). Mieszanina inkubacyjna zawierala 0,9 ml bu-
foru octanowego o pH 5,5 z 2,37 umolami zobojetnionej soli sodowej szesciofosforanu
myo-inozytolu oraz 0,1 ml plynu pohodowlanego. Inkubacje prowadzono w 40° przez
30—60 min. Reakcje przerywano przez dodanie 1 ml 10% kwasu tréjchlorooctowego.

Za jednostke aktywno$ci przyjeto te ilo§é enzymu, ktéra uwalnia z substratu
1 umol fosforu nieorganicznego w ciggu jednej minuty w wyzej podanych warun-
kach.

METODA PLANOWANIA DOSWIADCZEN I ANALIZY WYNIKOW

W niniejszej pracy badano zalezno$¢ miedzy aktywnoscig fitazy Aspergillus niger
(y) a czynnikami: A (skrobia), B (NaNOQy), C (P; jako K;HPO,) oraz D (pH). Poszu-
kujgc optymalnej kombinacji pozioméw tych czynnikéw, zastosowano metode po-
wierzchni reakeji (1, 2).

Metoda powierzchni reakeji lgczy teorie planowania do$§wiadczen czynnikowych
z teorig regresji. Stosujgc te metode mozemy okresli¢é kombinacje pozioméw czyn-
nik6w, dla ktéryech reakcja jest maksymalna. Zagadnienie to sprowadza si¢ do znale-
zienia ekstremum lokalnego funkeji wielu zmiennych (powierzchni reakeji), jesli
ono istnieje w badanym obszarze zmiennos$ci, lub do podania wskazéwek dotyczacych
dalszego eksperymentowania. Metoda powierzchni reakcji jest wykorzystywana przy
rozwigzywaniu wielu zagadnien optymalizacyjnych, pojawiajgcych si¢ w réznych
dyscyplinach naukowych (2, 6, 7).

-

WYNIKI I DYSKUSJA

W poprzedniej pracy (13) stwierdzono, ze aktywnoé¢ fitazy plynéw po-
hodowlanych A. niger jest uzalezniona od poziomu skrobi i fosforanu nie-
organicznego w podlozu. Podobng zaleznos$¢ stwierdzili w stosunku do A.
ficuum Shieh i Ware (12).

Dazac do uzyskania maksymalnej aktywnos$ci enzymatycznej A. niger,
przeprowadzono badania w dwu etapach, uwzgledniajac czynniki wymie-
nione juz poprzednio.

‘W pierwszym etapie wykonano doswiadczenie czynnikowe typu et
obejmujace 2¥=16 kombinacji. Kazdy z czterech czynnikéw wystepowal
w dwu poziomach, nizszym i wyzszym. Ponadto wykonano dodatkowo
kombinacje centralng w dziewigciu replikacjach (czynniki wystgpowaly w
poziomach $rodkowych). Tabela 1 podaje wartosci pozioméw czynnikéw
uzyte w do$wiadeczeniu, natomiast dane eksperymentalne zamieszczono w
tab. 2.
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Tab. 1. Poziomy czynnikbw w pierwszym do$wiadczeniu
Levels of factors in the first experiment

(L e

Czynniki A B D
Poziomy skrobia % NaNO, g/l Py r:l%“oo pH
Poziom
wyzszy (+1) 8 14 8,5 J
Poziom
srodkowy 5 8 45 5
(0)
Poziom
nizszy (—1) 2 2 0.5 3

