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Използвани съкращения 
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FW – свежо тегло 
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NCBI – Национален център за биотехнологична информация 
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PSM – фитазоселективна среда 

SDS – натриев додецилсулфат 
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I. Увод 

Индустриалните приложения на микробните ензими значително се увеличиха 

през 21-ви век и продължават да се разширяват, в отговор на нуждите на бързо 

нарастващото население и изчерпването на природните ресурси. Сред тях, фитазите 

представляват значителен интерес и са обект на интензивни изследвания в области 

като хранене и диететика, екология и биотехнологии.  

От една страна, добавянето на фитази към фуражите за животни подобрява 

бионаличността на фосфор, което води до по-ефективно използване на хранителните 

вещества и по-добър растеж при животните. Това също така допринася за намаляване 

на замърсяването на околната среда с фосфор от животински отпадъци.  

От друга страна, със своето действие, тези ензими подобряват минералната 

бионаличност в растителни продукти, като така неутрализират негативните ефекти на 

фитиновата киселина върху човешкото здраве. По този начин се подобряват вкусовите 

и функционалните свойства на храната, тъй като се осигурява пълноценното усвояване 

на протеини, липиди и йони, които иначе се свързват от фитиновата киселина до 

неразтворими фитатни комплекси.  

Фитазите играят важна роля и в почвата, разграждайки органичния фитат и 

осигурявайки по-благоприятна среда за развитие на растенията.  

В тези аспекти, изследванията върху биосинтезата на фитази и характеризиране 

на техните свойства са от значение за решаване на екологични проблеми и такива, 

свързани с храненето и качеството на живот.  

Въпреки че растенията и животните служат като източници на тези ензими, 

микробните фитази имат по-голям биотехнологичен потенциал, благодарение на 

ценните си характеристики и възможността за по-ефективно масово производство. 

Разнообразието на техните свойства увеличава ефективността им в различни 

биотехнологични и екологични приложения, което насърчава изследователите към 

откриване на нови фитази. Дрождите притежават значителен капацитет за синтеза 

както на вътреклетъчни, така и на извънклетъчни фитази. Новоизолирани дрождеви 

щамове от почва, растителни и зърнени храни представляват ценен източник на 

фитази, което ги прави обект на засилен научен и индустриален интерес. 

В настоящия дисертационен труд се изследва фитаза, получена от 

новоизолиран от боза дрождев щам Pichia fermentans B4-1. Безопасният характер на 

изолата, както и установените физико-химични свойства на ензима го правят 

перспективен за разработването на биообогатени храни и фуражи с по-добра 

минерална бионаличност. Освен това, фитазата от Pichia fermentans B4-1 може да се 

използва за освобождаване на фосфор локално и в малки количества в почвата, което 

е свързано с по-ефективното му усвояване от растенията и намаляване на 

замърсяването с фосфор, което подпомага устойчивото земеделие. Не на последно 

място производствените разходи се намаляват, във връзка с икономически 

ефективното получаване на фитазата от Pichia fermentans B4-1 и редуцираната нужда 

от скъпи фосфорни добавки в индустриалния процес. 
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II. Цел и задачи 

Целта на настоящия дисертационен труд е да се селектира перспективен 

дрождеви щам-продуцент на ензима фитаза и да се характеризират свойствата на 

ензима с оглед потенциалното му биотехнологично приложение. 

От така поставената цел произтичат следните задачи за решаване: 

1. Проучване на потенциала за биосинтеза на фитазен ензим от дрождеви щамове, 

изолирани от различни източници. 

1.1. Изследване на фитазната активност на съществуващи дрождеви щамове 

от колекцията на лаборатория „Приложна микробиология“. 

1.2. Изолиране и изследване на фитазната активност на дрождеви щамове от 

ферментирали немлечни продукти. 

2. Таксономична идентификация на новоизолираните дрождеви щамове, 

потенциални продуценти на фитазен ензим. 

3. Сравнително характеризиране на потенциални дрождеви продуценти на фитаза и 

избор на перпективен щам. 

4. Оптимизиране на ферментационните процеси за култивиране на щама-продуцент 

с цел повишаване на ензимната продукция. 

5. Разработванe на ефективна схема за пречистване на ензима и проучване на 

неговите свойства. 

6. Оценяване на способността на пречистената фитаза да стимулира растежа на 

растения. 

III. Методи 

1. Изолиране и набогатяване на дрождеви микроорганизми от квас и 

боза 

За целта на настоящия дисертационен труд бяха използвани 4 проби от квас, 

получени чрез естествена ферментация на следните видове брашна:  

 Квас 5 (K5), получен от бяло пшенично брашно 

 Квас 6 (K6), получен от ръжено био брашно на фирма bio Zentrale 

 Квас 7 (К7), получен от пълнозърнесто ръжено брашно на фирма Casa Bella 

 Квас 8 (К8), получен от бяло пшенично брашно тип 500 (85 %) и пълнозърнесто 

пшенично брашно тип 1850 (15 %) 

 

За изолиране на дрождеви микроорганизми от боза бяха използвани 4 различни 

търговски марки: 

 Боза 1 (Б1) – боза от пшеница (боза Бомакс) 

 Боза 2 (Б2) – боза от пшеница (боза Бена Стоат) 

 Боза 3 (Б3) – боза от ръж и пшеница (Захарна боза Канап) 

 Боза 4 (Б4) – боза от биоръж (Harmonica) 
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Набогатяването на дрождевите микроорганизми беше осъществено чрез 

инокулиране на 10 g квас или 10 ml боза в 100 ml среда YPD в присъствие на 

антибиотиците тетрациклин и стрептомицин в крайна концентрация 50 mg/L. 

Изолирането на чисти култури беше установено след микроскопски, макроскопски и 

култивационен контрол.  

2. Скрининг за фитазоположителни щамове дрожди 

2.1. Качествено и количествено определяне на фитазна активност 

Качественият анализ за екстрацелуларна фитазна активност беше проведен по 

метода на ямките в твърда среда PSM, съдържаща натриев фитат. В направените ямки 

бяха накапвани по 50 µl от съответната проба ензим и петритата бяха инкубирани за 24 

часа на 37°С. Като контрола беше използван търговски ензимен препарат на фитаза с 

концентрация 4 U/mg. Разграждането на натриевия фитат беше визуализирано след 

приложеното специфично оцветяване и образуването на зони на просветляване.  

Продукцията на вътреклетъчна и извънклетъчна фитаза в среда PSM беше 

оценена и количествено по метода на Tran et al. (2010). След оптимизацията на 

параметрите на енизмната реакция тя беше провеждана при концентрация 4,5 mM 

натриев фитат, pH 5,5 и температура 45°С.  

2.2. Селекция на фитазоположителни щамове дрожди  

За изпълнение на целта на дисертационния труд бяха подбрани общо 13 

дрождеви щама от колекцията на лаборатория „Приложна микробиология“ (Таблица 1). 

Интерес представляваха дрожди, изолирани от растителни материали, поради 

съдържанието на фитинова киселина, субстрат за действието на фитазата. В предходни 

изследвания на екипа, избраните дрождеви микроорганизми таксономично са 

идентифицирани като представители на родовете Saccharomyces, Kluyveromyces, 

Candida, Pichia и Debaryomyces. 

Таблица 1. Селектирани щамове от колекцията на лаборатория „Приложна 

микробиология“ за избор на потенциален продуцент на фитаза. 

№ Колекционен дрождеви щам 

1 Pichia pini 77-1 

2 Candida paludigena Aнтр.2 

3 Saccharomyces cerevisiae 31B 

4 Saccharomyces lactis 59-63 

5 Saccharomyces cerevisiae 2B 

6 Kluyveromyces lactis Aнтр.3 

7 Pichia membranifaciens YGC15 

8 Debaromyces sp. 4В 

9 Debaromyces sp. 32В 

10 Candida glaebosa 110-4 

11 Pichia burtonii 110-3/2 

12 Debaromyces hansenii 59-9 

13 Kluyveromyces marxianus 903 
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Проведените експерименти по изолирането на чисти дрождеви култури от квас и 

от боза, доведоха до получаване на общо 21 дрождеви изолата: 13 щама от квас и 8 

дрождеви щама от боза.  

3. Измерване на микробния растеж  

Растежът на работните дрождеви щамове беше проследен чрез 

спектрофотометрично измерване на оптичната плътност на културите при λ=600 nm, 

кювети 1cm3 на спектрофотометър Boeco.  

Сухото тегло на клетките беше определяно след центрофугиране на културалната 

течност при 5000 g, нeколкократното промиване на биомасата с дестилирана вода и 

изсушаване при 105°С до постоянно тегло. 

Концентрацията на глюкоза в културалната течност беше определяна 

спектрофотометрично по метода на Miller (1959). 

4. Методи за фенотипна характеристика на новоизолираните дрождеви 

щамове-продуценти 

4.1. Подходи за морфологична характеристика на дрождевите изолати 

Морфологията на дрождевите колонии беше наблюдавана върху среда АСД с 

помощта на бинокулярна лупа, а на клетките - чрез светлинна микроскопия на свеж 

покривен препарат, като бе използван материал от дрождеви култури, култивирани 

върху твърда хранителна среда. 

4.2. Тестове за биохимична характеристика на изолираните дрождеви 

микроорганизми 

С цел таксономична идентификация на изолираните дрождеви щамове беше 

проведен биохимичен бърз тест за идентификация API 20 C Aux (BioMerieux) с 

последваща софтуерна обработка на получените резултати с apiweb@. 

4.3. Подходи за морфологична и физиологична характеристика на дрожди 

 Образуване на псевдомицел – култивиране на царевичен агар при 28–30ºС за 7–10 

дни. 

 Образуване на аскоспори – култивиране на ацетатен агар при 28–30ºС за 21 дни. 

 Редукция на нитрати – култивиране в течна нитратна среда при 28–30ºС за 48 часа, 

с добавяне на реагенти за детектиране. 

 Оптимални условия за растеж – култивиране в течна PSM среда при различни 

температури (25–40ºС) и pH (4,5–8,0), при 220 rpm, с три повторения за всяка 

стойност. 

Във всички опити като инокулум е използвана 20-часова култура, развита на 

полегат агар. 
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5. Провеждане на периодично култивиране на дрожди  

Култивирането беше проведено на хранителна среда PSM в Ерленмайерови 

колби с работен обем 100 ml, при 30ºС, рН 5,0-5,5, скорост на разбъркване 220 rpm. По 

време на ферментационния процес бяха проследявани растежа на щама (АСВ, OD600) и 

фитазната активност. 

