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WYTWARZANIE FITAZ, CELULAZ I KSYLANAZ PRZEZ WYBRANE
SZCZEPY GRZYBOW STRZEPKOWYCH

Streszczenie

W pracy przebadano dwanascie szczepow grzybow strzepkowych z rodzaju Aspergillus, Trichoderma
1 Rhizopus pod wzgledem zdolnosci do biosyntezy fitaz oraz enzymow towarzyszacych tj. celulaz i ksyla-
naz, w hodowlach wstrzasanych oraz SSF, w obecnosci zmielonej fasoli, skrobi kukurydzianej, rzepaku
oraz maki sojowej jako zrodet wegla.

Jedenascie szczepow byto zdolnych do biosyntezy fitaz, wykazano jednak znaczne zréznicowanie po-
ziomu aktywnosci w zalezno$ci od zrodla wegla w pozywce. Najefektywniejszym Zrodtem wegla do
syntezy tych enzymow byla zmielona fasola oraz skrobia kukurydziana. Najwigkszymi uzdolnieniami do
biosyntezy fitaz charakteryzowaly sie szczepy Aspergillus niger 551 (34,56 nKat g’') oraz Aspergillus
cervinus (31,85 nKat g).

W hodowlach prowadzonych w systemie SSF na zmielonej fasoli z udziatem obu szczepdéw uzyskano
zwigkszenie aktywnos$ci wlasciwej fitaz w porownaniu z hodowla wglebna.

Enzymy towarzyszace, tj. celulazy i ksylanazy, w tych warunkach hodowlanych wytwarzane byly na
niskim poziomie.

Stowa kluczowe: grzyby strzgpkowe, fitazy, celulazy, ksylanazy, zrédlo wegla

Wstep

W ostatnich latach, réwniez w zwiazku z pojawieniem si¢ choroby Creutzfeldta-
Jakoba, coraz czgsciej stosuje si¢ pasze pozbawione biatka zwierzgcego [20]. Tym
samym znacznie wzrosto zainteresowanie drobnoustrojami, nie tylko jako producen-
tami cennego biatka mikrobiologicznego (SCP), ale rowniez enzyméw. Preparaty en-
zymatyczne 16znego pochodzenia sa szeroko stosowane w zywieniu zwierzat, szcze-
golnie drobiu i trzody chlewnej, w celu pehiejszego wykorzystania sktadnikow po-
chodzenia roslinnego [3], w tym kwasu fitynowego i jego soli oraz polisacharydow
nieskrobiowych. Szczegdlnie mikroorganizmy maja ogromny potencjat produkcyjny,
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a modyfikacja warunkéw hodowlanych pozwala na sterowanie produktami ich biosyn-
tezy. Ptyn pohodowlany moze zawiera¢ wiele enzymow takich, jak: fitazy, celulazy
hemicelulazy, pektynazy, amylazy, inne biatka oraz kwasy organiczne [2]. Taki pro-
dukt fermentacji bedzie stanowi¢ cenny suplement w zywieniu zwierzat, a komplek-
sowe dziatanie jego sktadnikdw moze znacznie zwigkszaé strawno$¢ i biodostepnosé
ros§linnych sktadnikéw pasz [12]. Prace opisujace wielokierunkowe dziatania r6znych
zestawOw enzymatycznych, w tym mikrobiologicznych, zawierajacych fitazy, ksylana-
zy, celulazy, kwasna fosfataze, pektynazy, a-amylazy, sa wciaz aktualne. Dlatego uza-
sadnione jest rozszerzenie obszaru badan, w tym o poszukiwanie nowych szczepow
i warunkow hodowlanych, dotyczacych biosyntezy fitaz, celulaz i ksylanaz.

Celem przedstawionej pracy byla ocena zdolnosci grzybow strzgpkowych do bio-
syntezy fitaz oraz ksylanaz i celulaz, w srodowisku zawierajacym zmielona fasolg,
skrobi¢ kukurydziana, rzepak oraz make sojowa jako zrodto wegla.

Materialy i metody badan

Mikroorganizmy

Przedmiotem badan bylo dwanascie szczepow grzybow strzgpkowych: Aspergil-
lus sp. WIT., Aspergillus niger KB, Aspergillus cervinus, Aspergillus niger 551,
Aspergillus niger 270, Aspergillus niger XP, Aspergillus sp. 1, Aspergillus sp. 2,
Aspergillus niger SBP, Trichoderma koningi, Rhizopus nigricans, Trichoderma harzi-
anum T-33, ktore przechowywano na skosach PDA w temp. 4°C i przeszczepiano raz
w roku. Szczepy pochodzily z kolekcji wtasnej Katedry Biotechnologii i Mikrobiologii
Zywnosci Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu, jedynie 4. niger XP pochodzi
z Akademii Ekonomicznej we Wroctawiu.

