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 چکیده

ای قوی در انسان و حیوانات )دام، طیور، باشد. فیتات اثرات ضد تغذیههای گیاهي ميفیتات منبع مهم فسفات در دانهسابقه و هدف: 

کند. فیتاز میکروبي، پتانسیل  کلاربلرد را کاتالیز ميفیتات باشد که هیدرولیز آنزیم فیتاز یک زیرگروه از فسفاتازها مي ها( دارد.ماهي

 تلوللیلد  شرایل  سازیبهینه  هدف  با  مطالعه  های مختلف مانند کشاورزی، تغذیه انسان و حیوانات دارد. اینبیوتکنولوژیکي در زمینه

 صورت گرفت. جدا شده از خاکباسیلوس سوبتیلیس باکتری   توس  فیتاز

هلا در برداری صورت گرفت. نملونلهاز خاک آلوده به فضولات دامداری در شهر اراک نمونه  در این مطالعه تجربيها: مواد و روش

کشت داده شدند. غربالگری باکتری موللد فلیلتلاز روی درجه سلیسیوس   33ساعت در دمای  84به مدت  PSMمحی  اختصاصي 

براساس وجود هاله شفاف انجام شد. بهترین گونه توس  آزمون بیوشیمیایي و مورفولوژیکي شناسایي گردیلد. ملیلزان  PSMمحی  

 ,PSM   ,PVK  NBRIPنوع ملحلیل  کشلت ) 8مختلف و    pHکنندگي فسفات در حضور گستره های تولید آنزیم و فعالیت ح 

NBRIY, .دارای فیتات به عنوان تنها منبع فسفات( بررسي گردید 

گذاری مشاهده شلد. بعد از گرمخانه 33-84در   PSMهای جدا شده در محی در این مطالعه حداکثر تولید آنزیم در باکترییافته ها: 

 7معادل   PSMبهینه تولید فیتاز در محی  pHشناسایي گردید. بر اساس نتایج،  باسیلوس سوبتیلیسمولد فیتاز به عنوان    12Sباکتری

 باشد.ترین محی  ميواجد فیتات، مناسب PVKهای مختلف نشان داد که محی  بود. بررسي میزان تولید آنزیم در حضور محی 

فیتاز جدید برای کاربرد در صنایع غذایي و محیطلي فلراهلم  معرفيجدا شده، فرصتي برای  باسیلوس سابتیلسباکتری   گیری:نتیجه

 توان به عنوان یک محی  موثر برای غربالگری باکتری مولد فیتاز و تولید آنزیم استفاده نمود. مي PVK از محی  همچنینکند. مي

   سازی.بهینه، باسیلوس سوبتیلسباکتریایي،  فیتاز فیتات،واژگان کلیدی: 

 59مهر ماه پذیرش برای چاپ:   59مرداد ماه دریافت مقاله: 

 م دمه     

اینوزیتول در سراسر طبیعلت وجلود                               فسفات           فیتات یا هگزا                     

هلا    دارد. فیتیک اسید یا فیتات منبع مهم فسفات در ترکیبات دانه                                                        

باشد. این تلرکلیلب،                  های گیاهي به وی ه غ ت مي                        و بیشتر غذا           

 کلللسلیلم ایلنلوزیلتلول                 -هلای ملنلیلزیلم          مخلوطي از نملک             

اسید بوده که با عنوان فیتیک اسید شناختله شلده                                             فسفریک      هگزا    

 *( آدرس برای مکاتبه: اراک، دانشگاه علوم پزشکي اراک، مرکز تحقیقات پزشکي و مولکوللي.

 mary_parhamfar@yahoo.comپست الکترونیک:  35143332231تلفن:    

باشد و ایلن            ای مي     (. فیتیک اسید دارای اثر ضد تغذیه                                1است )     

اثر به دلی  ساختار مولکولي غیر معمول آن است. فیتیک اسیلد                                                         

 هلای      رفیت اتصال قوی داشته و بله طلور ملوثلر اتصلال                                         

مخلو  آنها بله                   دهد که      ها مي     دی و تری والانت با کاتیون                        –مونو    

 (.    2باشند )       های غیرمحلول مي               شک  کم لکس          

تشکی  کم لکس فیتات معدني غیر محلول در مجرای گوارشي                                                    

حیوانات از جذب مواد معدني ممانعت کرده و باع  کلاهل                                                    
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مواد معدني ضروری مانند کلسیم، منیزیم، پتاسیم و مس در بدن                                                          

(. همچنین فیتیک اسلیلد بلا تشلکلیل                                8و     3شود )     جاندار مي         

-هایي مانند تری سین، پ سین، آللفلا                               کم لکس با پروت ین با آنزیم                          

آمی ز و گالاکتوزیداز واکن  داده و باع  کاه  فعالیت ایلن                                                       

 (.    9گردد )      های گوارشي مهم و ح لیت پروت ین مي                                 آنزیم     

اسلتلر      ها یا فسلفلریلک ملونلو                 ها یک زیر گروه از فسفاتاز                         فیتاز     

باشلنلد. ایلن            ها هستند که قادر به هیدرولیز فیتات مي                                     هیدرولاز       

های هیدرولیز کننده قادر به رها سازی فسفات بله                                              دسته از آنزیم             

باشند و حداق  یک گروه فسفات                             ای از فیتات مي              صورت مرحله          