6. Оптимизиране на физико-химичните параметри на култивационния 

процес за повишаване на биосинтезата на фитаза 

Изследвано бе влиянието на различни фактори върху продукцията на фитаза: 

 Определяне на влиянието на температурата – в PSM среда в температурен 

интервал от 25 до 40ºС през 5ºС, рН 5,0. 

 Определяне на ефекта на началното рН на средата – в PSM среда в рН-интервала 

4,5-8,0 през 0,5 рН-единици, 30ºС. 

 Определяне на оптимален азотен източник – в PSM среда NH₄NO₃ бе заменен с 

урея, NaNO₃ или NH₄Cl (5 g/l). 

 Определяне на оптимален въглероден източник – в PSM със 0,5 % NaNO₃, 

глюкозата бе заменена с ксилоза, етанол или глицерол (10 g/l). 

 Определяне на оптимална концентрация на дрождев екстракт – добавен към 

PSM (1 % глюкоза, 0,5 % NaNO₃) в концентрации 0,05; 0,1 и 0,2 %. 

Условия на култивиране: 30ºС, рН 5,0, 220 rpm за 48 часа, с трикратни 

повторения. Отчитани бяха растежът и фитазната активност, като резултатите се 

представяха със стандартно отклонение. 

7. Молекулни методи за идентификация на новоизолираните дрождеви 

щамове 

7.1 Изолиране на геномна ДНК от дрождевите изолати  

Тоталната ДНК бе изолирана от 18-часова дрождева култура чрез 

центрофугиране на клетките, промивка и ресуспендиране в лизиращ буфер. Клетъчната 

смес бе обработена с фенол/хлороформ/изоамилов алкохол и стъклени перли за 

механично разрушаване. След това ДНК бе извлечена чрез центрофугиране. Получената 

водна фаза бе прехвърлена и към нея бе добавен абсолютен алкохол. След проведено 

центрофугиране, получената ДНК утайка бе ресуспендирана в ТЕ-буфер и обработена с 

РНК-за за отстраняване на РНК. Крайната ДНК бе утаена с калиев ацетат и алкохол, 

изсушена и ресуспендирана в ТЕ-буфер за последващи анализи. 

7.2. Провеждане на 18S рДНК анализ чрез PCR реакция с матрична ДНК, 

изолирана от дрождевите изолати 

Пълните нуклеотидни последователности на 18S рРНК (22-1771 nt) бяха 

амплифицирани чрез използване на универсални праймери NS-1F (5`-

GTAGTCATATGCTTGTCTC) и NS-8R (5`-TCCGCAGGTTCACCTACGGA). 



9 
 

7.3. Провеждане на D1/D2 26S рДНК анализ чрез PCR реакция с матрична ДНК, 

изолирана от дрождевите изолати 

Домени 1 и 2 от 26S рДНК гена (63-642 nt) бяха амплифицирани с помощта на 

олигонуклеотидни праймери NL-1F (5'- GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) и NL-

4R (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG), както е описано от Kurtzman и Robnett (Kurtzman 

& Robnett, 2003).  

7.4. Секвениране на амплифицирани PCR фрагменти, видова идентификация и 

филогенетичен анализ  

Амплифицираните ДНК фрагменти бяха секвенирани в Macrogen Europe B.V, 

Нидерландия. При секвенирането бяха използвани същите олигонуклеотидни праймери, 

които са използвани при амплификацията на фрагментите. Получените секвенции бяха 

сравнени чрез BLAST (BLAST, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) с депозирани секвенции на 

организми в база данните GenBank, за определяне на филогенетично най-близките 

видове (> 98 % сходство).  

7.5. Агарозна гел електрофореза  

Получените PCR продукти бяха визуализирани еклектрофоретично в 1 % 

агарозен гел в 1 х TBE буфер (50 минути, 100 V). За определяне на големината на 

фрагментите бе използван маркер GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) 

(Фигура 1). Гелът беше оцветен с етидиев бромид и фотографиран под УВ-светлина. 

 

 

Фигура 1. Маркер за определяне на големината на                    

фрагментите. 

 

 

 

 

8. Определяне на филогенетичната принадлежност на изолатите 

За оценка на филогенетичната принадлежност на изолатите, секвенциите бяха 

обработени посредством софтуер FinchTV, след което бе проведено множествено 

сравняване с използване на алгоритъм Neighbour-joining (Saitou and Nei, 1987). За 

конструиране на филогенетично дърво бе използван софтуерния пакет MEGA 11 

(www.megasoftware.net) Еволюционните разстояния бяха изчислени с помощта на 3-

параметричния метод на Tamura (Tamura, 1992) и са в единици за броя на базовите 

замествания на място. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.megasoftware.net/
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9. Определяне концентрацията на белтък 

Белтъчното съдържание беше определяно по метода на Lowry et. al (1951).  

10. Пречистване на фитаза  

Културална течност, съдържаща извънклетъчна фитаза, беше центрофугирана 

(5000 g, 20 минути) за отстраняване на клетките.  

10.1. Провеждане на ултрафилтрация  

Културалната течност беше концентрирана на апарат за ултрафилтрация 

Amicon™, с помощта на целулозна мембрана с размер на порите 30 kDa (Millipore).  

10.2. Провеждане на йонообменна хроматография 

Ултраконцентрат с фитазна активност 4,5 U/mg беше нанесен на хроматографска 

колона (40 x 1,6 cm, ÄKTAprime plus, Amersham, Biosciences, Sweden), запълнена с 

йонообменна смола DEAE Sepharose Fast Flow. За идентифициране на ензима фитаза бе 

определяна ензимната активност на фракциите, съответстващи на получените пикове. 

10.3. Провеждане на гел-хроматография 

Активните фракции от йоннообменната хроматография бяха нанесени на колона 

със Sephadex G-100 (60 x 2,6 cm, ÄKTAprime plus, Amersham, Biosciences, Sweden). 

Получената активна фракция бе концентрирана и използвана по-нататък за 

електрофореза и определяне на свойствата на пречистения ензим. 

11. Провеждане на белтъчна електрофореза 

11.1. Определяне на молекулното тегло на фитазата чрез SDS-PAGE 

Хомогенността и молекулното тегло на пречистената фитаза бяха определени 

чрез SDS-PAGE в Tris-глицинов буфер. Използвани бяха 5 % концентриращ и 10 % 

разделящ гел, а електрофорезата се проведе при 20 mA с апарат BioRad. Пробите бяха 

денатурирани при 100ºC за 10 минути в “Sample buffer”. Като стандарт бе приложен 

маркер с белтъци 60–250 kDa (Thermo Scientific). Белтъчните ивици бяха визуализирани 

чрез оцветяване с Coomassie Brilliant Blue R-250 и обезцветени с разтвор на метанол и 

оцетна киселина. 

11.2. Доказване на активността на пречистения ензим чрез нативна електрофореза/ 

зимограма 

Нативна PAGE електрофореза беше проведена в Tris-глицинов буфер с 4% 

концентриращ и 10% разделящ гел, съдържащ натриев фитат. Електрофорезата протече 

при постоянен ток от 20 mA с апарат BioRad, като към пробите бе добавен “Sample 

buffer”. Фитазната активност бе визуализирана чрез оцветяване на гела последователно 

с кобалтов хлорид и разтвор от амониев молибдат и амониев ванадат, при което 

активните зони се проявиха като ясни ивици на жълт непрозрачен фон. 
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12. Характеризиране свойствата на извънклетъчна фитаза 

12.1. Определяне на температурен оптимум  

За определяне на температурния оптимум на ензима фитаза, реакционната смес 

беше инкубирана при различни температури в интервала 15-60ºС, със стъпка от 5ºС, рН 

5,5. 

12.2. Определяне на рН оптимум 

рН оптимумът на ензима фитаза, бе определен след провеждане на ензимната 

реакция при различни стойности на рН в диапазона между 4,0-8,0 при оптималната 

температура 45°С.  

12.3. Определяне на рН стабилност 

pH стабилността на ензима бе определена чрез измерване на остатъчната ензимна 

активност след инкубация в съответните буфери при 45°C за 1 – 6 часа. Ензимната 

активност без предварителна инкубация беше обозначена като 100 %. 

12.4. Определяне на термостабилност 

Термостабилността на ензима фитаза беше определена в отсъствие на субстрата 

натриев фитат чрез предварително третиране на ензимния разтвор (със специфична 

активност 15,8 U/mg) при 45°С, 50°С, 55°С и 60°С , рН 5,5 за определено време и 

последващо определяне на остатъчната ензимна активност по метода на Tran et al., 2010. 

12.5. Определяне влиянието на някои метални йони и инхибитори върху ензимната 

активност 

Ензимната реакция беше проведена при наличие на метални йони в реакционната 

смес в крайна концентрация 1 М. Предварително бяха приготвени 5 М разтвори на 

солите на следните метални йони: ZnSO4.7H2O; KCl; NaCl; CaCl2; MnSO4; MgSO4; 

CuSO4.5H2O. 

Изследвано бе влиянието на EDTA, уреята и инхибиторите дитиотреитол (DTT) 

и натриев додецил сулфат (SDS) в концентрация 0,1 % в реакционната смес. Ензимната 

реакция беше проведена при 45°С, рН 5,5. Остатъчната фитазна активност беше 

определяна при оптимални условия срещу контрола, която не съдържаше изпитваните 

съединения.  

12.6. Определяне на субстратна специфичност на ензима 

Субстратната специфичност на ензима фитаза беше определена в присъствие на 

следните фосфат-съдържащи субстрати, различни от натриев фитат, в концентрация 4,5 

mM: глюкозо-6-фосфат, АТФ-Na2, глицерин-2-фосфат-Nа2, фруктозо-1,6-дифосфат. 

Ензимната реакция беше проведена при 45°C, pH 5,5.  

12.7. Определяне на молекулното тегло на езнима 

 За да се определи относителното молекулно тегло на фитазата чрез 

електрофореза, бе начертана стандартна крива на Rf (относителна подвижност) спрямо 
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logMw на известните протеини в маркера. След измерване на изминатото от пробата 

разстояние (Rf) върху същия гел се определя и нейният logMw (Chen et al., 2001).  

Молекулното тегло на фитазата от Pichia fermentans B4-1 беше потвърдено и чрез 

гел хроматография.  

12.8. Определяне на кинетичните параметри на реакцията (Кm и Vmax) 

Стойностите Km и Vmax за натриев фитат бяха определени чрез метода на 

двойно-реципрочната графика на Lineweaver-Burk. Анализирана бе връзката между 

концентрацията на субстрата и скоростта на реакцията. Стойностите на фитазата, както 

за Km, така и за Vmax бяха изчислени с помощта на диаграмата на Lineweavere Burk 

(1/[S] спрямо 1/[v]). 