Podtoza

Zastosowano podtoze mineralne Saundersa (S) [21]. Jako zrodto wegla stosowa-
no: zmielong fasolg, zmielone ziarno rzepaku, skrobi¢ kukurydziana oraz make sojowa.
W hodowlach wstrzasanych podtoze zawierato 2% zrodta wegla. Hodowle ,,solid sta-
te” zawieraty 10 g odpowiedniego substratu, ktore sterylizowano dwukrotnie z dodat-
kiem 10 ml wody destylowanej, w temp. 121°C przez 20 min.

Warunki prowadzenia hodowli

Hodowle wstrzasane prowadzono w 250 ml kolbach Erlenmayera zawierajacych
50 ml podloza S na wstrzasarce rotacyjnej typu Elpan przy 170 rpm, przez 8 dni,
w temp. 30°C. Proby do analiz (~5 ml) wirowano przez 10 min przy 6434 g w wirbwce
typu MPW-30. Supernatant po przesaczeniu stuzyt do dalszych analiz.
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Hodowle typu ,,solid state fermentation” (SSF) prowadzono rowniez w kolbach
Erlenmayera (10 g zrodta wegla i 10 ml podioza S), przez 10 dni, w temp. 24°C, okre-
SOWO0 wstrzasajac.

Po 3, 5, 8, 10 dobach zawarto$¢ kolb z przerosnigtym grzybnig podtozem ekstra-
howano 0,05 M buforem octanowym (50 ml) przez wstrzasanie przy 160 rpm w ciagu
60 min. Tak otrzymana zawiesing poddawano wirowaniu w wirdwce MPW-52 (10000
g przez 10 min), a nastgpnie saczono. Uzyskany w ten sposob ptyn pohodowlany pod-
dawano dalszej analizie.

Inokulum kazdorazowo stanowita zawiesina zarodnikow (1 ml) uzyskana poprzez
zmycie ze skosu 1% roztworem Tween 80. Gesto$¢ zawiesiny wynosita 2,5%10% za-
rodnikow w 1 ml.

Metody analityczne

Aktywno$¢ fitaz oznaczano wobec 1% roztworu soli sodowej kwasu fitynowego
(0,1 g soli sodowej kwasu fitynowego + 5 ml wody destylowanej + 5 ml 0,05 M bufo-
ru octanowego o pH 5,0). Reakcje enzymatyczna prowadzono w enzymatycznie czys-
tych probdéwkach przez 30 min w temp. 37°C. Mieszanina reakcyjna zawierala:
w probach wasciwych 600 pl substratu, 200 pl roztworu badanego enzymu oraz 200 pl
25 mmol CaCl,. Reakcj¢ przerywano przez dodanie 1ml 5% roztworu kwasu trojchlo-
rooctowego (TCA). W probach kontrolnych roztwor enzymu wprowadzano po dodaniu
TCA. Po zakonczeniu reakcji enzymatycznej w probach oznaczano zawarto$¢ uwol-
nionych fosforanow metoda Fiske-Subbarowa [7] wobec standardu zawierajacego 80
ng ml" fosforanu. Aktywnosci fitaz wyrazano jako ilo¢ nmoli uwolnionych fosfora-
néw w czasie 1 s w przeliczeniu na 1 g zrodta wegla (nKat-g") w podtozu oraz jako
aktywnos¢ whasciwa, w przeliczeniu na mg biatek (nKat-mg™).

Aktywnos¢ celulaz (nKat'ml™") oznaczano wobec substratu — 1% roztworu kar-
boksymetylocelulozy (30 min, temp. 50°C, pH 4,8) i wyrazano ilo$cia cukrow reduku-
jacych (w przeliczeniu na glukozg¢), uwalnianych z substratu w ciagu 1 s przez 1 ml
ptynu pohodowlanego.

Aktywno$éé ksylanaz (nKat-ml") oznaczano wobec substratu — 1% roztworu ksy-
lanu brzozowego (30 min, temp. 50°C, pH 4,8) i wyrazano iloscia cukrow redukuja-
cych (w przeliczeniu na ksyloze), uwalnianych z substratu w ciagu 1 s przez 1 ml ply-
nu pohodowlanego, nKat-ml™.