 نمایند.         را از این ماده آزاد مي                      

ملوللکلول          3از هیدرولیز کام  فیتات، یک مولکول اینوزیتول و                                               

 شلود. فلیلتلاز در بلعلضلي                    فسفات معلدنلي حلاصل  ملي                   

ها وجلود         ها، مخمرها و قار                  ها از جمله باکتری                 میکروارگانیسم             

دارد و این موجودات توانایي تجزیه فیتات و استفاده از فسلفلر                                                          

حاص  از هیدرولیز آن را دارند. اما فیتاز در سط  بسیار پایینلي                                                             

در مجرای گوارشي حیوانات تک معده ای )مانند ماکیان، خوک                                                       

ها( وجود دارد. بنابراین این حیوانات از مشک ت ضلد                                                 و ماهي      

برند و فلیلتلات              قاب  هضم رنج مي               ای مربو  به فیتات غیر                     تغذیه     

به همین دلی  فسفات معدنلي                          شود.      توس  آنها به محی  دفع مي                        

شود تا فسفات مورد نیاز آنها را تاملیلن                                      به غذای آنها افزوده مي                      

 (.    9)   گردد    ها مي     کند که این موضوع باع  افزای  هزینه                                  

 دهلد و       از طرفي فضولات حیوانلات، آللودگلي فسلفلر ملي                                     

هلای     آب  یوتریفلیلکلاسلیلون                   این فسفر وارد آب شده و سبب                          

 ها، کمبود اکسی ن، مرگ                       و در نتیجه افزای  رشد جلبک                          سطحي      

مکم  فیتاز غذایلي بلا ملنلشلا                          (.      3گردد )      ها و آبزیان مي              ماهي    

میکروبي با تجزیه فیتات، اثر ممانعتي جذب مواد معدني توس                                                          

ها جلللوگلیلری            آن را برطرف نموده و از تشکی  این کم لکس                                       

با افزای  جذب فسفات از عناصر غلذایلي بلاعل                                          کند و       مي  

 جلوگیری از دفع فسفات و در نلتلیلجله کلاهل  آللودگلي                                             

 (.    7و     9)   شود   محی  مي       

فیتاز، تلاثلیلر                گزارش کرد که آنزیم                  (      Hahع وه بر این، هان )                  

وزن حیوان، جذب غذایي،                       قابلیت هضم پروت ین،                     مثبتي بر روی              

 نسبت غذا به محصول، انرژی متابولیزه، بقای فسفر، نیتروژن و                                                          

   (.  4کلسیم دارد )            

توان از         ، مي    گردید     های فیتاز اشاره                 ع وه بر مواردی که از کاربرد                           

هلای آللزایلملر،              فیتاز در صنایع داروسازی )در درمان بیملاری                                        

کاه  کلسترول و جلوگیری از تشکی  سن  کلیه(، صنایع تهیه                                                       

  های مایواینوزیتول فسفلات                       نان، کاغذسازی، جهت تولید ایزومر                               

برای مطالعات سینتیک شیمیایي و فیزیولوژیکي، اص   خاک و                                                       

 (.    5در افزای  رشد گیاهان استفاده کرد )                                  

های بیوتکنلوللوژیلکلي                   بنابراین فیتاز پتانسی  وسیعي در کاربرد                                      

دارد و مشک ت بسیاری هم در زمینه س متي و هلم ملحلیل                                                  

اما براساس نوع کلاربلرد، فلیلتلاز                              (.      9زیست برطرف مي کند )                   

های کیفي باشد. در نلهلایلت                         تجاری باید دارای یک سری معیار                             

یک فیتاز ارزش رقابتي نخواهد داشت اگر تولید بالا و خال  با                                                          

یک سیستم نسبتا ارزان نداشته باشد. به همین دلی  ت ش بلرای                                                         

فیتازهای میکروبي با خوا  آنزیمي بهتر و از طریل                                                 جداسازی         

 روش های موثرتر جهت کاربرد صنعتي امری ضروری است.                                                 

  سلودوملونلاس         ( و همکاران بلاکلتلری                    Sa  r  haساسریخا )         

( مولد آنلزیلم               p                       )     Pآ روژینوسا          

 (.    13فیتاز با فعالیت وی ه مناسب از خاک جداسازی کردند )                                                 

   کلللبلسلیل       ای از بلاکلتلری              و همکاران گونه                  (    M   aمیتال )       

   (            p.     )                              )جلداسلازی شلده از خلاک ملرغلداری( 

را گزارش کردند که قادر به تولید فیتاز اسیدی و ترموفلیلللیلک                                                         

نوع محی  کشت                3در مطالعه دیگری که با استفاده از                                      (.    11بود )     

گونه باکتری تولید کلنلنلده                           33مختلف انجام گرفت، در حدود                           

 (.    12فیتاز از خاک جداسازی شد )                         

 ( و هملکلاران                   aya   Ho ع وه بر این، فیاضي حسیني )                          

( و حسلیلن          18( و همکاران )              rah m a  (، ابراهیمیان )               13)   

( باکتری تولید کلنلنلده                      19( و همکاران )               Ho      haخاني )      

فیتاز را به ترتیب از ریزوسفر گندم، منابع محیطي متنوع، خلاک                                                           

 و فضولات ماکیان جلداسلازی نلملودنلد. هلملچلنلیلن در                                          

مولد فیتاز مقاوم به                       پ وه  دیگری به منظور جداسازی باکتری                                   

دما و اسید از چشمه آب گرم واقع در استان کلرملان، نلملونله                                                      

 (.      13برداری صورت گرفت )                  