13. Методи за оценка на действието на изолираната фитаза върху 

морфологията и физиологията на моделна растителна култура 

Cucurbita pepo L. 

13.1. Провеждане на качествен анализ за определяне на влиянието на ензима 

фитаза върху размера на кореновата и надземната част на растения 

Изполвани бяха сортови семена за тиква Cucurbita pepo L. на фирма „ОПАЛ ЗИ“ 

ООД. Кореновата и надземната част на получените растения бе измерена преди и след 

култивиране в 4 различни среди на Кноп (Knop, 1865) (Таблица 2) в продължение на 3 

седмици. След това кореновата и надземната част на растенията бяха измерени отново и 

съпоставени с резултатите преди култивиране. 

Таблица 2. Състав на четирите варианта на среда на Кноп. 

Среда 

на 

Кноп 

10 % 

Ca(NO3)2 

2,5 % 

MgSO4x7H2O 

1,25 

% 

KCl 

0,1 

% 

FeCl3 

2,5 % 

KH2PO4 

2,5 % 

Na-

фитат 

4,5 U mg-1 

екстрацелуларна 

фитаза от B4-1 

1 + + + + - - - 

2 + + + + + - - 

3 + + + + - + - 

4 + + + + - + + 

13.2. Количествено определяне на пластидни пигменти 

Пигментният анализ бе проведен спектрофотометрично по метод, описан от 

Arnon (1949). Концентрацията на пигментите в извлека бе определена по 

абсорбционните коефициенти във формулите, предложени от Mackinney (1941). 

14. Статистическа обработка на данните 

Анализите бяха извършени поне в три повторения, а използваните данни 

представляваха средните стойности със стандартна грешка на средната стойност (± 

SEM) от независимите експерименти. Статистическият анализ на данните бе извършен 

с помощта на MICROSOFT OFFICE 365 EXCEL 2020 софтуер, както и еднофакторен 

анализ ANOVA, като значимата разлика бе определена като P < 0,05.  
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IV. Резултати и обсъждане 

1. Скрининг на дрождеви щамове от колекцията на лаборатория 

„Приложна микробиология“ за продукция на фитаза 

Начален етап в настоящето изследване беше провеждането скрининг за фитазна 

активност на 13 дрождеви микроорганизми от колекцията на лаборатория „Приложна 

микробиология“.  

1.1. Растеж в хранителна среда с натриев фитат 

Щамовете бяха култивирани на селективна хранителна среда, съдържаща 0,4 % 

натриев фитат (PSM). Растежът бе оценен чрез измерване на оптичната плътност на 

дрождевите щамове след 48-часово дълбочинно култивиране при 30°С (Фигура 2). 

 

Фигура 2. Растеж (OD600) на дрождеви култури от колекцията на лаборатория 

„Приложна микробиология“ в среда с натриев фитат.  

Данните от графиката показват, че всички тествани дрождеви щамове 

демонстрираха растеж във фитазоселективната среда, като Pichia pini 77-1, Candida 

paludigena Антр. 2 и Saccharomyces cerevisiae 2B се откроиха с по-добър растеж (OD > 

4,0). 

1.2. Изследване на фитазна активност 

1.2.1. Качествен анализ 

При качествения метод, фитазна активност беше регистрирана при 8 от 13-те 

тествани колекционни щамове. Най-голяма зона бе наблюдавана при щам Debaromyces 

hansenii 59-9 – 10 mm, съизмеримa с отчетената за контролата – 11 mm (Фигура 3). 
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Фигура 3. Доказване на екстрацелуларна 

фитазна активност при щамове от колекцията на 

лаборатория „Приложна микрибиология“. 

 

 

 

 

 

1.2.2. Количествен анализ на фитазна активност 

1.2.2.1. Вътреклетъчна фитаза 

Вътреклетъчната фитазна активност бе измерена след дезинтеграция на 

дрождевата биомаса на всеки щам. Ензимната реакция бе проведена при 37°С, с 2mM 

разтвор на натриев фитат в ацетатен буфер, рН 5,0 като субстрат (Фигура 4).  

 

Фигура 4. Вътреклетъчна фитазна активност на дрождеви щамове от колекцията 

на лаборатория „Приложна микробиология“.  

От графиката се вижда, че при 10 от колекционните щамове беше регистрирана 

вътреклетъчна фитазна активност над 0,1 U/mL, като най-висока бе при щам Pichia pini 

77-1 – 0,32 U/ml. 

1.2.2.2. Извънклетъчна фитаза 

Резултатите от проведения анализ за наличие на извънклетъчна фитазна 

активност показаха незначителни нива на свободен фосфор в културалните течности при 

изследваните колекционни щамове дрожди (0,012 – 0,041 U/mL) (Фигура 5). 
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Фигура 5. Количествена оценка на извънклетъчна фитазна активност на 

дрождеви щамове от колекцията на лаборатория „Приложна микробиология“. 

При осем от щамовете получените стойности бяха над 0,02 U/ml, докато при 

Saccharomyces cerevisiae 31B и Candida glaebosa Антр. 110-4 бяха регистрирани 0,012 

U/ml, а при Pichia pini 77-1 – 0,041 U/ml.  

Получените резултати показват несъответствие между качественото и 

количествено определяне на фитазна активност. Количественият анализ, базиран на 

спектрофотометрично измерване на свободен неорганичен фосфат, изисква определена 

прагова концентрация, над която резултатът да бъде статистически значим. 

Качественият метод е полезен за първоначален скрининг и оценка на потенциалната 

фитазна активност, но резултатите от него невинаги предоставят информация за нивото 

на ензимна активност. Затова е необходимо прилагането на количествен анализ, който 

осигурява прецизно измерване на фитазната активност. 

2. Скрининг на дрождеви изолати от квас за продукция на фитаза 

2.1. Получаване на квас като източник за изолиране на дрождеви щамове с фитазна 

активност 

Квасът за хляб се получава в резултат на ферментация на захарите в брашното, 

под действие на естествено попаднали от околната среда микроорганизми, основно 

дрожди и млечнокисели бактерии, при определени условия на обкръжаващата среда. 

Всеки квас съдържа различни по вид дрожди и млечнокисели бактерии. Тяхното 

разнообразие зависи от вида на брашното и използваната вода, както и от параметрите 

на процеса на ферментация като температура, продължителност на процеса, брой 

подхранвания и др.  

За получаване на квас чрез естествена ферментация  бяха използвани 4 различни 

вида брашно (Фигура 6), както е описано в раздел Материали и Методи. 
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А.                                 Б.                                      В. 

Фигура 6. (А) Квас 5, получен от бяло пшенично брашно. (Б) Квас 6, получен от 

ръжено био брашно и квас 7, получен от пълнозърнесто ръжено брашно. (В) квас 8, 

получен от бяло пшенично брашно тип 500 (85 %) и пълнозърнесто пшенично брашно 

тип 1850 (15 %). 

2.2. Изолиране на дрождеви щамове от квас и морфологична характеристика на 

изолатите 

Дрождевите микроорганизми, съдържащи се в пробите от квас, бяха селективно 

набогатени чрез добавяне към хранителната среда YPD на антибиотиците тетрациклин 

и стрептомицин. Разсяването на набогатените култури от четирите вида квас върху 

агарова среда доведе до получаване на 13 морфологично различни единични колонии. 

Изолираните чисти култури от дрожди бяха както следва: от квас 5 бяха изолирани 4 

щама, 2 щама бяха изолирани от квас 6, 5 щама от квас 7 и 2 щама от квас 8 (Таблица 3). 

Таблица 3. Новоизолирани дрождеви щамове от квас.  

Квас 5 

5-1 

5-2 

5-3 

5-4 

Квас 6 
6-1 

6-2 

Квас 7 

7-1 

7-2 

7-3 

7-4 

7-5 

Квас 8 
8-2 

8-3 

  

Получените дрождеви колонии демонстрираха разнообразие по отношение на 

отчитаните морфологични критерии – форма, ръб, повърхност, профил, цвят и блясък 

(Фигура 7). Сред изследваните 13 щама преобладаваха изолати с кръгли или яйцевидни 

клетки, поединично или във верижка, монополярно пъпкуващи. Само при изолат 6-2 

беше наблюдаван псевдимицел.  
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Фигура 7. 

Макроскопски (А) и 

микроскопски (Б) снимки 

на дрождевите изолати от 

квас. 

 

 

 

 

 

2.3. Растеж в хранителна среда с натриев фитат 

Новоизолираните от квас 13 дрождеви микроорганизми бяха дълбочинно 

култивирани на селективна PSM среда  с цел да се подберат само тези дрождеви изолати, 

които показват най-добър растеж във фитазоселективната среда PSM (Фигура 8). 

 

Фигура 8. 

Растеж (OD600) на 

дрождеви култури, 

изолирани от квас. 

 

 

 

 

От Фигура 8 е видно, че 10 изолата показаха много добър растеж (OD 1,4 – 5,6).  

2.4. Изследване на фитазна активност 

2.4.1. Качествен анализ 

След 24-часова инкубация при 37°С и специфично оцветяване, беше 

визуализирано разграждането на натриевия фитат (Фигура 9). 
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Фигура 9. Качествен метод за доказване 

на извънклетъчна фитаза, продуцирана от 

изолати от квас.  

 

 

 

 

Качественият анализ разкри фитазна активност при пет от работните дрождеви 

щамове, като щам 7-2 формира зона с най- голям диаметър (22 mm). Останалите активни 

щамове 5-1, 5-2, 7-3 и 7-4 също показаха ясно изразени зони. 

2.4.2. Количествен анализ на фитазна ензимна активност 

2.4.2.1. Вътреклетъчна фитаза 

Следващ етап бе количествено определяне на фитазната активност при изолатите 

от квас. Резултатите от проведения експеримент за оценка на вътреклетъчна фитаза са 

представени на Фигура 10.  

 

Фигура 10. 

Вътреклетъчна 

фитазна активност 

на дрождеви 

култури, изолирани 

от квас. 

 

 

Както се вижда от графиката, три от дрождевите култури – 5-3, 6-2 и 7-4 показаха 

значително по-висока вътреклетъчна ензимна активност (0,57 – 0,74 U/ml).  

2.4.2.2. Извънклетъчна фитаза 

Резултатите от количествения анализ на извънклетъчна фитаза показаха много 

ниски нива на ензима в културалната течност (Фигура 11).  
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Фигура 11. 

Извънклетъчна 

фитазна активност 

на дрождеви 

култури, изолирани 

от квас. 

 

 

При 5 дрождеви щама (6-1, 7-1, 7-4, 7-5 и 8-2) не беше измерена фитазна 

активност в културалната течност. Най-висока извънклетъчна активност беше измерена 

при изолат 5-2 – 0,09 U/ml.  