Zawarto$¢ cukrow redukujacych oznaczano metoda z kwasem 3,5-dinitro-
salicylowym (DNS) wg Millera [16].

Zawarto$¢ biatka oznaczano kolorymetrycznie metoda Lowry'ego wobec krzywej
wzorcowej, sporzadzonej z krystalicznej albuminy z surowicy wotowej [14].
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Wyniki i dyskusja

W pracy podjgto probg oceny zdolnosci 12 szczepdw grzybow strzgpkowych
(w tym 9 z rodzaju Aspergillus, 2 z rodzaju Trichoderma i 1 z rodzaju Rhizopus) do
biosyntezy fitaz, w zaleznosci od rodzaju zrodla wegla w podtozu i sposobu hodowli
(SSF oraz hodowla wstrzasana). Najefektywniejszym zrodlem wegla, w kierunku syn-
tezy fitaz, byla zmielona fasola. Najwyzsza aktywnosc¢, z zastosowaniem omawianego
zrodla wegla, uzyskano w przypadku dwoéch, sposrod dwunastu badanych szczepow tj.
Aspergillus niger 551 oraz Aspergillus cervinus, odpowiednio 34,56 i 31,85 nKat-g”
(tab. 1). Wedtug Friasa i wsp. [8] nasiona roslin straczkowych charakteryzuja si¢ duza
zawartoscia fitaz endogennych, stad niektére czynniki zawarte w tych nasionach moga
sprzyja¢ indukcji biosyntezy fitaz mikrobiologicznych.

W pracy wykazano, ze te same szczepy wyrdzniaty si¢ wysoka aktywnoscia fitaz,
w przeliczeniu na 1 g substratu, rowniez w podtozu ze skrobia kukurydziang. Nato-
miast najwyzsza aktywno$é wlasciwa w tym podtozu, 0,567 nKat-mg™', uzyskat szczep
A. niger KB (tab.1). Dodatek skrobi w ilosci 1% stosowali w swoich badaniach Purva
i Banerjee [19]. Wyizolowany z odpadoéw rolniczych szczep Aspergillus niger var te-
igham w warunkach, ktére nie byly optymalizowane, produkowat fitazy o aktywnosci
wynoszacej az 83,33 nKat-ml™'. Autorzy poréwnywali w swoich badaniach produkcije
tych enzymoéw w podlozach zawierajacych cukry proste, glicerol oraz skrobig. Zdecy-
dowanie najwyzsza aktywnos$¢ uzyskali w podlozu ze skrobia oraz skrobia lacznie
z glukoza, ok. 110 nKat-ml™, podczas gdy w obecnosci cukréw prostych aktywnos¢ nie
przekraczata 20 nKat-ml”', co $wiadczy o mocnej represji syntezy tych enzyméw
w obecnosci cukrow prostych. Skrobia jest czgsto stosowanym zrodltem wegla w pro-
cesie biosyntezy fitaz [9, 18, 19], najczgsciej jednak w wyzszym stezeniu od 4 do 8%
[1, 4, 5, 10]. W badaniach Casey i Walsh [5], w podlozu zawierajacym 8% skrobi
szczep Rhizopus oligosporus ATCC 22959 uzyskat aktywno$é¢ whasciwa 1,08 nKat-mg™.
Natomiast w przypadku Aspergillus niger ATCC9142 autorzy otrzymali znacznie wyz-
sza aktywno$¢, na poziomie 3,6 nKat-mg"' Casey i Walsh [4].

W przypadku hodowli z dodatkiem maki sojowej, aktywnos¢ fitaz wigkszos$ci ba-
danych szczepdw byla znacznie nizsza, wyrdzniaty si¢ jedynie szczepy 4. sp. 2 oraz T.
koningi (tab. 1). Prowadzi to do wniosku, ze maka sojowa nie jest dobrym zrédtem
wegla dla badanych szczepow w procesie syntezy omawianych enzymow w hodowlach
wglebnych. Substrat ten byl jednak z powodzeniem wykorzystywany przez innych
badaczy w hodowlach prowadzonych w systemie ,,solid state fermentation” [2, 6].