 های بومي            هدف از این مطالعه جداسازی و شناسایي  باکتری                                           
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 های موثرتر جهت غربالگری، افزای                                مولد فیتاز، معرفي محی                       

 تولید آنزیلم و فعلالیلت حل  کننلدگلي فسفللات بود.                                                 

 

 ها  مواد و رو           

مولد آنزیم فیتاز از                       برای جداسازی باکتری                       نمونه برداری:             الف(      

خاک آلوده به فضولات دامداری در شهرستان اراک واقلع در                                                    

نلملونله         9استان مرکزی، نمونه برداری صورت گرفت. تعداد                                            

های مختلف خلاک اطلراف                     خاک در شرای  استری  از قسمت                           

   آوری گردید. نمونه بلرداری از علمل                                محوطه دامداری جمع                 

ها به آزمایشگاه ملنلتلقل                        سانتیمتری خاک انجام شد. نمونه                               13

لیتر محلللول            میلي      13گرم از نمونه خاک به                       1شدند و به میزان                 

ملیلکلروللیلتلر از ایلن                    133درصد اضافه گردید.                     5 3سالین       

   PSMسوس انسیون در محی  غربالگری باکتری مولد فلیلتلاز                                               

   (Phy a   Scr       M    m          به مدت )ساعت در دملای                84

  PSM(. محلیل          13گرمخانه گذاری شد )                  درجه سلیسیوس                33

باشد. ترکیبات محی                     واجد فیتات به عنوان تنها منبع فسفات مي                                      

PSM               ( سلوللفلات آملونلیلوم                                19شام : گلوکز ،)گرم در لیتر 

گرم در لیتر(، کلریلد                       9گرم در لیتر(، فیتات سدیم )سیگما( )                                    9)   

گرم در لیلتلر(،                 1 3گرم در لیتر(، سولفات منیزیم )                               1 3کلسیم )       

گرم در لیتر(              9 3گرم در لیتر(، کلرید پتاسیم )                            1 3کلرید سدیم )            

 گلرم در للیلتلر(، سلوللفلات آهلن                            31 3، سولفات منگنز )                

 بلود        9pH 3-7گرم در لیتر( با                   19گرم در لیتر(، آگار )                      31 3)   

وجود هاله شفاف در اطراف کلني باکتلری در ملحلیل                                                  (.    13)   

، نشان دهنده تولید آنزیم فیتاز خار  سلولي و                                             PSMاختصاصي         

هایي      (. بنابراین کلني                3)       تجزیه فیتات موجود در محی  مي باشد                                 

سلازی و        که هاله شفافي در اطراف آنها مشاهده گردید، خال                                               

 کشت مجدد داده شلدنلد. در ایلن بلررسلي                                    PSMدر محی          

باکتری تجزیه کننده فیتات که از لحا  مورفولوژی کللنلي و                                                        9

 میکروسکوپي با هم تفاوت داشتنلد، شلنلاسلایلي گلردیلدنلد                                                

 (.    نلاملیلده شلدنلد             S  و     S   ،12S   ،1 S   ،2 S ها    این باکتری          )   

ها در محلیل             س س به منظور تعیین فعالیت آنزیمي، این باکتری                                            

ساعت در انلکلوبلاتلور                     28کشت داده و به مدت                     PSMمایع      

 دور در دقیقه                233و   درجه سلیسیوس                33دار در دمای             شیکر    

 (.  19گرمخانه گذاری شدند )                    

در این بررسي از روش تغلیلیلر                               گیری فعالیت آنزیمي:                   ب( اندازه         

ساعلت        28پس از       بلو استفاده شد. در این روش                            –یافته مولیبدات              

 های رشد یافلتله بله ملیلزان                      واجد باکتری             PSMمایع        از محی        

درجله        8دقیقه در دمای                 13لیتر برداشته شد و به مدت                          میلي      1

دور در دقیقه سانتریفیوژ گلردیلد. سل لس                                      8333سلیسیوس و           

(   فیتات سدیم          لیتر(، با سوبسترا )                   میلي      1 3روماند به عنوان آنزیم )                       

دقیقله         33درجه سلیسیوس به مدت                       37لیتر( در دمای               میلي      3 3)   

 در بن ماری قرار داده شد. پس از این مدت، واکن  با افلزودن                                                         

متلوقلف           (      درصد )        9تری کلرواستیک اسید                      لیتر(     میلي      8 3)   

های مولیبدات آمونیوم                      گردید. س س معرف رنگي )مخلو  مقدار                                 

درصلد( و ملحلللول                 9 9درصد( در اسید سولفوریک )                          9 1)   

هلا    به نمونه          لیتر(     میلي      8 3)   درصد(( به میزان                   7 2سولفات آهن )            

دقیقه در دملای                 13ها به مدت           گردید. بعد از اینکه نمونه                         افزوده        

 دقلیلقله و           13ها بله ملدت           محی  قرار گرفتند، تمامي ویال                            

گیری جذب نمونله                سانتریفیوژ شدند. اندازه                       دور در دقیقه،                   8333

  V ملتلر تلوسل  دسلتلگلاه                 نانو      733و کنترل در طول مو                     

اس کتروفتومتر برای تعیین فعالیت آنزیمي صورت گلرفلت. بلا                                                      

شده و اخت ف جلذب                 استفاده از کنترل استاندارد، دستگاه صفر                                        

 (.    17نمونه و کنترل، نشان دهنده فسفر آزاد شده بود )                                             