2.5. Таксономична идентификация на дрождеви щамове, изолирани от квас  

Сред изолираните 13 дрождеви щама не беше идентифициран обещаващ 

продуцент на фитаза, но тези от тях, които показаха растеж в PSM среда (10 щама), бяха 

включени в създаването на микробна колекция, което обоснова таксономичната 

идентификация на щамовете. Изолати от традиционни ферментирали продукти като 

квас често съдържат неописани или редки видове дрожди, които могат да имат уникални 

свойства. За установяване на видовата принадлежност на новоизолираните щамове, 

морфологичната им характеристика беше допълнена с данни  за биохимичния и 

генетичния им профил.  

Всички дрождеви щамове усвояваха глюкоза, а осем – и ксилоза, което ги прави 

потенциални кандидати за биоконверсия на растителни отпадъци. 54 % от изолатите 

метаболизираха N-ацетил-D-глюкозамин, а 38 % – галактоза. От дизахаридите най-

добре се усвояваше трехалоза (61 %). Полиоли като адонитол, ксилитол и сорбитол не 

поддържаха растеж при повечето щамове. Пет щама усвояваха глицерол. 

Изолатите 8-2 и 8-3 показаха най-широк спектър на метаболизирани въглеродни 

източници, докато щамовете от квас 5 (особено 5-2 и 5-3) демонстрираха ограничена 

активност. 

Допълниталната характеристика на дрождевите изолати от квас беше извършена 

чрез анализ на нуклеотидната последователност на гена за 18S рРНК , с цел прецизно 

определяне на видовата им принадлежност. Получените данни от секвенционния анализ 

позволиха видово идентифициране на  изследваните щамове дрожди (Таблица 4). 
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Таблица 4. Генетично характеризиране на новоизолираните чисти дрождеви 

култури от квас. 

Изолат 
Проба от 

квас 
Най-близкородствен вид, въз основа на 18S рДНК анализ 

5-1 К5 Pichia membranifaciens (LT854920.1); 99,74 % 

5-2 К5 Pichia membranifaciens (LT854920.1); 99,10 % 

5-3 К5 Candida milleri (Kazachstania humilis) (AB054677.1); 99,11 % 

5-4 К5 ND* 

6-1 К6 ND* 

6-2 К6 Pichia membranifaciens (LT854920.1); 97,26 % 

7-1 К7 Kazachstania viticola NRRL Y-27206, (NG_063240.1); 99,50 % 

7-2 К7 Pichia kudriavzevii, (KP202859.1); 99,58 % 

7-3 К7 Wickerhamomyces anomalus TEMFP3, (NG_062034.1); 87,49 % 

7-4 К7 Nakaseomyces glabratus ATCC 2001 (CP048130.1); 98,19 % 

7-5 К7 ND* 

8-2 К8 Saccharomyces cerevisiae SC-125 (MW279237.1); 99,29 % 

8-3 К8 Saccharomyces cerevisiae ABO1 (MH938426.1); 99,18 % 

*Пробите с ND (not determined), не са секвенирани, поради слаб или липса на растеж във 

фитазоселективната хранителна среда. 

 

Получените данни от секвенционния анализ позволиха десет от изолатите да 

бъдат отнасени към седем дрождеви вида от 3 семейства: 

 сем. Pichiaceae – Pichia membranifaciens (3 щама) и Pichia kudriavzevii (1 щам); 

 сем. Saccharomycetaceae – Candida milleri, рекласифициран през 2016 година 

като Kazachstania humilis (Jacques et al., 2016) (1 щам), Kazachstania viticola (1 

щам), Nakaseomyces glabratus (1 щам) и Saccharomyces cerevisiae (2 щама) 

 сем. Phaffomycetaceae – Wickerhamomyces anomalus (1 щам).  

От 13 дрождеви изолата осем показаха над 98 % сходство с най-близки родствени 

видове и бяха идентифицирани на видово ниво. Изолат 7-3 първоначално демонстрира 

само 87,5 % сходство с Wickerhamomyces anomalus, но биохимичните анализи 

(ферментация на ксилоза, разграждане на целобиоза) съвпадаха с характеристиките на 

този вид. Допълнителен молекулен анализ на D1/D2 региона на 26S рДНК потвърди 

принадлежност към W. anomalus (98,86 % сходство). Изолат 6-2 първоначално показа 

97,3 % сходство с Pichia membranifaciens, но със специфични морфологични разлики 

(розови влакнести колонии). Биохимичният профил беше ограничен (глюкоза, ксилоза, 

ксилитол, N-ацетил-D-глюкозамин). Първоначален фенотипен анализ посочи сходство 

с Candida boidinii, но последващ D1/D2 анализ потвърди принадлежност към Pichia 

membranifaciens (98,74 % сходство). 

3. Скрининг на дрождеви изолати от боза за продукция на фитаза 

С цел да се разширят възможностите за изолиране на перспективен дрождеви 

продуцент на фитаза, беше проучено видовото разнообразие и фитат-разграждащата 
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способност на дрождеви микроорганизми, които бяха изолирани от традиционната за 

Балканите боза. 

3.1. Изолиране на дрождеви щамове от боза и морфологична характеристика на 

изолатите 

За изолиране на потенциални продуценти на фитаза бяха използвани 4 различни 

търговски марки боза. Обогатените култури бяха разсявани за получаване на чисти 

култури, в резултат на което бяха изолирани 8 морфологично различни дрождеви 

колонии. От всяка боза бяха изолирани по два щама (Таблица 5). 

Таблица 5. Новоизолирани дрождеви щамове от боза. 

Боза 1 
B1-1 

B1-3 

Боза 2 
B2-2 

B2-3 

  Боза 3 
B3-1 

B3-2 

Боза 4 
B4-1 

B4-2 

 

Морфологията на дрождевите колонии беше наблюдавана на твърда хранителна 

среда, като бяха отчитани следните показатели – форма,  ръб, повърхност, профил, цвят 

и блясък. Резултатите от морфологичния анализ на единичните колонии и вегетативните 

клетки е представен на Фигура 12. 

 

Фигура 12. 

Макроскопски (А) 

и микроскопски (Б) 

снимки на 

дрождевите 

изолати от боза. 

 

Колониите при повечето изолати имаха кръгла форма, с гладък ръб и хомогенна 

структура. Цветът варираше от бял (преобладаващ при повечето изолати) до кафяв (В1-

3) и оранжев (В2-2), като блясъкът също показваше различия — при някои щамове 

отсъстваше (В2-3, В3-1, В4-1). Вегетативните клетки при всички щамове се 

характеризираха с монополярно пъпкуване, типично за редица родове дрожди като 

Saccharomyces, Pichia, Candida, Cryptococcus и др. Наблюдаваната клетъчна морфология 

включваше малки яйцевидни и сферични клетки (В1-1, В1-3), както и удължени, овални 

клетки, срещащи се както поединично, така и по двойки или верижки (В2-2, В2-3, В4-1, 

В4-2). При щамовете от проба Б4, бяха наблюдавани удължени и едри пъпкуващи 

клетки, като при В4-1 се открояваха псевдохифи.  
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3.2. Растеж в хранителна среда с натриев фитат 

Новоизолираните осем дрождеви щама от боза бяха изследвани по отношение на 

тяхната способност да растат  в селективна хранителна среда PSM с натриев фитат 

(Фигура 13).  

 

Фигура 13. 

Растеж (OD600) на 

дрождеви култури, 

изолирани от боза, в 

среда с натриев фитат. 

 

 

 

Всички 8 дрождеви изолати от боза демонстрираха растеж. Три от тях се 

отличиха със значително по-висок растеж, съответстващ на оптична плътност между  7,6 

и 9,7.  

Изолатът от боза В4-1 се открои сред всички 34 тествани дрождеви щама в 

проведените дотук експерименти, демонстрирайки най-добър растеж в селективната 

минимална среда.  

3.3. Изследване на фитазна активност 

3.3.1. Качествен анализ 

При качесвения анализ добре видими зони с диаметър между 6 и 10 mm бяха 

наблюдавани при всички осем щама (Фигура 14). 

 

Фигура 14. Качествен 

метод за доказване на фитаза. 

 

 

 

Най-големи зони на разграждане бяха наблюдавани при изолатите B3-2 и B4-1, 

които показаха почти сравнима активност спрямо търговския препарат (4 U/ml).   

3.3.2. Количествен анализ на фитазна активност 

3.3.2.1. Вътреклетъчна фитаза 

Количествено вътреклетъчната ензимна активност бе отчетена при седем щама, 

в границите 0,18 – 0,62 U/ml (Фигура 15). 
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Фигура 15. 

Вътреклетъчна фитазна 

активност на дрождеви 

култури, изолирани от 

боза. 

 

 

  

3.3.2.2. Извънклетъчна фитаза 

По-висока извънклетъчна фитазна активност бе регистрирана при два от 

щамовете  – В4-1 и В4-2, съответно – 0,14 и 0,20 U/ml (Фигура 16). При останалите 

изолати не беше отчетена значима стойност за фитазна активност –  0,01 - 0,05 U/ml.   

В контекста на приложението на микробните ензими в практиката, 

извънклетъчните ензими представляват по-голям интерес, поради по-лесното им 

получаване след постферментационна обработка. Поради това, фокусът беше насочен 

към два от щамовете – В4-1 и В4-2. Те бяха избрани за по-нататъшна работа по 

оптимизиране на параметрите на ензимната реакция. 

 

Фигура 16. 

Извънклетъчна фитазна 

активност на дрождеви 

култури, изолирани от 

боза. 

 

 

 

3.4. Таксономична идентификация на дрождеви щамове, изолирани от боза 

Изследването на чистите култури, изолирани от боза, с цел оценка на 

способността им да асимилират различни въглеродни източници, бе извършено с оглед 

на по-пълното характеризиране на метаболитния потенциал на изолатите. 

Всички изследвани дрождеви щамове усвояваха глюкоза и ксилоза. Щам B1-1 

показа най-широк метаболитен потенциал, асимилирайки 16 от 19 въглеродни 

източника, включително по-рядко усвоявани като галактоза, сорбитол, целобиоза и 

лактоза. Повечето щамове (с изключение на B2-2) метаболизираха N-ацетил-D-

глюкозамин, което показва способност за разграждане на аминозахари. Щамовете B1-1, 

B1-3 и B2-2 разграждаха малтоза и захароза - свидетелство за участие в разграждане на 
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растителни олигозахариди. Нито един от осемте щама не усвояваше адонитол и 

ксилитол, което говори за липса на съответните метаболитни пътища. 