W niniejszej pracy, w hodowli wstrzasanej, w podtozu zawierajacym w swoim
sktadzie zmielone ziarno rzepaku, jako zroédto wegla, najefektywniejszymi producen-
tami fitaz okazaly sie szczepy A. niger 551 (11,04 nKat-g') oraz 4. sp WIT (10,21
nKat-g") (tab. 1). Otrzymane wyniki mozna poréwnaé jedynie z rezultatami uzyska-
nymi przez Bogar i wsp. [2], ktorzy jako zrodto wegla w systemie SSF wykorzystali
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make z rzepaku odmiany Canola, otrzymane przez nich aktywnosci wynosity od 5,73
do 6,31 pmol-g™.
Tabela l

Produkcja fitaz przez rézne szczepy grzybow strzgpkowych po 8 dobie hodowli wglebnej, w zaleznosci od
zrodta wegla w pozywee [nKat-ml™].

Phytase production by different strains of filamentous fungi after 8 days of submerged fermentation de-
pending on carbon source in medium [nKat-ml].

Szczep Fasola kuksli(rr;;zlima Rzepak Maka sojowa

Strain Bean Corn starch Rape Soybean meal
A. sp WIT 1,90 0,037 0,41 0,013 10,21 0,324 5,60 0,067
A. niger KB 0,631 0,037 1,70 0,567 0,88 0,025 1,11 0,020
A. cervinus 31,85 0,411 18,2 0,248 2,69 0,031 3,97 0,027
A. niger 551 34,56 0,576 24,30 0,476 11,04 0,356 0,93 0,011
A. niger 270 5,00 0,175 1,49 0,067 3,7 0,106 1,35 0,039
A. niger XP 3,92 0,140 6,49 0,360 2,24 0,046 1,40 0,019
A sp. 1 1,12 0,039 4,87 0,101 6,8 0,162 0,86 0,009
A sp. 2 0,88 0,022 2,50 0,050 0,82 0,026 10,06 0,149

A. niger SBP 0 0 0 0 0 0 0 0
T. koningi 4,91 0,192 3,04 0,083 7,43 0,008 9,91 0,134
T. harzianum 0,86 0,032 0,88 0,019 4,47 0,175 1,79 0,02
R. nigricans 7,37 0,368 9,56 0,342 5,35 0,535 1,93 0,038

Poniewaz w niniejszej pracy zmielona fasola byta najlepszym zrédtem wegla,
szczegoblnie dla dwoch szczepdw wykazujacych najwyzsza aktywnos¢, przeprowadzo-
no 10-dniowe hodowle w systemie SSF na tym substracie, chociaz w dostgpnej litera-
turze brak jest danych na temat stosowania w takim procesie zmielonej fasoli (tab. 2).

Otrzymane wyniki nie sa tak wysokie, jak podaja inni autorzy, w przypadku za-
stosowania substratow takich, jak: otrgby pszenne, maka sojowa, maka kukurydziana,
zmielony rzepak (Canola meal) czy zmielone orzechy w przeliczeniu na 1 g substratu
[2, 6, 15], jednak w przypadku obu analizowanych szczepow, czyli zarowno A. niger
551, jak i 4. cervinus, w procesie SSF uzyskano znacznie wyzsze wartosci aktywnosci
wlasciwej, odpowiednio 1,012 oraz 0,535 nKat:mg™ (tab. 2), w poréwnaniu ze standar-
dowa hodowla wstrzasana (tab. 1).

Na skalg przemystowa mikrobiologiczne fitazy produkowane sa w hodowlach
wglebnych. Koszt produkcji tych enzymdw jest nadal wysoki, co bardzo ogranicza
mozliwos$¢ ich stosowania w diecie zwierzat hodowlanych. Wigkszos¢ badan dotycza-
cych produkgji fitaz w systemie SSF dotyczy doboru szczepu oraz warunkéw hodow-
lanych, takich jak: rodzaj substratu, wilgotno$¢ podioza, temperatura, a nawet rodzaj
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i wiek inokulum [2, 6, 11, 15]. Tymczasem system SSF moze stac si¢ obiecujaca me-
toda w procesie wytwarzania — charakteryzujaca si¢ niskim kosztem przy wysokiej
wydajnosci — enzymdw czy tez produktéw wzbogacanych, takich jak biologiczne
srodki farmaceutyczne [17].

Tabela 2

Produkcja fitaz przez szczep A. cervinus oraz A. niger 551 podczas hodowli ,,solid state” na fasoli.
Phytase production by 4. cervinus and A. niger 551 strain during solid state fermentation on bean.