 در این مورد یک واحد فعالیت آنزیمي، مقدار آنزیمي است کله                                                      

مول فسفات را در هر دقیقه، تحت شرای  سنج  آزاد                                               میکرو       1

 کند. فعالیت وی ه بله صلورت واحلد فلعلاللیلت آنلزیلملي                                             

شرای  اسلتلانلدارد                 (.      14شود )     گرم پروت ین بیان مي                   در هر میلي          

درجه سلیسیوس و غلظلت سلوبسلتلرا                               37، دمای         9pHشام :       

     باشد.     مول بر لیتر مي                339 3)فیتات سدیم(              

های ملخلتلللف            ( بررسي میزان ح  کنندگي فسفات در زمان                                      

کنلنلدگلي        برای تعیین بهترین زمان فعالیت ح                                     گرمخانه گذاری:              

اسلتلفلاده             PSMنوع باکتری دارای هاله در محی                                  9فسفات از          

درجله        33در دملای           PSMها در محی             این باکتری            .   گردید     

  8و به ملدت              کشت داده شدند             دور در دقیقه                  233سلیسیوس و           

گیلری      بلو فعالیت ح  کنندگي آنها اندازه                                -روز با روش مولیبدات                   

 شد. بازه زماني که در آن بیشترین غلظت فسفات آزاد در محی                                                          
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 حاص  گردید، به عنوان زمان بهینه فعالیت در نظر گرفته شد.                                                         

همچنین بر اساس میزان فعالیت در محی  جامد و محی  مایلع،                                                       

هلای     باکتری که دارای بیشترین میزان فعالیت بود برای بلررسلي                                                   

 بعدی انتخاب شد.               

در مرحله بعد بلهلتلریلن                         مولد آنزیم فیتاز:                   د( شناسایي باکتری                 

تولید کننده فیتاز از لحا  میکروسکوپي و مورفلوللوژی                                                  باکتری        

هلای     از نلظلر واکلنل               کلني بررسي شد. همچنین این باکتری                                

آزمون تخمیر قند، احیای نیترات، هیلدروللیلز                                         بیوشیمیایي مانند                  

از، حرکت          ، اوره      MR VPنشاسته، تولید اندول، اکسیداز، کاتالاز،                                       

     (.  15نیز بررسي و جنس آن شناسایي گردید )                                    و ...     

ملیلکلروللیلتلر از                933برای این منظور، میزان                           منحني رشد:          ه(    

)با حجلم           PSMبه محی            تولید کننده آنزیم فیتاز                       استوک باکتری              

دور       233درجه سلیسیوس و                  33لیتر( برده و در دمای                      میلي      93

 ساعت بلعلد از کشلت                   83در دقیقه کشت داده شد. س س تا                              

میکرولیتر از محی  واجد باکتری رشلد                                     933ساعت یکبار،               2هر    

گیری      متر اندازه          نانو      333یافته برداشته و جذب آن در طول مو                                    

 ساعت، تعیلیلن گلردیلد.                      43شد و منحني رشد در بازه زماني                              

با استفاده از منحني رشد و تعیین بهترین بازه زماني تولید فیتاز،                                                                

   توان فاز تولید آنزیم را در باکتری مورد نظر مشخ  کلرد.                                                    مي  

   pHبرای بررسي تاثیلر                  محی  بر ح  شدن فسفات:                         و( تاثیر          

  pHبا چهار نوع               PSMمحی ، باکتری جداسازی شده در محی                                   

روز کشت داده و سنجل                        3( و به مدت            5و     7،   9،   3متفاوت )        

فسفات آزاد شده در محی  صورت گرفت. باید توجه داشت که                                                     

  pHهای میکروبي موجب تغییلر                        رشد باکتری و تولید متابولیت                           

شود. بنابراین در این ملورد از بلررسلي،                                     اولیه محی  کشت مي                 

 باشد.     روز متغیر مي              3میزان اسیدیته محی  در مدت                           

بلر        کنندگلي فسلفلات:             ز( معرفي محی  برتر دارای وی گي ح                                  

اساس مطالعات مختلف، شرای  مختلف محلیلطلي بله ویل ه                                               

پیچیدگي محی  کشت و ماهیت و غلظت منبع کربن، نیتروژن و                                                      

انرژی از عوام  مورد توجه هم در میزان و سرعت رشد باکتری                                                        

(. بلنلابلرایلن             23و     9باشد )      و هم تولید محصولات میکروبي مي                            

های یوني مختللف                شود، منبع کربن، نیتروژن و غلظت                              تصور مي       

توانند بر روی میزان ح  کنندگي فسفات و تولید فیتاز نلیلز                                                       مي  

نلوع ملحلیل             8موثر باشند. به همین منظور در این بررسي از                                           

کشت مختلف جهت مقایسه و معرفي محی  کشلت بلهلیلنله                                             

)مشابه آزمایشات قبللي(،                          PSMاستفاده گردید. ع وه بر محی                              

هلای حل         های مورد استفاده برای غربالگری باکلتلری                                     از محی        

با این تفلاوت کله                   ( استفاده گردید.                PSBکننده فسفات معدني )                   

فیتات سدیم )فسفر آلي( به همان میزان مورد استفاده در محیل                                                           

PSM       (3 9                                         درصد(، جایگزین تری کلسیم فسفلات )فسلفلات