Таксономичната идентификация на новоизолираните щамове беше извършена 

чрез анализ на 18S рДНК. Получените секвенции, обхващащи почти пълната 

нуклеотидна последователност на гена (нуклеотиди 22 – 1771), бяха сравнени с 

референтни секвенции в базата GenBank с използването на BLAST (Таблица 6).  

Таблица 6. Генетично характеризиране на новоизолираните чисти дрождеви 

култури от квас. 

Изолат 
Проба от 

боза 
Най-близкородствен вид, въз основа на 18S рДНК анализ 

В1-1 Б1 Candida intermedia щам PYCC 4715, (LT635767.1); 98,43 % 

В1-3 Б1 Exophiala dermatitidis щам AFTOL-ID  668, (DQ823107.1); 98,74 % 

В2-2 Б2 Rhodotorula mucilaginosa щам TY-03, (MT509560.1); 95,00 % 

В2-3 Б2 Pichia fermentans щам ATCC 10651, (GQ458040.1); 97,57 % 

В3-1 Б3 Pichia sp. щам HBUM07161, (MF662310.1); 98,69 % 

В3-2 Б3 Pichia fermentans щам ATCC 10651, (GQ458040.1); 97,66 %  

В4-1 Б4 Pichia fermentans щам ATCC 10651, (GQ458040.1); 97,93 % 

В4-2 Б4 Pichia sp. щам HBUM07161, (MF662310.1); 96,44 % 

 

Въз основа на проведения 18S рДНК анализ, осемте изолата бяха отнасени към 

седем дрождеви вида от 4 семейства: 

 сем. Pichiaceae  – Pichia fermentans (3 щама) и Pichia sp. (2 щама); 

 сем. Saccharomycetaceae – Candida intermedia (1 щам) 

 сем. Herpotrichiellaceae – Exophiala dermatitidis (1 щам) 

 сем. Sporidiobolaceae – Rhodotorula mucilaginosa (1 щам).  

Петте дрождеви щама, показали процент на сходство под 98 % с най-

близкородствения вид, както и изолат В3-1, който показа 98,69 % сходство с Pichia sp. 

(MF662310.1), и съответно не беше направена идентификацията му до вид, бяха 

допълнително анализирани чрез молекулен анализ на вариабилния D1/D2 регион на гена 

за 26S рРНК за точно определяне на видовата им принадлежност. 

Сравнението на генерираните последователности с последователностите в базата 

данни GenBank потвърди, че щамът B4-1 и изолатите B2-3, В3-1, В3-2 и В4-2 

принадлежат към род Pichia, демонстрирайки 98 – 99 % сходство с последователността 

на вида Pichia fermentans (Фигура 17 A, Б). Изолатите B1-1 и B2-2 бяха идентифицирани 

съответно като Candida intermedia и Rhodotorula mucilaginosa. В нашето проучване 

открихме и изолат (B1-3), който е филогенетично свързан с дрождеподобната гъба 

Exophiala dermatitidis. Този полиекстремофилен микроорганизъм е опортюнистичен 

човешки патоген и може да се открие в различни естествени местообитания, като 

разлагаща се органична материя, горещи и влажни изкуствени среди, тропически 

региони и др. (Usuda et al., 2021). Този вид не е бил изолиран преди това от боза от други 

автори и неговото присъствие най-вероятно се дължи на вторично антропогенно 

замърсяване. 
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Фигура 17 A. Филогенетичeн анализ на новоизолирани дрождеви щамове от 

боза, показващ връзката на щамовете с техните най-близкородствени представители 

(≥98 %), на базата на 18S рДНК последователности. Показаните bootstrap стойности са 

изчислени след 1000 повторения на топологията на филогенетичното дърво. Видът 

Trichosporon lactis е използван като външна група. 

 

Фигура 17 Б. Филогенетичeн анализ на дрождевите изолати от боза, показващ 

връзката на щамовете с техните най-близкородствени представители (≥98 %), на базата 

на D1/D2 26S рДНК секвенции.  
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4. Сравнителен анализ на фитазната активност при щамове P. 

fermentans B4-1 и B4-2  
Във връзка с избора на перспективен продуцент на фитаза, при селектираните 

щамове В4-1 и В4-2 беше направена оптимизация на ензимната реакция по отношение 

на температура, рН и концентрация на натриев фитат.  

4.1. Оптимизация на ензимната реакция по отношение на концентрацията на 

субстрата 

Първата част от оптимизацията на ензимната реакция бе проведена при рН 5,0, 

различни температури  - 30°С, 37°С, 45°С и 50°С, и различни концентрации на субстрата 

–  2 mM, 3 mM, 4 mM, 4,5 mM и 5 mM (Фигура 18 и Фигура 19). 

 

Фигура 18. 

Екстрацелуларна 

фитазна активност на 

щам В4-1 при различни 

концентрации на натриев 

фитат и рН 5,0. 

 

 

 

При 4,5 mM субстрат бе отчетена максимална фитазна активност 0,32 U/ml при 

45°С. Тази стойност е почти три пъти по-висока от получената при скрининга на 

щамовете в присъствие на 2 mM натриев фитат. 

 

Фигура 19. 

Екстрацелуларна 

ензимна активност на 

щам В4-2 при различни 

концентрации на натриев 

фитат и рН 5,0. 

 

 

 

Въпреки различния профил на двата щама – при В4-2 по-висока активност бе 

отчетена при 30 –37°С, докато при В4-1 – при 45 °С, и при двата щама най-висока 

активност бе измерена при концентрация на субстрата 4,5 mM и тя бе избрана като 

оптимална за ензимната реакция. 
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4.2. Оптимизация на ензимната реакция по отношение на фактора рН на средата 

Втората част от оптимизацията на ензимната реакция бе осъществена в 

присъствие на 4,5 mM натриев фитат и при различни температури – 30°С, 37°С, 45°С и 

50°С и стойности на рН 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 и 6,5 (Фигура 20 и Фигура 21).  

 

Фигура 20. 

Екстрацелуларна 

ензимна активност на 

щам В4-1 с 4,5 mM 

натриев фитат. 

 

 

 

Най-висока екстрацелуларна фитазна активност при щам В4-1 бе отчетена при 

рН 5,5 и температура 45°С – 0,45 U/ml.  

 

Фигура 21. 

Екстрацелуларна 

ензимна активност на 

щам В4-2 с 4,5mM 

натриев фитат. 

 

 

 

 

При другия щам – В4-2, най-високата фитазна активност бе регистрирана при рН 

5,5 и температура 37°С – 0,31 U/ml. При този щам температурата 37°С се открои като 

оптимална за протичане на ензимната реакция.  

P. fermentans В4-1 демонстрира по-висока извънклетъчна фитазна активност в 

сравнение с В4-2, както и по-висок температурен оптимум и стабилност на 

непречистения ензим в по-широк рН диапазон. Въз основа на тези резултати, той беше 

определен като-най-обещаващ за фитазна продукция.  
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5. Характеристика на изолат Pichia fermentans В4-1 

5.1 Допълнителни морфологични свойства 

За доказване на образуване на псевдомицел беше приложена Dalmau плакова 

техника. Под микроскоп бяха наблюдавани удължени клетки, свързани в нишка, 

характерни за псевдомицелни структури, наред с единични клетки (Фигура 22). 

  

Фигура 22. Микроскопско изображение на 

псевдомицелни структури, образувани от Pichia 

fermentans B4-1. 

 

 

 

След наблюдаване под светлинен микроскоп щамът беше охарактеризиран като 

аскогенен, което потвърди принадлежността му към телеоморфния вид P. fermentans 

(Фигура 23).    

 

Фигура 23. Микроскопско изображение на 

аскоспори, образувани от Pichia fermentans B4-1. 

 

 

 

Способността на щама Pichia fermentans B4-1 да редуцира нитрати бе доказана 

след култивиране на среда, съдържаща 0,1 % KNO3 (Фигура 24). 

 

Фигура 24. Нитрат-редуктазна реакция на Pichia 

fermentans B4-1. 
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5.2 . Физиологични свойства на изолат Pichia fermentans В4-1 

5.2.1. Оптимална температура за растеж 

Тя беше установена чрез определяне на максималната специфична скорост на 

растеж на P. fermentans B4-1 при 25°С, 30°С, 35°С и 40°С (Фигура 25). 

 

Фигура 25. Влияние на 

температурата за култивиране 

върху максималната 

специфична скорост на растеж 

на щам В4-1, рН 5,5. 

 

 

От фигура 25 се вижда, че най-висока стойност за μmax беше отчетена при 30°С -  

μmax=0,40 h-1, с време за удвояване td=104 min Въз основа на този резултат, 30°С беше 

определена като оптимална температура за растеж на щама. При тази температура той 

достигаше μmax на 6-7-ми час от култивирането.  

5.2.2 Оптимално рН за растеж 

pH оптимума за растеж на щам В4-1 беше определен отново в течна среда PSM 

при температура 30°С и различни стойности на начално рН на средата – 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 

6,5, 7,0, 7,5 и 8,0. Оптималното рН за растеж беше установено отново чрез изчисляване 

на максималната специфична скорост на растеж (Фигура 26). 

 

Фигура 26. Влияние на 

pH на средата за култивиране 

върху максималната 

специфична скорост на растеж 

на щам В4-1, 30°C. 

 

 

От получените резултати се вижда, че щам В4-1 расте в широк рН диапазон  – от 

4,5 до 8,0 с оптимален растеж при рН 5,5 (μmax=0,40 h-1, td=104 min).  
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6. Оптимизиране на физико-химичните параметри за биосинтеза на 

фитаза 

С цел да се увеличи количеството на ензима в културалната течност беше 

проучено влиянието на някои физико-химични параметри върху продукцията на 

извънклетъчна фитаза. Паралелно беше проследявана и активността на вътреклетъчната 

фитаза.  

6.1. Влияние на рН върху ензимната синтеза 

Влиянието на началното рН на средата върху биосинтезата на екстрацелуларна 

фитаза от щам Pichia fermentans B4-1 бе оценено чрез култивиране в хранителна среда 

PSM при 30°С в рН диапазон от 4,5 до 8,0. 

От представените на Фигура 27 резултати се вижда, че биосинтеза на 

извънклетъчна фитаза беше установена в почти целия рН интервал за растеж на щама. 

Най-висока активност беше регистрирана при рН 5,0 и 5,5 (съответно 0,56 и 0,5 U/ml), 

което корелира с оптималното рН за растеж на щама. По отношение на вътреклетъчната 

фитаза резултатите бяха сходни – най-висока фитазна активност бе измерена при рН 5,0 

(4,5 U/ml), следвана от рН 5,5 (3,5 U/ml) и рН 6,0 (2,74 U/ml).  

 

Фигура 27. Влияние на 

началното рН на средата 

върху ензимната синтеза. 