Aktywnos¢ fitaz / Phytase activity [nKat-ml™"]
Szczep
. Czas [doba] / Time [days]
Strain
3 5 8 10
A. cervinus 4.5 6,07 8,52 10,02 0,535
A. niger 551 3,45 6,71 7,44 11,07 1,012
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Rys. 1.  Wplyw temperatury na aktywnos$¢ fitaz szczepow A. niger 551 i A. cervinus.

Fig. 1.  Effect of temperature on the 4. niger 551 and A. cervinus strains phytase activity.

Na przyktadzie fitaz obu najefektywniejszych szczepéw zbadano optymalne wa-
runki dziatania tych enzyméw. Oceniano wptyw temperatury w zakresie od 25 do 55°C
(rys. 1) oraz pH w zakresie od 3,6 do 5,6 (rys. 2) na aktywnos$¢ enzymatyczna. Fitazy
syntetyzowane zaro6wno przez szczep A. niger 551, jak i A. cervinus wykazaly najwyz-
sza aktywno$¢ w temp. 50°C (rys. 1). Aktywnos$¢ enzymatyczna szczepu 4. niger 551
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w temp. 45°C byla nizsza o okoto 10%, natomiast aktywno$¢ szczepu A. cervinus wy-
nosita w tych samych warunkach odpowiednio 76,6% maksymalnej aktywnos$ci. Po-
dobnie Liu [13], jak i Shimizu [22] podaja temp. 50°C jako optymalna dla fitaz produ-
kowanych przez A. ficuum i A. oryzae.

--®--A niger 551
—@— A. cervinus

100 ——
90 )/‘\3
80 ,
70 f
60 ,/’
50 */
40
30 J
20
10
0 . . . .
3 36 42 48 54 6

Aktywnos¢ [%],
Relative enzyme activity [%]

pH

Rys. 2.  Wplyw pH na aktywno$¢ fitaz szczepow A. niger 551 1 A. cervinus.
Fig. 2.  Effect of pH on the A. niger 551 and A. cervinus strains phytase activity.

W przypadku innych szczepdéw z rodzaju Aspergillus autorzy podaja nieco wyz-
sze warto$ci temperatury optymalnej, od 53 do nawet 70°C [13]. W niniejszej pracy
wzrost temperatury powodowat jednak znaczng redukcje aktywnosci, szczep 4. niger
551 w temp. 55°C zachowat zaledwie 15,25%, a 4. cervinus 52,15% maksymalnej
aktywnosci.

Optymalne, do dziatania fitaz obu analizowanych szczepow, bylo pH rowne 5,0
(rys. 2). Doswiadczenia innych autoréw wskazuja, ze fitazy produkowane przez grzyby
z rodzaju Aspergillus wykazuja maksymalng aktywnos$¢ w przedziale pH od 4,0 do 5,5
(3,6, 13, 15].

Enzymy sa powszechnie stosowane w Zywieniu zwierzat, szczegdlnie drobiu
itrzody chlewnej, w celu lepszego wykorzystania sktadnikow roslinnych zawartych
w paszach. Ksylan, celuloza oraz 3-glukan, okreslane jako polisacharydy nieskrobiowe
(NSP), nie moga by¢ w pelni utylizowane przez monogastryczne zwierzeta. Dodatek
preparatow enzymatycznych zawierajacych ksylanazy, celulazy oraz B-glukanazy do
paszy redukuje antyzywieniowy efekt NSP. Komercyjnie dostepne enzymy hydrolizu-
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jace NSP sa produkowane gtownie metoda mikrobiologiczng przez szczepy grzybow
z rodzaju Trichoderma oraz Aspergillus, a takze bakterie z rodzaju Bacillus [12]. Naj-
czgsciej jednak pltyn pohodowlany zawiera mieszaning enzymow hydrolitycznych. Jej
wlasciwosci biochemiczne sa w duzym stopniu uzaleznione od czasu oraz warunkow
hodowlanych, co jednoczes$nie moze determinowac okreslony jej sktad.
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Rys. 3. Produkcja celulaz (A) i ksylanaz (B) przez rézne szczepy grzybow strzgpkowych po 8. dobie
hodowli wglebnej w zaleznosci od zrodta wegla w pozywece.

Fig. 3. Cellulase (A) and xylanase (B) production by different strains of fungi after 8 day of submerged
fermentation in dependence on carbon source in medium.