)سایر ترکیبلات اصلللي ایلن                          ها گردید          معدني( در این محی                   

 ها بدون تغییر باقي ماند(.                           محی     

 ، ملحلیل         PVK       (P  o   aya   )ها شام  ملحلیل               این محی         

NBRIP       (Na  o a  Bo a  ca  R   arch I           

pho pha    ro  h m    m     و )NBRIY       (Na  o a  

Bo a  ca  R   arch I            وpho pha    ro  h 

m    m    o   of y a      rac                (.      21)   ( 1( بودند )جدول 

 ها دارای اسیدیته یکلسلان                        شایان یادآوری است که تمامي محی                                

   (7    pH                                                       بودند. باکتری انتخاب شده در مراح  قبلي، در ابتدا در )

ساعت کشلت داده شلد و                      14محی  نوترینت برا  به مدت                          

هلای ملورد          لیتر( به همه محیل                  میلي        1س س به میزان یکسان )                    

درصد محی (. سایر شرای  آزملایل                                  9بررسي انتقال داده شد )                      

 و   84،   28محی  یکسان در نظر گرفته شد. بعلد از                                      8در هر       

ساعت میزان فسفات آزاد شده در محی  سنج  گلردیلد.                                                 72

 محیط کشت           
 ترکیبات)%(

PSM PVK NBRIP 
  

NBRIY 
  

 1 1 1 9 1 گلوکز

 39 3 31 3 39 3 9 3 سولفات آمونیوم

 9 3 9 3 9 3 9 3 فیتات سدیم

 - - 1 3 - عصاره مخمر

 32 3 - 32 3 31 3 کلرید سدیم

 32 3 32 3 32 3 39 3 کلرید پتاسیم

 - - - 1 3 کلرید کلسیم

 31 3 329 3 31 3 1 3 آبه 7سولفات منیزیم 

 3332 3 - 3332 3 331 3 سولفات منگنز

 3332 3 - 3332 3 331 3 آبه 7سولفات آهن 
 - - 39 3 - آبه 6کلرید منگنز 

ترکیبات محی  های کشت متفاوت به منظور تولید آنلزیلم فلیلتلاز :  1جدول 

 توس  جدایه باکتری.
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 همچنین جذب سوس انسیون هلر ملحلیل  کشلت بله طلور                                          

گیری شد. در نهایت جذب هر                          جداگانه به عنوان کنترل نیز اندازه                                 

 نمونه با در نظلر گرفتلن جلذب کنتلرل تعییلن شلد.                                                 

 

 ها  یافته     

هلای     بهینه تولید فیتاز در باکتلری                             الف( غربالگری و بررسي زمان                          

نوع باکتری مولد فلیلتلاز                         9بهترین زمان تولید آنزیم در                              مختلف:      

، بلررسلي شلد. بلر                PSMغربالگری شده در محی  اختصاصي                              

هلا،     اساس نتایج اگرچه بین میزان فعالیت ح  کنندگي بلاکلتلری                                                  

 هلا در بلازه زملانلي                  تفاوت وجود داشت. اما تمامي باکلتلری                                 

ساعت بیشترین میزان تولید آنزیم را نشان دادند و بعد از                                                         84-33

 ساعت به طور قاب  توجهي این میزان کاه  یافت.                                               72

بهترین تولید و فعالیت آنزیم را در                                       12S ،1 S    ،2 Sهای     باکتری      

ساعت بعد از کشت نشان دادند. در حالي که زمان بلهلیلنله                                                     33

ساعت بعد از کشت                   84در      S  و     S های     تولید فیتاز در باکتری                     

ساعت وجود فسفات آزاد در                           28آشکار گردید. اگرچه پس از                          

 ها مشاهده شد که بیانگر تلوللیلد آنلزیلم                                    محی  توس  باکتری                

ساعت این میزان به طور چشلملگلیلری                                 12باشد، اما پس از                 مي  

 (.      1افزای  یافت )نمودار                     

همچنین در این بررسي برای تعیین محی  کشت بهینله جلهلت                                                   

که دارای فعالیت                   12Sتولید فیتاز و سایر مطالعات بعدی، باکتری                                         

 بالا هم در محی  جامد )بر اساس ایجاد هاله( و هم در محی                                                        

 .PSMدر محی  اختصاصي   12Sمنحني رشد باکتری: 2نمودار  بهینه تولید فیتاز در باکتری های مختلف. زمان: 1نمودار 

 مایع بود، انتخاب شد.                    

  ارزیلابلي           از      پلس      ب( شناسایي باکتری موللد آنلزیلم فلیلتلاز:                                   

  میکروسکوپي و رن  آمیزی گرم، بررسي مورفولوژی کللنلي و                                                  

  علنلوان         بله      شلده       جلداسلازی           بیوشیمیایي، بلاکلتلری                      های   آزمون     

 شد.       ( شناسایي                          )   باسیلوس سوبتیلیس                

در محلیل            12Sدر بررسي منحني رشد باکتری                                ( منحني رشد:             

نانومتر مشاهده شد. ایلن                          333( در طول مو               PSMاختصاصي )         

سلاعلت( وارد فلاز                  13باکتری پس از فاز تاخیر )در حلدود                                 

ساعت بعد از کشت، در ایلن فلاز                               33لگاریتمي شد و تقریبا  تا                          

سلاعلت بلعلد از               33بود. پس از فاز سکون، باکتری در حدود                                     

(. با در نظر گرفتن زمان سنتز                              2کشت وارد فاز مرگ شد )نمودار                             