 

 

 

 

Оптималното pH в процеса на култивиране е от съществено значение за 

повишаване на биосинтезата на фитаза в дрожди като Pichia fermentans. На базата на 

получените резултати, поддържането на леко кисело pH, около 5,0 – 5,5, бе определено 

като най-благоприятно за ензимната биосинтеза.  

6.2. Влияние на температурата върху ензимната синтеза 

Влиянието на температурата върху биосинтезата на ензима фитаза, беше 

проучено чрез периодично култивиране на P. fermentans B4-1 за 48 часа на среда PSM 

при рН 5,0 и температури от 25°С до 40°С (Фигура 28). Максимална фитазна активност 

беше регистрирана при оптималната за растеж на щама температура – 30°С, съответно 

екстрацелуларна – 0,55 U/ml и интрацелуларна – 4,5 U/ml. При повишаване на 

температурата с 5°С се наблюдаваше намаляване на ензимната синтеза, като 

извънклетъчната активност беше 0,35 U/ml, а вътреклетъчната – 2,47 U/ml.  
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Фигура 28. Влияние на 

температурата на средата върху 

ензимната синтеза. Анализите 

бяха проведени при рН 5,0. 

 

 

 

Температурата на култивиране също има решаваща роля при биосинтезата на 

фитаза при дрожди, включително Pichia fermentans. Оптималните температури варират 

между щамовете, но обикновено попадат в диапазона 28 – 45°C. Например, някои автори 

посочват 35°С  като оптимална температура за биосинтеза на ензима от Saccharomyces 

cerevisiae (Ries & Macedo, 2011). Други автори посочват, че при Kluyveromyces 

marxianus, по-високи добиви на фитаза са постигнати при 25 – 30°C, като с увеличаване 

на температурата продукцията на ензима намалява (Pires et al., 2019). Тези данни 

подчертават необходимостта от оптимизиране на условията на култивиране за всеки вид 

дрожди, за да се увеличи продукцията на ензима фитаза. 

6.3. Влияние на азотния източник върху биосинтезата на фитаза 

Източникът на азот е от съществено значение за развитието на културата и добива 

на целевия продукт. Подбраните азотни източници включваха органични и неорганични 

съединения, които са с доказан ефект върху растежа на микроорганизми. Получените 

резултати за растежа на щама са обобщени на Фигура 29. 

 

Фигура 29. Влияние на различни азотни източници върху растежа и 

биосинтезата на фитаза от щам Pichia fermentans В4-1. 

Резултатите от експеримента показаха, че най-добър растеж на щама бе отчетен 

в среда с натриев нитрат (1,2 g/l), последван от урея (0,875 g/l), амониев нитрат (0,750 

g/l) и амониев хлорид (0,675  g/l). Най-висока синтеза на извънклетъчна фитаза (0,61 

U/ml) също беше наблюдавана в присъствие на NaNO3.  
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6.4. Влияние на въглеродния източник върху биосинтезата на фитаза  

Следваща стъпка в експериментите беше да се анализира влиянието на 

въглеродния източник върху растежа и биосинтезата на фитаза. Култивирането беше 

проведено при две различни концентрации на NaNO3 – 0,25 и 0,5%. Избрани бяха четири 

въглеродни източника – глюкоза, ксилоза, етанол и глицерол, чийто ефект върху растежа 

на P. fermentans B4-1 и продукцията на ензима фитаза беше проследен в условия на 

дълбочиннно култивиране за 48 часа при 30°С (Фигура 30). 

 

Фигура 30. Влияние на различни въглеродни източници и концентрации на 

азотния източник върху синтезата на фитаза. 

Сред изследваните варианти, съдържащи 0,25 % NaNO3, най-висока 

екстрацелуларна и интрацелуларна активност, съответно – 0,54 и 4,98 U/ml беше 

наблюдавана при въглероден източник глюкоза. При този вариант на хранителната среда 

PSM, експерименталният щам Pichia fermentans B4-1 достигаше най-висока клетъчна 

плътност – 0,850 g/l. Глюкозата лесно се метаболизира и поддържа стабилен растеж при 

много микроорганизми, включително P. fermentans В4-1. Narisetty et al., (2021) 

съобщават, че P. fermentans може да метаболизира ксилоза като единствен източник на 

въглерод. В сравнение с глюкоза обаче са установили, че скоростта на растеж, както и 

добивът на биомаса са значително по-ниски, което се потвърждава и от нашите 

резултати. Това определи избора на глюкоза като оптимален въглероден източник.  

При 0,5 % NaNO₃ отново беше отчетена най-висока продукция на фитаза в 

средата с 1 % глюкоза (0,59 U/ml екстрацелуларна и 5,09 U/ml интрацелуларна 

активност). Затова тази концентрация беше определена като оптимална и използвана в 

следващите опити.  

6.5. Влияние на концентрацията на дрождев екстракт върху растежа и синтезата 

на фитаза 

Проучвания показват, че добавянето на дрождев екстракт към минимални среди, 

каквато е PSM, води до по-добър растеж и по-високи добиви на биомаса. Например, при 

Pichia pastoris, добавянето на дрождев екстракт към дефинирани среди е довело до 

скорост на растеж и продукция на биомаса, сравними с тези, постигнати в комплексни 

среди (Matthews et al., 2018).  
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С цел да проверим дали натрупването на биомаса корелира с повишена синтеза 

на ензима, щамът беше култивиран на модифицираната PSM среда в присъствие на 

дрождев екстракт (ДЕ) в концентрация 0,05, 0,1 и 0,2 %. Като контрола служеше вариант 

на хранителната среда без добавен ДЕ (Фигура 31). 

 

Фигура 31. Влияние на различни концентрации на дрождев екстракт върху 

синтезата на фитазa. 

Най-висока екстрацелуларна активност (0,73 U/ml), беше отчетена при добавяне 

на 0,2 % дрождев екстракт, което съответства на най-високите стойности на клетъчен 

растеж в този вариант на минималната среда.  

7. Динамика на растеж на щам Pichia fermentans В4-1 в оптималната 

хранителна среда за продукция на фитаза 

За проследяване динамиката на растеж на щам Pichia fermentans В4-1, както и 

биосинтезата на извънклетъчна фитаза в оптимизираната хранителна среда (PSM + 1 % 

глюкоза, 0,5 % NaNO3, 0,2 % ДЕ), беше проведено периодично култивиране в колби на 

ротационен шутел апарат с продължителност 72 часа при температура 30°С и рН 5,0 – 

5,5 (Фигура 32).  

 

Фигура 32. Растежна крива на P. fermentans B4-1. Изменение на фитазна 

активност и концентрация на остатъчна глюкоза във времетo. 
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Получените резултати показват, че културата активно натрупваше биомаса до 24-

ти час. През целия период на култивиране беше отчетена продукция на извънклетъчна 

фитаза. Максимална ензимна активност се отчита на 72-ри час (0,76 U/ml). Дрождите 

активно метаболизираха глюкозата и от изходна концентрация 10 g/l, тя рязко спадна до 

0,38 g/l още на 12-ти час. Щамът достигаше максимална специфична скорост на растеж 

на 6-ия час (μmax=0,40 h-1), като средната му скорост на растеж за 72 часа култивиране 

беше 0,042 h-1. Добивният коефициент по биомаса, YX/C беше 0,32, а на продукт (YP/C) – 

0,08. 

8. Пречистване на извънклетъчна фитаза от Pichia fermentans B4-1 

Разработената схема за пречистване на ензима до електрофоретично хомогенно 

състояние включваше йоннообменна хроматография с използване на DEAE-Sepharose, 

и гел-филтрация с използване на Sephadex G-100. Етапите на пречистване на фитазата 

са показани в Таблица 7. 

Таблица 7. Пречистване на екстрацелуларна фитаза от щам P. fermentans B4-1. 

 

Центрофугирана културна течност, получена след 48-часово култивиране на 

щама Pichia fermentans В4-1, беше подложена на ултрафилтрация с цел концентриране 

на протеините и отстраняване на нискомолекулни фракции под 30 kDa. В резултат на 

проведената двуетапна хроматографска процедура, фитазният ензим беше пречистен 

около 8 пъти, с общ добив от 11 % (Фигура 33 А, Б). 

 

А.            Б. 

Фигура 33. Хроматограми от пречистване на фитаза чрез йоннообменна 

хроматография на DEAE Sepharose (A) и гел-филтрация на Sephadex G-100 (Б). 

 

Етапи на 

пречистване 

Обем 

(ml) 

Белтък 

(mg) 

Обща 

активност 

(U) 

Фитазна 

активност 

(U/ml) 

Специфична 

активност 

(U/mg) 

Добив 

(%) 

Пъти 

пречистване 

Супернатанта 500 175 344,7 0,7 1,97 100 1 
Ултрафилтрация 

30 kDa 
250 37,5 168 0,7 4,5 49 2,3 

DEAE Sepharose 

Fast Flow 
100 8 81,6 0,8 10,2 24 5,18 

Sephadex 

G-100 
50 2,5 39,5 0,8 15,8 11 8 
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Ензимът фитаза от щам Pichia fermentans B4-1 показа специфична активност от 

15,8 U/mg. В научната литература, данните за специфичната активност на фитазите от 

дрожди са в широк диапазон. Авторите на проучване, проведено с дрожди Arxula 

adeninivorans, съобщават за специфична активност на фитазата от 10 U/mg (In et al., 

2009). За разлика от това, е съобщена специфична активност от 71,06 U/mg за фитаза от 

Candida krusei WZ-001 (Tomschy et al., 2002), специфична активност от 823,3 U/mg за 

ензима от Kodamaea ohmeri BG3 (Quan et al., 2002) и 41,5 U/mg специфична фитазна 

активност за ензима от Schwanniomyces castellii (Kaur et al., 2007). 

В резултат на приложената схема за пречистване, фитазата от щам Pichia 

fermentans B4-1 беше получена в електрофоретично хомогенно състояние. Проведеният 

SDS-PAGE анализ разкри наличието на една белтъчна ивица с приблизително 

молекулно тегло около 70-72 kDa (Фигура 34). Доказателство, че изследваният ензим е 

мономер, беше проведения зимограмен анализ в условия на нативна електрофореза 

(Фигура 34). Получената белтъчна ивица при SDS-PAGE съвпадаше по размер с ивица, 

визуализирана при нативната електрофореза, проявяваща фитазна активност. Ензимната 

активност беше доказана след приложено специфично оцветяване на полиакриламидния 

гел, съдържащ натриев фитат. На мястото на функционално активният ензим беше 

наблюдавано просветляване, съответстващо на единичната белтъчна ивица, отчетена 

чрез SDS-PAGE.  