W celu szerszego rozpoznania zdolnosci enzymatycznej badanych szczepdw, po
8. dobie hodowli wstrzasanej oznaczono aktywno$¢ enzymow towarzyszacych tj. celu-
laz i ksylanaz, chociaz zastosowane zrodla wegla w pozywce byty dobrane pod wzgle-
dem produkgji fitaz (rys. 3). Wykazano zréznicowanie (5-180 nKat-g™) poziomu ak-
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tywnosci celulaz w zaleznos$ci od rodzaju zrodta wegla w pozywce. I tak, np. szczepy
R. nigricans 1 A. cervinus byly najefektywniejsze w produkeji celulaz na podlozu ze
zmielona fasola, a 4. niger KB i 4. niger XP na podtozu ze zmielonym rzepakiem.
W innym przypadku (4. niger 551, A. sp. 2, A. niger SBP, czy T. harzianum) najbar-
dziej sprzyjajace bylo podtoze ze skrobia kukurydziana (rys. 3A). W produkcji ksyla-
naz wigkszos¢ badanych szczepoéw preferowata make sojowa lub rzepak jako zrodio
wegla (rys. 3B). Szczep A. niger 551 (926,3 nKat-ml") wyrdzniat sie, obok 7. koningi
i A. sp SBP jako producent ksylanaz (rys. 3B).

W obszernej literaturze dotyczacej biosyntezy ksylanaz i celulaz przez grzyby
strzgpkowe wartosci aktywnosci sa bardzo zréznicowane, a najczgsciej stosowane zrodta
wegla to odpady ligninocelulozowe lub celulozowe. W przedstawionej pracy oznaczenia
aktywnosci celulaz i ksylanaz stanowily element uzupehiajacy w produkcji fitaz.

Uzyskane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze z udzialem obu wyselekcjonowanych
szczepow (A. niger 551, A cervinus), dopracowaniu warunkow hodowlanych
i zastosowaniu optymalnych warunkéw reakcji enzymatycznej, bedzie mozna uzyskac
wysokie wartosci aktywnosci fitaz w systemie SSF, co pozwoli na opracowanie taniej
technologii produkcji tych enzymow.

Whioski

1. Najefektywniejszym zrodtem wegla w kierunku syntezy fitaz byta zmielona fasola -
najwyzsza aktywnos¢ uzyskano w przypadku dwodch, sposrod dwunastu badanych
szczepow, tj. Aspergillus niger 551 oraz Aspergillus cervinus, odpowiednio 34,56
nKat-g" i 31,85 nKat-g"'.

2. W procesie SSF uzyskano znaczne zwigkszenie wartosci aktywnosci wilasciwej
fitaz, odpowiednio 1,012 nKat-mg" — 4. niger 551 oraz 0,535 nKat-mg™ — 4. cervi-
nus, w porownaniu ze standardowa hodowla wstrzasana.

3. Poziom aktywnosci enzymow towarzyszacych, takich jak celulazy, byt bardzo zr6z-
nicowany (5 — 180 nKat-g') w zalezno$ci od rodzaju szczepu i zrodta wegla
w pozywce, natomiast w produkcji ksylanaz wigkszo$¢ badanych szczepow prefe-
rowata make sojowa lub rzepak jako zrodto wegla.

Praca byta prezentowana podczas XXXVII Ogolnopolskiej Sesji Komitetu Nauk
0 Zywnos’ci PAN, Gdynia, 26 — 27.1X.2006.
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PRODUCTION OF PHYTASES, CELLULASES AND XYLANASES BY SELECTED
FILAMENTOUS FUNGI

Summary

Capability of twelve moulds strain represented three different species: Aspergillus, Trichoderma and
Rhizopus to biosynthesis of phytase and cellulase and xylanase as society enzymes in shaking cultures and
SSF in present of milled been, corn starch, rape-seed and soy-flour, as a carbon source.

Eleven strains was able to phytase biosyntesis, by there was a very intensive differences in enzyme
activity, common with carbon source in medium. Milled been was the most effective to produce this
enzymes, but also corn starch. The highest activity we observed for Aspergillus niger 551 (34,56 nKat-g™")
and Aspergillus cervinus (31,85 nKat-g™). In SSF cultures on milled been the biosyntesis of phytase was
much more effective that previously culture.

Society enzymes, such as cellulase and xylanase in proposal media were biosynthesing on very low
level.

Key words: filamentous fungi, phytase, cellulase, xylanase, carbon source
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