گذاری و تطاب  آن بلا                     های مختلف گرمخانه                 آنزیم در طي زمان                

توان نتیجه گرفت که تولید آنزیم فیتاز در                                         مي      منحني رشد باکتری                

گرفته است )زمان بهینه تولید                             فاز سکون صورت               در       12Sباکتری      

 ساعت بعد از کشت مشاهده شد(.                             33آنزیم،        

   pHجهت بررسي تاثیلر                   محی  بر ح  شدن فسفات:                         د( تاثیر          

 بلعلد از         12Sمحی ، با استفاده از روش مولیبدات بلو، باکتلری                                            

 ملتلفلاوت          pHبلا      PSMنوع ملحلیل             8ساعت در هر              28

( دارای فعالیت ح  کنندگي تقریبا یکسان بود املا                                               5و     7،   9،   3)   

، بیشترین فعالیت مشلاهلده                         pH    7ساعت در محی  با                   84بعد از        

در محی ، میزان توللیلد آنلزیلم                              pHشد. به طور کلي با کاه                         

 ساعت، فلعلاللیلت                72ها بعد از           ی محی       کاه  یافت و در همه                  
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ساعت بیشترین فعالیت آنزیمي گزارش شد و پس از این مدت،                                                      

(. در حالي که در مطالعه                         13تولید آنزیم به شدت کاه  یافت )                              

ساعت بلعلد از               72( و همکاران،                Ho      haحسین خاني )           

های     کشت به عنوان بهترین زمان تولید فیتاز توس  یکي از گونه                                                     

جداسازی شده از فضلولات ملاکلیلان،                                سودوموناس         باکتری        

 (.    19گزارش شد )          

سلویله        15( و هملکلاران،                 Sr  ramهمچنین اسریرامولو )                   

و     لاکتوباسیلللوس           باکتری تولید کننده اسید لاکتیک را از جنس                                         

برای تولید فیتاز خار  سلولي ارزیابي کلردنلد.                                              استرپتوکوکوس            

  بالاترین میزان فعالیت آنزیم در محی  تخمیری مشاهده گردیلد                                                      

   آملیلللووروس             لاکتوبلاسلیلللوس           و بیشترین مقدار فیتاز توس                             

 بلعلد از          PSM( در ملحلیل                                    )   

 بلدسلت آملد          درجه سلسیوس               37دمای      ساعت کشت در               72

توان به این نتیجه رسید که زمان بهینه توللیلد                                            (. بنابراین مي              22)   

باشد. همچنلیلن              های مختلف، متنوع مي                   فیتاز در میکروارگانیسم                      

ع وه بر نوع باکتری ممکن است نوع محی  کشت هم بر روی                                                    

 زمان فعالیت تاثیر داشته باشد. البته ایلن ملوضلوع نلیلاز بله                                                       

 های بیشتری دارد.                  بررسي     

که بله         12Sباکتری        های سنتز کننده آنزیم فیتاز،                             در میان باکتری              

برای مطالعات بلعلدی                   شناسایي شد              باسیلوس سوبتیلیس                عنوان       

و ملایلع            انتخاب گردید. زیرا این باکتری در هر دو محی  جامد                                                

بلر اسلاس         اختصاصي دارای فعالیت آنزیمي قاب  توجهي بود.                                             

 12S.محی  بر تولید آنزیم فیتاز در باکتری  pHتاثیر : 3نمودار  در محی  های مختلف.  12Sتولید آنزیم فیتاز توس  باکتریتعیین میزان : 8نمودار 

(. بنابراین باکتلری                    3ح  کنندگي فسفات کاه  داشت )نمودار                                   

12S                                               در محی  دارای شرای  خنثي واجد بیلشلتلریلن تلوللیلد 

 آنزیم بود.          

ه( معرفي محی  برتر به منظور تولید آنزیم فیتاز توس  باکلتلری                                                           

12S   :                                                      برای تعیین تاثیر نوع و غلظت منابع نیتروژن و کلربلن و

ترکیبات یوني بر روی تولید آنزیم و ح  کنندگي فسفات آللي                                                       

توس  باکتری از چهار محی  کشت استفاده شد. با تلوجله بله                                                     

بسلیلار         PVKتوان نتیجه گرفت که محی                          های حاص ، مي            داده    

کاراتر از محی  های مورد بررسي دیگر در این آزملایل  بلود                                                      

دارای کارایي مناسب بود و                            PSM(. پس از آن محی                   8)نمودار         

، تقریلبلا          NBRIYو     NBRIPبا اخت ف قاب  توجهي، دو محی                               

 مشابه بودند.            

 

   بح    

های مولد فیتاز بررسي شده در این مطالعه، بهلتلریلن                                                در باکتری         

توان بلازه           زمان تولید آنزیم و فعالیت ح  کنندگي فسفات را مي                                               

هلای حلاصل  از             در نظر گرفت. بر اساس داده                           33-84زماني       

فاز سلکلون صلورت               در      منحني رشد باکتری، تولید آنزیم فیتاز                                   

 میزان فعالیت حل  کلنلنلدگلي بلعلد از                                   همچنین          گرفته بود.          