 

 

Фигура 34. SDS-PAGE (1-3 старт) и нативна електрофореза (зимограма) (4-7 

старт) от пречистването на фитаза от Pichia fermentans B4-1: старт 1 – маркер, съдържащ 

стандартни протеини с молекулно тегло  (60-250 kDa Thermo Scientific); старт 2 – 

фитазоактивна фракция след DEAE Sepharose; старт 3 – фитазоактивна фракция след 

Sephadex G-100; старт 4 – зимограма на фитаза, получена след DEAE Sepharose; старт 5 

– зимограма на фитаза, получена след  Sephadex G-100; старт 6 и 7 – зимограма, 

направена с търговски фитазен препарат (Phytase from wheat,  67-70 kDa (Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH)).  
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9. Свойства на пречистената фитаза  

9.1. Молекулно тегло 

Молекулното тегло на фитазата беше определено по два независими метода. При 

SDS-PAGE анализа молекулното тегло на ензима бе определено на 72 kDa (Фигура 35).  

 

Фигура 35. Определяне 

на молекулното тегло на 

фитазата от P. fermentans B4-1 

чрез SDS-PAGE. 

 

 

 

Данните от този анализ бяха потвърдени чрез гел хроматография на колона 

Sephadex G-200. След сравняване на елуационния обем на фитазата с този на известни 

белтъчни стандарти, нейната молекулна маса беше изчислена на 75 kDa (Фигура 36). 

 

Фигура 36. Определяне 

на молекулно тегло на фитазата 

чрез гел-хроматография на 

Sephadex G-200.  

 

 

 

 

Получените данни за молекулното тегло на фитаза от Pichia fermentans B4-1 са 

относитетелно съпоставими с докладваното молекулно тегло на фитазата от Pichia 

anomala – 64 kDa. (Vohra & Satyanarayana, 2002).  

9.2. рН оптимум и рН стабилност 

Получените резултати за рН оптимума на електрофоретично хомогенния фитазен 

ензим показват, че най-висока стойност на фитазна активност беше установена при рН 

5,5 – 15,8 U/mg. Той запазваше до 50 % от остатъчна активност с повишаване на рН до 

6,5, докато при pH 8,0 беше регистрирана едва 0,8 % остатъчна активност (Фигура 37).  



37 
 

 

Фигура 37. рН 

оптимум на действие на 

пречистена фитаза от 

Pichia fermentans B4-1. 

Ензимната реакция беше 

проведена при 45°С. 

 

 

Способността на фитазата от P. fermentans B4-1 да запазва своята каталитична 

активност под въздействие на рН беше тествана за различно време при шест стойности 

на този параметър – 4,0, 5,0, 5,5, 6,0, 7,0 и 8,0. Отразените на Фигура 38 резултати 

показват, че фитазата от P. fermentans B4-1 запазваше 100 % активност след инкубация 

при pH 5,0 и 5,5 за 8 часа, което потвърждава оптималната му стабилност в слабо кисела 

среда. При рН 6,0 фитазната активност намаляваше с 7 % след 3 часа инкубация. 

Ацидофилният характер на ензима беше потвърден от наличието на 53 % остатъчна 

активност (8,4 U/mg), след 6-часова инкубация при pH 4,0. При неутрално рН (7,0) 

определеното време на полуживот на ензима беше след 6 часа, а при алкално рН (8,0) – 

след 1 час. Това показва запазване на активността на изследваната фитаза в по-широк 

киселинно-алкален диапазон.  

 

Фигура 38. рН 

стабилност на фитазата 

от P. fermentans B4-1. 

 

 

 

 

В селското стопанство, фитази с добра рН стабилност в широк диапазон са 

особено ценни, тъй като допринасят за подобряване на наличността на фосфор в почви 

с различна киселинност, което благоприятства растежа на растенията и оптимизира 

използването на торове. 

9.3. Температурен оптимум и термостабилност 

Максимална активност на пречистения фитазен ензим (15,8 U/mg) беше отчетена 

при 45°C, което съответства на оптималните температури, установени за други 

дрождеви фитази (In et al., 2009; Quan et al., 2002; Kaur et al., 2007). Повишаването на 

температурата над тази стойност доведе до постепенно понижаване на ензимната 
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активност. При 60°C тя беше около 30 % (4,74 U/mg) от активността на ензима при 45°C 

(Фигура 39).  

 

Фигура 39. 

Температурен оптимум 

на пречистена фитаза от 

P. fermentans B4-1. 

Анализите бяха 

проведени при рН 5,5. 

 

 

Термостабилността е един от най-важните фактори, определящи приложимостта 

на фитазните ензими във фуражната индустрия, особено в някои от етапите, като 

пелетиране и екструдиране, където се включва термична обработка.  

Във връзка с това, термостабилността на фитазата от P. fermentans B4-1 беше 

определена чрез инкубиране на ензима при 45°C и 50°C за период от 1 до 6 часа. Ензимът 

запазваше 100 % от своята активност след 30 минути третиране при 45℃. Удължаването 

на инкубационното време до 90 минути доведе до 3% спад във фитазната активност и се 

запазваше в тези граници в продължение на 6 часа, индикирайки добра устойчивост при 

умерено повишени температури. При 50°C беше отчетена по-малка стабилност на 

фитазата, като времето на полуживот беше достигнато след 3 часа третиране при тази 

температура (Фигура 40). 

 

Фигура 40. 

Термостабилност на 

фитаза от P. fermentans 

B4-1 при 45 и 50°C.  

 

 

 

Съобщава се, че някои органични съединения, добавени към ензимния препарат, 

имат защитен и стабилизиращ ефект срещу топлинна денатурация, чрез укрепване на 

водородните връзки, намаляване на структурната гъвкавост и увеличаване на 

хидрофобните взаимодействия (Vohra & Satyanarayana, 2002). Във връзка с това, в 

нашите изследвания беше оценено влиянието на някои захари (10 % w/v) върху 

термостабилността на фитазата от P. fermentans B4-1 при 50°C. Получените данни 

показаха, че добавянето на захароза и арабиноза удвоява времето на полуживот на 
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ензима - от 3 часа в контролни условия на 6 часа в присъствие на тези захари (Таблица 

8). 

Таблица 8. Влияние на добавени захари върху термостабилността на ензима при 

въздействие с температура 50°C за различни интервали от време. 

 

 

 

 

 

9.4. Влияние на метални катиони върху активността на пречистения ензим 

При изследване на влиянието на седем метални катиона с концентрация 1 M (К+, 

Na+, Ca2+, Cu2+, Mn2+, Mg2+, Zn2+) върху фитазната активност, беше наблюдаван 

инхибиращ ефект за всички тествани метали с 25-40 % намаляване на активността в 

сравнение с нетретирания ензим (Фигура 41).  

Най-слабо влияние върху фитазното действие оказват калиевите (73,6 % 

остатъчна активност) и калциевите (72 % остатъчна активност) йони. Минимална 

каталитична остатъчна активност е докладвана за медните йони (59 %), следвани от 

натриевите (61 %) и цинковите йони (62,5 %). Подобни резултати за липса на 

стимулиращ ефект на металните йони, дори при концентрации по-ниски от 1 mM, върху 

ензимната активност са докладвани за фитаза от P. anomala (Vohra & Satyanarayana, 

2002).  

 

 

Фигура 41. 

Влияние на някои метални 

йони върху активността на 

пречистената фитаза. 

Остатъчната активност е 

изчислена като процент от 

максималната специфична 

активност – 15,3 U/mg. 

 

 

9.5. Влияние на инхибитори върху активността на пречистения ензим 

Изследвано беше действието на EDTA, DTT, SDS и урея в концентрация 0,1 % 

върху ензимната активност на фитаза от P. fermentans B4-1 (Фигура 42). 

Добавка 

(10 % w/v) 

Относителна фитазна активност, % 

3 h 4 h 5 h 6 h 

Контрола 52 46 38 30 

Захароза 92 78 65 58 

Трехалоза 79 65 53 36 

Арабиноза 87 73 60 52 

Глицерол 68 54 35 25 
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Фигура 42. 

Влияние на инхибитори 

върху активността на 

пречистена фитаза. 

 

 

 

 

Всички изследвани химични агенти показваха инхибиторен ефект върху 

фитазата. Уреята и EDTA оказваха най-малко влияние върху ензимната активност, 

макар и да я намаляват съответно с 25 и 27 %. Дитиотреитолът имаше по-изразен 

инхибиращ ефект. Най-пагубен за фитазата се явява SDS, в присъствието на който беше 

регистрирана едва 20 % от първоначалната фитазна активност. Инхибирането на EDTA 

потвърждава ролята на металните кофактори в катализа, докато DTT разкрива 

значението на дисулфидните мостове за поддържане на активността. SDS и уреята, чрез 

денатурация на протеини, показват значението на третичната структура на ензима.  

9.6. Субстратна специфичност 

Субстратната специфичност на пречистената фитаза от P. fermentans B4-1 беше 

определена към пет фосфатсъдържащи съединения: Na-фитат, глюкозо-6-фосфат, АТФ-

Na2, глицерин-2-фосфат-Na2 и фруктозо-1,6-бифосфат (Таблица 9). 

Таблица 9. Специфична фитазна активност спрямо различни фосфатсъдържащи 

субстрати. 

Субстрат 
Специфична фитазна 

активност (U/mg) 

Относителна 

активност % 

Глюкозо-6-фосфат 13,14 86 

АТФ-Na2 12,2 80 

Глицерин-2-фосфат-Na2 9,84 65 

Фруктозо-1,6-бифосфат 11,58 76 

Na-фитат 15,25 100 

 

Подобно на други дрождеви фитази (Vohrа & Satyanarayana, 2002; Quan et al., 

2002), ензимът от Pichia fermentans B4-1 показа широка субстратна специфичност и 

катализира хидролизата на всички тествани съединения. Максимална активност беше 

регистрирана към субстрат натриев фитат. При хидролизата на останалите четири 

субстрата, специфичната фитазна активност беше между 65–86 % от тази с натриев 

фитат.  
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10. Кинетични параметри на ензимната реакция 

10.1. Влияние на концентрация на субстрата върху ензимната активност 

На Фигура 43 е показанa зависимостта между концентрацията на субстрата и 

ензимната активност на пречистената фитаза от P. fermentans B4-1. С увеличаване на 

концентрацията на субстрата беше наблюдавано нарастване на ензимната активност, 

която достигна максимална стойност при 4,5 mM натриев фитат. При по-високи 

концентрации (над 6,5 mM) беше регистриран спад в ензимната активност до около 80 

% от максималната стойност.  

 

Фигура 43. 

Влияние на 

концентрацията на 

субстрата върху 

фитазната активност. 

