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О роли Фитазы 

Фитаза, фермент гидролизующий фитаты с высвобождением фосфора.  
В растениях около 60-80% общего фосфора находится в форме фитатов.  

• Фитаза не вырабатывается в организме животных, поэтому связанный фосфор 
практически не доступен животным. 
• Введение фитазы в рацион животных и птиц позволяет сделать доступным 
фосфор. 



Одним из ключевых факторов повышения продуктивности и сокращения 
расходов на корма является применение кормовой добавки фитазы.  

Высокая себестоимость отечественной продукции птицеводства 

Низкая цена импортной продукции птицеводства 

Слабая база обеспечения комбикормами и их дороговизна 

- Импорт 

Фитаза 

Увеличивает прирост живой массы; 
Улучшает усвоение корма; 
Увеличивает продуктивность птицы. 

Актуальность производства фитазы 



Организация пилотного производства 
кормовой добавки «Фитаза» 

Цель работы: Создание пилотного производства кормовой добавки «Фитаза» 
на основе генно-инженерного штамма дрожжей, продуцирующих 
рекомбинантную бактериальную фитазу. 
 
Задачи: 
1) Получение гена фитазы AppA (Escherichia coli). 

 
2) Получение генно-инженерного штамма дрожжей Pichia pastoris, 

секретирующего рекомбинантную фитазу. 
 

3) Изучение биохимических параметров рекомбинантной фитазы. 
 

4) Оптимизация биотехнологических параметров для максимальной 
наработки рекомбинантной фитазы в культуре дрожжей.  

 



Штаммы продуценты фитазы 

Штаммы продуценты фитазы: 

•  Ген аррА из Escherichia coli , который клонирован и экспрессирован в секреторной форме в 
Streptomyces lividans имеет негликозилированную форму и обладает на 25-50% меньше 
активности при температуре 45С - 50С, чем гликозилированная форма.  

 

• Фермент, ген которого экспрессирован в дрожжах Pichia pastoris/КМ71 - гликозилированный 
рекомбинантный белок был получен как экстрацеллюлярный фермент с молекулярной массой 
52 кДа. Однако, недостатком данного штамма является невысокий уровень экспрессии гена 
фитазы и его невысокая ферментативная активность (30,95 Ед/мг при 37С). 

 

Преимущество штамма  продуцента Pichia pastoris X-33/AppA фитазы: 

• Полученные нами штаммы дрожжей Pichia pastoris, в которых ген фитазы соединен с 
сигнальной последовательностью, позволяет осуществлять транспорт белка из клетки в среду, что 
значительно упрощает процедуру очистки белка, а использование гомологичной рекомбинации 
обеспечивает высокий уровень экспрессии белка под контролем конститутивного промотора 
глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназы (GAP) или алькогольоксидазного промотора. 

 

• В рамках данных исследований разработана технология секреторной экспрессии 
рекомбинантной фитазы в дрожжах с высокой фитазной активностью (5000 Ед/г) и 
термостабильностью в диапозоне 40-60 С. 

 



Получение генетической конструкции 
pGAPZA/AppA  

Секвенирование гена appA на предмет мутации pGAPZA/AppA  

Получение гена appA 
Отбор положительных клонов со вставками гена appA 

методом ПЦР с праймерами GAP 
 

Получена генетическая конструкция 
в  виде челночного вектора 
pGAPZA/AppA, имеющего в своем 
составе ген кислой бактериальной 
фитазы appA, встроенного под 
контроль конститутивного 
промотора GAP 



Получение штамма дрожжей  
Pichia pastoris/AppA 

5. Наработка и хранение  
генно-инженерного штамма  

 P. pastoris X-33/AppA 

1 – pGAPZA/aррА (Bg1II М1uI ); 
2 – pGAPZA/aррА (контроль);  
3 – ДНК маркер. 