     ساعت به طور چشمگیری، کاه  یافت.                                 72

( و همکاران بر روی بلاکلتلری                           Sa  r  haساسریخا )           در مطالعه         

  28جدا شده از خلاک، بلعلد از                            Pآ روژینوسا              سودوموناس         
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هایي از قبی  نوع و غلظت منبع کربلن،                                    مطالعات مختلف، فاکتور                     

محی  کشت از علوامل                        pHفسفات، نیتروژن، ترکیبات یوني و                                

تاثیرگذار بر روی سرعت، میزان رشد و توللیلد ملحلصلولات                                                 

باشند. بنابراین تعیین موثرترین محی  کشلت بله                                            میکروبي مي          

منظور غربالگری، افزای  تولید آنزیم و فعالیت ح  کنلنلدگلي                                                       

 (.    23و     9فسفات دارای اهمیت بسیاری است )                              

بیشترین میزان تولید و فعالیت فیتلاز                                      12Sدر این بررسي باکتری                     

دارا بود. در مطالعات دیگری نلیلز                                   7pHدر    را      PSMدر محی          

pH                                                       بهینه جهت رشد میکروارگانیسم و تولید آنزیم در شلرایل

( گزارش شد که مشابه با نتایج به دست آمده در                                             pH    9 3خنثي )      

شود که دللیل  کلاهل                   (. تصور مي          23و     14این پ وه  بود )               

رشد و تولید آنزیم در شرای  اسیدی به دلی  تولید محصلولات                                                       

 باشد.       سمي مانند اسیدهای آلي با وزن مولکولي کم مي                                          

یابد که تصلور              نیز فعالیت آنزیمي کاه  مي                           pHالبته با افزای                  

هلای ملوجلود در              آمینله     بر روی بار اسید                 pHشود، افزای              مي  

گذارد. بنابراین دیگر آنزیم قادر به تشکلیل                                           جایگاه فعال اثر مي                  

(. البته با توجه به اینکله                           13)       باشد    آنزیم نمي         –کم لکس سوبسترا              

هلای     بهینه فعالیت به دو گروه فلیلتلاز                                 pHها بر اساس            که فیتاز        

فعال هستند( و قلللیلایلي )در                              pH    9 3-3اسیدی )در محدوده                  

  pH(. بنابرایلن             28شوند )      فعال هستند( تقسیم مي                      3-4محدوده        

 هلای فلیلتلاز حلاصل  از                   بهینه جهت تولید و فعالیت آنلزیلم                              

   باکتری های مختلف، تنوع زیادی دارند.                                   

و     (    M   aبه عنوان نمونه، در پ وهشي که توسل  ملیلتلال )                                         

بهینه آنزیم فیلتلاز از بلاکلتلری                                 pH    همکاران صورت گرفت،                    

(. ع وه بر ایلن،                 11بود )       9 3-9 9در محدوده اسیدی                   کلبسی       

 انتلروبلاکلتلر            ( و            S)       سراشیا      های حاص  دو گونه از                     فیتاز     
   فعال و پایلدار بلودنلد                     pH    3-4      ( در محدوده                       )   

دارای فیتات سدیلم                    PVKمحی       (. همچنین در این مطالعه،                          29)   

 )فسفات آلي( به عنوان تنها منبع فسفلات بسلیلار کلاراتلر از                                                      

های مورد بررسي دیگر بود. این محی  از لحا  غلللظلت                                                محی     

های به کلار            ترکیبات یوني و وجود عصاره مخمر با سایر محی                                            

رسد از عوام  تاثیلرگلذار در                           رفته، تفاوت داشت که به نظر مي                             

 رشد باکتری و تولید فیتاز بود.                               

 میزان ح  کنندگي               های یوني مختلف بر روی                       به طور کلي غلظت               

باشند. به طوری که در پ وهشي بلر روی                                    فسفات آلي موثر مي                 

های مولد فیتاز جدا شده از چشمه آب گرم مشاهده شلد                                                 باکتری      

، تولید          S   و        K   ،Naهای     که در غلظت مشخصي از یون                       

   (.  13آنزیم و ح  کنندگي فسفات افزای  یافت )                                     

 از طرفي ترکیبات نیتروژن آللي دارای اهلملیلت بلالایلي در                                                  

سازی سنتز آنزیم فیتاز هستند. به عنوان نمونه تلرکلیلبلات                                                     بهینه     

نیتروژن آلي مانند پ تون و عصاره مخمر به شک  وسیعي بلرای                                                        

( و                         )   آ روباکتر آ روژنس                 تولید فیتاز در                

 ( به کار رفلتله بلود                                       )   کلبسی  آ روژنس                

هلای     ( و همکاران  در بلررسلي سلویله                          r    r گرینر )       (.    23)   

جدا شده از خلاک                  باسیلوس       های     ( و گونه               )   اشریشیاکلي            

گیاهان حبوبات مشاهده کردند که سط  بالایلي                                           در اطراف ریشه             

از فیتاز خار  سلولي در محی  واجد مالتوز، عصاره گوشلت و                                                       

 (.      17پ تون حاص  گردید )                  

  31 3( و همکاران گزارش کردند که افزودن                                   K mهمچنین کیم )            

درصد از عصاره مخمر به محی ، باع  افزای  ح  کلنلنلدگلي                                                   

در ملطلاللعله               (.    27شود )         مي      p. 2                 فسفات در        

نوع محی  کشت مختلف استفاده گردید )شامل                                           3دیگری که از             

 B   ، B                ،تغییر یافتهP       ،P                  ،تغییر یافتهPMM     وPMM  

گونه غربالگری شده از خلاک، افلزایل                                     33تغییر یافته(، تقریبا                      