 

 

 

10.2. Km и Vmax 

Графиката на Lineweaver-Burk в този експеримент показва, че стойностите на Km 

и Vmax на ензима за натриев фитат са съответно 0,39 mM и 15,90 U/mg (Фигура 44).  

 

Фигура 44. 

Графика на 

Lineweaver-Burk. 

Определяне на 

константата на 

Михаелис-Ментен 

(Кm).  

 

 

Ниската стойност на Km показва, че ензимът има висок афинитет към своя 

субстрат, което означава, че може да функционира ефективно дори когато 

концентрациите на субстрата са ниски. Това е предимство при приложение в стомашно-

чревния тракт, където наличието на фитинова киселина може да е ограничено. По-

ниските стойности на Vmax може да са приемливи или дори благоприятни при процеси 

с удължено освобождаване или продължителна хидролиза, като например подобряване 

състава на почвата. 
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11. Оценка на способността на фитаза, продуцирана от Pichia fermentans 

B4-1 да стимулира растежа на растения 

11.1. Морфологични анализи 

Първа стъпка беше подготовката на семената, описана в раздел Материали и 

Методи. След тяхното покълване и появата на два зелени листа (7 ден от началото на 

експеримента), бяха измерени кореновата и надземната част на всяко едно от тях 

(Фигура 45).  

 

Фигура 45. Измерване на коренова и 

надземна част на растенията преди 

култивиране. 

 

 

 

Растенията бяха култивирани в четири различни среди на Кноп със състав, 

описан в раздел Материали и методи. Три седмици по-късно (на 28 ден от началото на 

експеримента) отново бяха измерени кореновата и надземната част на растенията и бяха 

съпоставени спрямо дължините им преди култивирането. 

Осреднените резултати за четирите растения култивирани във всяка от средите и 

получените стойности са представени на Фигура 46 и Фигура 47. 

От Фигура 46 е видно, че на 7 ден средната дължина на кореновата част на 

растенията варира между 11-17 см, надземната част – 13-14 см и съответно общата 

дължина на растението беше – 24-30 см.  

 

Фигура 46. 

Дължина на 

растенията, 

непосредсвено 

преди 

култивирането им в 

среда на Кноп. 

 

На фигура 47 са представени резултатите на 28-ми ден от началото на 

експеримента. Видно беше увеличаването на дължината на кореновата част на 

растенията, култивирани на среда на Кноп № 1 и среда № 3 съответно с 35 % и с 

приблизително 50 %, в среда № 2 и среда № 4 нарастването беше с около 2,5 пъти. Най-
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голямо беше отчетеното удължаване на надземната част на растенията от среда № 4 (в 

присъстие на натриев фитат и ензим фитаза) – 73 %.  

Сравнена беше и общата дължина на растенията в четирите среди. Най-голямо 

нарастване беше наблюдавано при растенията култивирани в среда с натриев фитат и 

ензим фитаза – 66 %, а най-малко – в средата без добавен фосфор – 42 %. От получените 

резултати може да се направи заключение, че използването на екстрацелуларна фитаза 

от Pichia fermentans B4-1 подобрява растежа на тиквени растения Cucurbita pepo L. 

 

Фигура 47. 

Дължина на 

растенията на 28 

ден от началото на 

експеримента. 

 

 

 

 

 

В съгласие с проведените експерименти Jorquera et al., (2008) наблюдават, че 

инокулирането на Lolium perenne (райграс) с щамове на Bacillus, произвеждащи фитаза, 

подобрява растежа на корените поради засиленото усвояване на фосфати. При Brassica 

napus (рапица), George et al., (2005) установяват, че добавянето на микробна фитаза води 

до значително увеличаване на дължината на кореновата и надземната част.  

11.2. Количествено определяне на пластидни пигменти 

За екстракция и количествено определяне на основните фотосинтетични 

пигменти – хлорофил и каротеноиди бяха използвани свежи листа от тиква Cucurbita 

pepo L. на 28 ден от началото на опита. Резултатите са представени на Фигура 48. 

 

Фигура 48. 

Концентрация на 

хлорофил a и b и общо 

количество хлорофил. 

 

 

 

При липса на фосфор и ензим, както и при наличие на органичен източник на 

фосфор без ензим, съдържанието на хлорофил а бе най-ниско – около 0,5–0,6 mg/g. При 

неорганичен източник на фосфор количеството нарастваше приблизително два пъти – 
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до 1,22 mg/g. Най-високи стойности на хлорофил а (1,76 mg/g) бяха измерени при 

добавяне на натриев фитат заедно с ензим фитаза - близо три пъти повече в сравнение 

със същата среда без ензим. 

Сходна тенденция се наблюдаваше и при хлорофил b. При липса на фосфор или 

при органичен източник без ензим концентрацията беше под 0,3 mg/g. При неорганичен 

фосфор стойността бе 0,59 mg/g. Максимумална концентрация бе отчетена при натриев 

фитат с фитаза – 0,86 mg/g. 

Каротеноидите включват каротени и ксантофили и са втората основна група 

пигменти при растенията (Blackburn, 2007). Те са част от основните структури на 

фотосинтетичната антена и реакционния център и спомагат за стабилизирането на 

комплексите хлорофил-протеин (Frank & Cogdell, 1996; Strzałka et al., 2003). Отчетеното 

количество каротеноиди при четирите варианта на среда на Кноп бе между 0,11 и 0,23 

mg/g (Фигура 49).  

 

Фигура 49. 

Сравнение на общото 

количество хлорофил и 

каротноиди. 

 

 

 

В заключение, фитазата от Pichia fermentans В4-1 показва обещаващи 

характеристики, които я правят подходяща за употреба в земеделието. Включването ѝ в 

препарати за обработка на селскостопански полета би могло да допринесе значително за 

производителността на културите, като същевременно се сведе до минимум 

зависимостта от химически торове. 

Въпреки обещаващите резултати, получените в лабораторни условия, валидиране 

на ефективността на фитазата от Pichia fermentans B4-1 на полево ниво е от съществено 

значение, особено с оглед на сложните абиотични и биотични фактори в реална среда. 

Взаимодействията между P. fermentans В4-1, местната почвена микрофлора и 

ексудатите от корените на растенията биха могли да окажат съществено влияние върху 

стабилността и ефективността на фитазата в почвата. Допълнително, потенциалните 

синергични ефекти с други микроорганизми, стимулиращи растежа на растенията 

(PGPM), като фосфат-разтворители и азот-фиксатори, налагат допълнително проучване 

за по-широко приложение. 
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V. Изводи 

1. Проучването на продуцентите на фитаза показа значително филогенетично 

разнообразие на изолатите от ферментирали храни – принадлежност на 

новоизолираните дрождеви микроорганизми към 5 семейства (Pichiaceae, 

Saccharomycetaceae, Phaffomycetaceae, Herpotrichiellaceae и Sporidiobolaceae) и 8 

вида - Pichia (membranifaciens, kudriavzevii и fermentans), Kazachstania (humilis и 

viticola), Nakaseomyces (glabratus), Saccharomyces (cerevisiae), Wickerhamomyces 

(anomalus), Candida (intermedia), Exophiala (dermatitidis) и Rhodotorula 

(mucilaginosa). 

2. От ферментирал млечен продукт боза е изолиран перспективен дрождеви щам, 

продуцент на извънклетъчна фитаза, който таксаномично е идентифициран като 

Pichia fermentans В4-1.  

3. Установено е, че при оптимизация на физико-химичните параметри (pH, T°C, 

въглероден и азотен източник) за периодично култивиране на щам Pichia fermentans 

B4-1 се постига 1,5 пъти по-висока екстрацелуларна фитазна активност – 0,76 U/ml. 

4. Екстрацелуларната фитаза от Pichia fermentans B4-1 показва висока рН стабилност, 

запазвайки 100 % от ензимната си активност след 8-часова инкубация при pH 5,0 и 

5,5. 

5. Фитазата от Pichia fermentans В4-1, пречистена до хомогенност, демонстрира висока 

термостабилност, като запазва 97 % активност след 6 часа инкубация при 

оптималната температура от 45℃, което я прави подходяща за индустриални 

процеси, изискващи продължително действие при умерени температури. 

6. Установено е, че изследваната фитаза от Pichia fermentans В4-1 запазва до 60 – 75 % 

от каталитичното си действие, в присъствие на високи концентрации от метални 

йони.  

7. Показано е, че извънклетъчната фитаза от Pichia fermentans В4-1 е мономерен ензим 

с молекулно тегло 72–75 kDa. Конформационната ѝ стабилност се обуславя от 

дисулфидни връзки и нековалентни взаимодействия, а каталитичната активност е 

слабо зависима от водородни връзки. 

8. Фитазата от Pichia fermentans B4-1 показва широка субстратна специфичност, като 

максимална активност е регистрирана към субстрат натриев фитат.  

9. Използването на екстрацелуларна фитаза от Pichia fermentans B4-1 в среди с натриев 

фитат значително стимулира растежа на Cucurbita pepo L., като води до 66 % 

увеличение в дължината им. 

10. Наблюдавано е 1,5 пъти повишение в общото количество хлорофил при Cucurbita 

pepo L., отглеждани в присъствие на натриев фитат и фитаза от Pichia fermentans B4-

1. 
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VI. Приноси 

1. Приноси с фундаментален характер 

1. За първи път е извършен анализ на биоразнообразието на дрождеви микроорганизми 

в четири български търговски марки боза, с фокус върху щамове, продуциращи 

фитаза. 

2. Разширени са познанията за естествени източници на функционални дрожди и е 

разкрит потенциала на традиционни ферментирали продукти като източник за 

селекция на микроорганизми с фитазна и въглехидрат-разграждаща активност. 

2. Приноси с приложен характер 

1. Изолирани са и са идентифицирани 21 нови дрождеви щама от квас и боза, 

представляващи потенциални индустриални продуценти на въглехидрат-

разграждащи ензими. 

2. Разработена е методологична схема за оптимизиране на физико-химичните 

параметри на ензимната реакция за определяне на фитазна активност. 

3. За първи път е изолиран перспективен щам от вида Pichia fermentans от 

традиционната балканска напитка боза, продуцент на извънклетъчна фитаза. 

4. Разработен е лабораторен метод за ефективното пречистване на фитазен ензим, 

получен от дрождеви микрорганизми.  

5. Направена е детайлна характеристика на физико-химичните свойства на 

пречистения ензим фитаза, която го характеризира като перспективен препарат за 

биотехнологично приложение. 

6. Изолираната и пречистена фитаза от Pichia fermentans В4-1 показва обещаващ 

потенциал за употреба в земеделието като стимулиращ растежа на растенията агент. 
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