2. Получение трансформирующей кассеты с интегрированным 
 геном aррА   

(Линеаризация pGAPZA/AppA  рестриктазами М1uI Bg1II)  
 

3. Трансформация 
дрожжей ДНК кассетой 

(метод электропорации) 

1. Наработка  
генно-инженерной конструкции 

pGAPZA/AppA  

        4.  ПЦР-скрининг клонов после трансформации 
штамма P. pastoris X-33 

1-8, 9-15 –клоны-трансформанты, М –ДНК-маркер 

В процессе линеаризации вектора по сайту 
рестрикции, расположенному в промоторном 
локусе и трансформации, происходит  стабильная 
интеграция ДНК-кассеты в хромосому дрожжей  
за счет эффективной рекомбинации между 
гомологичными  плазмидными и хромосомными  
последовательностями.  



1 – белковый маркер;  
2 – культивирование -120 часов;  
3 – дегликозилирование Endo H;  
4 -  AppA, полученная в E.coli. 

Проверка гликозилирования  
рекомбинантного белка АррА 

Результаты электрофореза после дегликозилирования  
рекомбинантного белка AppA 

Рекомбинантный белок АррА при дегликозировании эндогликозидазой Н 
детектируется как продукт, имеющий несколько меньшую молекулярную массу, чем 
исходный белок, что подтверждает предположение о гликозилировании белка АррА в 
процессе его продукции в дрожжах P. pastoris.  



Результаты фитазной активности АррА после температурной инкубации в 
диапазоне +10С - +70С 

Зависимость фитазной активности AppA от 
температуры 

t +50С 

Максимум фитазной 
активности – t +50С 



Результаты фитазной активности АррА в зависимости от рН реакционной 
среды в диапазоне от 1,5 до 8 

Зависимость фитазной активности 
AppA от рН 

рН 5.0 

Максимум фитазной 
активности – рН 5,0 



Зависимость активности фитазы от 
длительности инкубации 

Максимум фитазной 
активности - на  9-е сутки 

1619 Ед/мл 



Термостабильность рекомбинантной 
фитазы 

Фитаза сохраняет 80% 
остаточную активность после 
инкубации при 60С в течение 

10 мин. 



Организация производства кормовой добавки «Фитаза» для 
птицефабрик 

 

 

 

Заявитель/Грантополучатель  – Национальный центр биотехнологии КН МОН РК 

Частный партнер – ТОО “GenLab”; 

Сумма гранта – 256,8 млн. тенге; 

Софинансирование – 2 млн. тенге; 

Срок реализации – 36 месяцев; 

Объем выпускаемой продукции к концу реализации проекта – 10 млн. тенге. 

Цель Проекта: Организация производства кормовой добавки «Фитаза».  

 

 

 

 

 
В Казахстане фитаза не производится, в этой связи 

ежегодно данный фермент завозится из-за рубежа на 
общую сумму около 110 млн тенге.  

 
Проект по коммерциализации основан на 

завершенных научных разработках, готовых имеющихся 
штаммах-продуцентах и патентах на изобретение.  

 
 



Результаты 

1. Получен ген фитазы AppA (Escherichia coli). 
 

2. Получен штамм дрожжей Pichia pastoris, секретирующий рекомбинантную фитазу. 
 

3. Изучены биохимические параметры рекомбинантной фитазы. 
 

4. Отработаны технологические параметры для наработки рекомбинантной фитазы в культуре 
дрожжей.   

 
5. Разработан опытно-промышленный регламент на производство кормовой добавки 
«Фитаза».  

 
6. Препарат «Фитаза» подана В МСХ РК для Государственной регистрации в качестве кормовой 
добавки. 

Патент Регламент Фитаза  



Закупленное технологическое 
оборудование 



Закупленное технологическое 
оборудование 



Технологическое оборудование для 
производства фитазы 



Наша команда 



Спасибо   за  внимание! 
www.biocenter.kz 

mukanov@biocenter.kz 

http://www.biocenter.kz/