Tab. 2. Aktywnoéé fitazy plynéw pohodowlanych w pierwszym doswiadczeniu

Phytase activity in culture fluid in the first experiment

Zmienne

A B 2 D Aktyw-
Nr kom- Oznaczenia E nosé

binacji kombinacji o e} K,HPO, fitazy (y)
e % — mg pH U/ml

¥ =S P;/100 ml

1 A<y~ Bog— Cxyp- D=y 2 2 0,5 3 0,32
2 w0 - VT (I edsT Wi v 1Y 2 2 0,5 7 0,30
3 AgeiBa Ciu1 —1 2 2 8,5 3 0,16
4 B ST 2T 51 2 2 8,5 /| 0,12
5 Ay BatilCis . Des 2 14 0,5 3 0,44
6 AT Bn Co Uss 2 14 0,5 7 0,44
ki Ay Bt CHa' D 2 14 8,5 3 0,32
8 A . By1 Cn D ) 14 8,5 : § 0,28
9 Aqa B Co Doy 8 2 0,5 3 0,28
10 Ay B Cy "Dy 8 2 0,5 : § 0,28
11 A1 By Cy D4 8 2 8,5 3 0,09
12 BT O TN 8 2 8,5 7 0,09
13 Av1 “Bar 1€ -1 8 14 0,5 3 0,98
14 Ay Byr C4q Dsa 8 14 0,5 1 1,26
15 Ajy1 Ba Cyan Do 8 14 8,5 3 0,34
16 Ay1 By Cy1 Dy 8 14 8,5 7 0,28
17a Ay By G 0 5 8 45 5 0,48
17b Dy Be oL g 5 8 45 5 0,37
17c Ay By Cy Dy 5 8 45 5 0,42
17d Ag By Cp Dy 5 8 45 5 0,52
17e Ay By Cy D, 5 8 4,5 5 0,48
17£ Ay By G Dy 5 8 45 5 0,44
178 AS ¥ oot T 5 8 45 5 0,45
17h A BN 1N 5 8 4,5 5 0,60
17i Ay Bgp Cy #Dy 5 8 4,5 5 0,50

Chcac poréwnaé¢ wazno$¢ poszezegdlnych czynnikéw, obliczamy znor-
malizowane czastkowe wspdlczynniki regresji (11) dla aktywnosci fitazy
wzgledem A, B, C, D na podstawie wynikéw doswiadczalnych z tab. 2.
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Wynosza one odpowiednio: b’,=0,293, b's=0,648, b’'c=—0,652, b’ =0,046.
Na ich podstawie mozna stwierdzi¢, ze najwiekszy wplyw na aktywnosé
fitazy plynéw pohodowlanych maja: fosfor (C) i azot (B), a nastepnie skro-
bia (A). Natomiast wplyw czynnika pH (D) okazal sie nieistotny.

Dazac do uzyskania wyzszej aktywnosci enzymatycznej zaplanowano
drugie do$wiadczenie, w ktérym odczyn ustalono na stalym poziomie pH
5. Jako punkt wyjscia (czyli kombinacje centralna) przyjeto kombinacje
14 z tab. 2, poniewaz aktywnos$¢ enzymatyczna plynéw pohodowlanych
przy tej kombinacji byla najwigksza. Przeprowadzono to do$wiadczenie
zgodnie ze schematem ortogonalnego rotacyjnego planu drugiego stopnia
(14). Obejmowalo ono N=2%+2k+n, kombinacji, gdzie k=3, . n,=9,
«=1,682 (tab. 4), przy czym wartosci pozioméw czynnikéw, uzyte w tym
eksperymencie, podano w tab. 3.

Tab. 3. Poziomy czynnikéw uzyte w drugim eksperymencie
Levels of factors in the second experiment

Czynniki A B C
Poziomy skrobia % NaNO; g/l P; mg/100 ml
Poziom
wyzszy (+1) 9 18 0,7
Poziom
sredni (0) 8 14 0,5
Poziom
nizszy (—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-
cje regresji drugiego stopnia postaci:

y=1,062+0,057x, +0,005x,+0,042 x,— 0,069 x}— 0,041 x2+ 0,001x3 +

+0,042x x,—0,080x x,+0,042x,x,

Funkcja ta okresla zalezno$¢ miedzy aktywnoscig fitazy plynéw po-
hodowlanych a zmiennymi standaryzowanymi x;, X,, X3 ktore sa powia-
zane z czynnikami A, B, C nastepujacymi zaleznosciami (14):

L $ B4 x=£—0’i

Sl WEsaty Pavisge FEl 0 09

Aby wyznaczy¢ ekstremum otrzymanej funkcji, postuzymy sie jej zapi-
sem w postaci kanonicznej (14):

¥ =1,09—0,046 w?—0,033 w2 — 0,029 w?
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Tab. 4. Aktywnos$é fitazy plynéw pohodowlanych w drugim doswiadczeniu
Phytase activity in culture fluid in the second experiment