  سبوس برنج به محی  کشلت                         1فعالیت آنزیم را در حالتي که                             

ها، بهتریلن تلوللیلد                  افزوده شد، نشان دادند. همچنین همه گونه                                      

که دارای منبع نیتلروژن                         تغییر یافته داشتند                    B آنزیم را در محی                   

سبوس برنج به عنوان ملنلبلع                         تری تون و عصاره مخمر همراه با                               

 (.      12فسفات بود )           

 هلای حلاصل  از ملطلاللعله شلخلارنلایلوتلیلال                                 البتله داده          

   (Sh  har Na   ya                                     با نتایج حاص  از این پ وهل  تلفلاوت )

داشت. او گزارش کرد که عصاره مخمر و سولفات آمونیلوم از                                                      

ترکیبات غیرضروری در محی  کشت هستند و در نبود هلر دو                                                    

آنها، توانایي ح  کنندگي فسفات معدني )تری کلسیم فسفلات(                                                       

یابد. به هملیلن               ، افزای  مي            p  2             توس  باکتری           

 کله بلدون عصلاره ملخلملر بلود،                           NBRIYدلی  از محی               
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استفاده کرد. همچنین او گزارش کرد که ترکیبات مختلف یونلي                                                        

 های متفاوت بر روی توانایي ح  کننلدگلي فسلفلات                                           با غلظت       

به کار برد که در افلزایل                            NBRIPموثر هستند. بنابراین محی                            

و     PVKتوانایي ح  کنندگي فسفات معدني از دو ملحلیل                                           

NBRIY              ( 21، موثرتر بود  .)   

رسد کله        بر اساس نتایج حاص  از مطالعات مختلف به نظر مي                                             

تاثیر نوع محی  کشت با سویه تولید کننده و سایر شرای  مرتب                                                            

 است و تعیین محی  بهینه جهت تولید آنزیم فیتاز به ملطلاللعله                                                        

 هللای بیشتللری نیلللاز دارد.                            تر در میکروارگلللانیسللم                        گسترده      

 

 گیری    نتیجه     

 با وجود مصرف وسیع آنزیم فیتلاز در صلنلایلع ملخلتلللف                                              

)به وی ه صنعت غذایي دام و طیور و آبزیان( و عدم تولید ایلن                                                          

 آنزیم با معیارهای تجاری مناسب در داخل  کشلور، تل ش                                                 

برای جداسازی و تهیه فیتاز بومي با منشا میکروبي اهمیت قابل                                                            

توجهي دارد. باکتری جداسازی شده در این پ وه ، تلوانلایلي                                                      

 چشمگیری در ح  کلنلنلدگلي فسلفلات آللي داشلت کله                                        

 شلود.      تلر ایلن بلاکلتلری ملي                باع  کاربلردهلای گسلتلرده                     

 دارای         PVKبا توجه به نتایج به دست آمده ملحلیل  کشلت                                       

 فیتات سدیم )فسفات آلي( به عنوان تنها منبلع فسلفلات نلیلز                                                     

   های دیگر بود.             بسیار موثرتر از محی                     

به طور کلي تهیه و استفاده از محی  کشت مناسب به ملنلظلور                                                      

بهینه سازی تولید آنزیم و افزای  میزان ح  کنندگي فسلفلات                                                       

 تلوانلد در          باشد که در آیلنلده ملي                   آلي از موضوعات مهم مي                     

های تولید آنزیلم و ملیلزان و سلرعلت رشلد                                    کاه  هزینه          

 شلود     ها، تاثیرگذار باشد. بنابراین پیشنلهلاد ملي                                       میکروارگانیسم             

 های کشت متنوع بلا تلرکلیلبلات ملتلفلاوت                                 که قابلیت محی               

های دیگر مولد آنزیم، بیشتر مورد بررسلي و                                         در میکروارگانیسم                

 ارزیابي قرار گیرد.                  
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Abstract 

Background & Objectives: Phytate is the primary storage form of phosphorus in plant seeds. It has an 

anti-nutritive effect in both human and animals. Phytase is a subgroup of phosphatases which  

catalyzes the hydrolysis of phytate. Microbial phytases have potential biotechnological application in 

various fields, such as agriculture, human and animal foods. This study was aimed to investigate the 

optimal conditions for the production of phytase by Bacillus subtilis isolated from the soil. 

Materials & Methods: Samples were collected from Arak area, where the soil was contaminated with 

animal faces. Samples were incubated in PSM medium at 30 ºC for 48 hours. The screening of phytase 

- producing bacteria on PSM media was performed based on the formation of the clear halo. The most 

suitable bacterial strain was identified according to its biochemical and morphological characteristics. 

The level of enzyme production and phosphate- solubilising activity of this strain was assessed in  

different pH range, and on various media types including PSM, PVK, NBRIP, as well as NBRIY. 

Results: In this study, maximum enzyme production by the bacterial isolates has been observed  

following 36-48h incubation in PSM medium. 12S phytase- producing bacterial strain was identified 

as Bacillus subtilis. Our results showed that the optimum pH for phytase production in PSM medium 

is pH of 7. Furthermore, investigating different media, phytate- containing PVK was recognised as the 

most appropriate medium for enzyme production.  

Conclusion: B. Subtilise isolate can provide an opportunity to introduce new phytase to food as well as 

environmental industries. Moreover, PVK can be used as an effective medium to produce phytase  

enzyme and to screen phytase- producing bacterial starins.  
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