Zmienne
. A B C Aktyw-
Nr kom- Oznaczenia nosé
binacji kombinacji skrobia NaNO, K:HPO  fitazy (y)
g/l mg U/ml
P;/100 ml
1 Ay B 2t 9,90 10,00 0,70 1,00
2 A1 B1 C1 9,00 18,00 0,70 1,10
3 A B C, 7,00 10,00 0,70 0,93
4 A, B C; 7,00 18,00 0,70 1,09
*5 A, B C=t 9,90 10,00 0,30 1,0
6 Ay B, Caq 9,00 18,00 0,30 1,13
7 A B 355 7,00 10,00 0,30 0,84
8 Al gt seBy ooy 7,00 18,00 0,30 0,5,
9 Ak = By () 9,68 14,00 0,50 0,84
10- A_az By Co 6,32 14,00 0,50 0,93
11 A, Bya Co 8,00 20,73 0,50 0,97
12 A, B_«a Co 8,00 7,27 0,50 0,95
13 A, By Cia 8,00 14,00 0,84 L1,
14 A, B, e 8,00 14,00 0,16 1,05
15a A, By C, 8,00 14,00 0,50 0,9¢
15b A, By Co 8,00 14,00 0,50 0,9¢
15¢ A, B,y ok 8,00 14,00 0,50 1,1
15d A By ¢! 8,00 14,00 0,50 1,1,
15e A, By o5 8,00 1400 0,50 1,2)
15f A, Bo Ci 8,00 14,00 0,50 L1,
15g A, By Co 8,00 1400 0,50 0,94
15h A, By Ce 8,00 14 00 0,50 0.99
154 A, B, Ce 8,00 1400 0,50 1,1,

Z postaci tej wynika, ze punkt w;=0, w,=0, wy=0 jest punktem, w kto-
rym funkcja osigga maksimum. Przy czym w,, w,, w; nowe wspolrzedne,
sg powigzane z X;, Xp, X3 nastepujgcymi zaleznosciami:

wy=—0,840x,+0,277x,+0,469x,;+ 0,353

w,=0,466x,+0,145%,+0,883x,+0,815

wy=0,308x,—0,951x,+0,001x;—0,523.
Z zalezno$ci tych wyliczamy kombinacje ekstremalng:

X1e=0,096; X5.=—0,526; x3.=0,885,
co odpowiada nastepujacym wartosciom doswiadezalnym

Ax8;B=~12;C=0,3.

Zatem za pomocg stosowanej metody stwierdzamy, ze przy warunkach
okreslonych w do$wiadczeniu najwigksza aktywnos¢ fitazy w plynie po-
hodowlanym mozna uzyska¢ dla kombinacji: A=8, B=12, C=0,3, i ze
wynosi ona ok. 1,1 U/ml.
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PE3IOME

B oneirax, INpoBefeHHLIX METOAOM IIJIOIAAM PeaKUuM, MCCIAEHOBAHO BIAMAHUE
KOHIIEHTpALMM KpaxMaia, a30Ta, Heopranudeckoro ¢ocdopa, a TaKKe BIMAHMUA M-
TATEJbHOV CPeAu HAa NPOAYKIMIO BHEKJeTO4HOM (uTa3bl, M3roTaBjuBaeMoii Asper-
gillus niger.

V3 ananm3a NpPOBEJEHHBIX OMBITOB CJEAYET, 4TO CaMyi0 GOJBIIYIO AKTMBHOCTH
uTa3pl B MOCHECENIEKUMOHHBIX XKUAKOCTAX MOXKHO JOCTUTHYTH HA IMTATEJBHON cpe-
Ae, coxepxaiuen B 1 aem® H,O gpectr. kpaxmana — 80r, rimokosa — 30r., MgSO,
TH,O — 0,5r; KCL — 0,5r; FeSO; — 0,1r; NaNO; — 12r; K,HPO, — 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;
05 g of MgSO,+7 HyO; 0.5 g of KCl; 0.1 g of FeSO4; 12 g of NaNO;, 17 mg of
K:HPO,; pH 5 in 1 dem? of distilled HO.




