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بستر رسوبات جداشده از  باسيلوس هايسويه توليد فيتاز از عصاره سبوس برنج به كمك
  درياي مازندران

  2باقر سيدعليپور و 1فاطمه قربانزاده، *1مجتبي محسني
  ميكروبيولوژي دانشگاه مازندران، گروهبابلسر،  1

  زيست شناسي سلولي و مولكوليبابلسر، دانشگاه مازندران، گروه  2

 14/9/96: تاريخ پذيرش    6/2/96 :ريافتتاريخ د

  چكيده

 .نيست هضمانسان قابل  حتي و  ماهي و تك معده نظير ماكيان حيواناتاي فسفر است كه براي  فيتيك اسيد فرم اصلي ذخيره
رسي برهدف از اين تحقيق . دهد آنزيم فيتاز با تجزيه فيتيك اسيد موجود در محصولات گياهي، دسترسي فسفر را افزايش مي

از عصاره سبوس برنج به عنوان منبع جداشده از رسوبات بستر درياي مازندران با استفاده  باسيلوسهاي توسط سويهتوليد فيتاز 
  محيط توليد كننده فيتاز توسط باسيلوسي ها جدايههاي رسوب بستر دريا،  نمونه تيمار حرارتي با .بودغني و ارزان قيمت فيتات 

 در ها جدايه توليد فيتاز ،به روش آمونيوم موليبدات پس از سنجش كمي آنزيم فيتاز همچنين .ي شدندغربالگرآگار  PSMكشت 
، MGH2جدايه چهار جدايه نشان داد كه  40 نتايج غربالگري .بررسي شدحاوي عصاره سبوس برنج  MGE كشت مايع محيط

MGH3 ،MGH4  وMGH7  مشخصات  بررسي. وليد فيتاز را داشتندبيشترين توانايي ت، در اطراف كلنيبا هاله شفاف
حفظ هاله شفاف پس از رنگ . بودند باسيلوسهاي منتخب متعلق به جنس  جدايه تماممورفولوژيكي و فيزيولوژيكي نشان داد كه 

توليد مي نتايج سنجش كهمچنين  .داشتندرا  توليد فيتازهاي منتخب توانايي نشان داد كه تمام جدايهآميزي با آمونيوم موليبدات، 
و  U ml-110,58  با MGH4ه مربوط به جدايبه ترتيب توليد فيتاز و كمترين مقدار نشان داد كه بيشترين  ها جدايه توسطفيتاز 

تا  55افزايش ،MGE مايع در محيط رشدبا استفاده از عصاره سبوس برنج نتايج توليد فيتاز . بود U ml-19,34 با  MGH3جدايه 
به تواند  ميعصاره سبوس برنج نتايج پژوهش حاضر نشان داد كه . نشان دادرا  PSM مايع رشددرصدي نسبت به محيط  60

  .ه شوددر نظر گرفت با سطح توليد فيتاز بالاعنوان سوبستراي مناسب و مقرون به صرفه 

  ، درياي مازندرانباسيلوسفيتاز، عصاره سبوس برنج،  :هاي كليدي واژه

  M.Mohseni@umz.ac.ir: ،  پست الكترونيكي 24970113530 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
يك ) ميواينوزيتول هگزاكيس فسفات فسفوهيدرولاز(فيتاز 

هاي فسفاتاز است كه قادر به تجزيه  طبقه خاص از آنزيم
 - هاي معدني و مشتقات ميو نوفسفاتبه مفيتيك اسيد 
فيتيك اسيد . )31(باشد  فسفات كمتر مياينوزيتول با 

اي فسفر در غلات، حبوبات و  ترين فرم ذخيره هعمد
 اجزاء در اين ماده. شود هاي روغني محسوب مي دانه

به  در جوانه و اندوسپرم و است شده توزيع برنج مختلف

 متمركز گرم 100گرم در هر  1,2و  7,6 مقادير ترتيب با

) Aleurone(سته، آلورون سبوس برنج شامل پو. است شده
فيتيك اسيد بسته به شرايط  و جوانه، داراي غلظت بالايي از

گرم  100گرم در هر  5,94-6,09كشت در محدوده 
غني از فسفات  فرم فيتيك اسيد به عنواناما ). 4( باشد مي

براي حيوانات تك معده مثل ماكيان، خوك، ماهي و حتي 
به دليل ين حيوانات و ا باشد غير قابل دسترس مي انسان
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هاي تجزيه كننده فيتيك اسيد  آنزيم نداشتن سطح مناسبي از
توانند از فسفر موجود در فيتيك  نمي در دستگاه گوارش
داراي در ساختار خود فيتيك اسيد . )19( اسيد استفاده كنند

نظير مواد معدني بار منفي زيادي بوده كه به طور موثر به 
شود و جذب  و مس متصل ميكلسيم، روي، آهن، منيزيم 

از ديگر  .)23، 15( دهد آنها را در روده حيوانات كاهش مي
ها  اتصال به پروتئين ،اي فيتيك اسيد اثرات ضد تغذيه

). 26(گذارد  باشد و بر حلاليت پروتئين اثر منفي مي مي
ها،  فيتيك اسيد علاوه بر اتصال به مواد معدني و پروتئين

گردد و هضم  مي هاي گوارشي موجب كاهش فعاليت آنزيم
عدم تجزيه فيتيك . )15( ناكارآمد را به دنبال خواهد داشت

كند و با آزاد شدن  چرخه فسفر را دچار اختلال مياسيد 
با پديده   فيتيك اسيد اضافه به محيط زيست و ورود به آب

يوتريفيكاسيون و به دنبال آن با مشكل كمبود اكسيژن و 
  .)32( شويم مي مواجهمرگ موجودات آبزي 

طيور و  و در صنايع غذايي به عنوان مكمل غذايي دام  فيتاز
همچنين فيتاز در . )21( شود تا حدي ماهي استفاده مي

اصلاح ، )22(سازي  ، صنعت كاغذ)20( صنايع داروسازي
توليد و  )11(خاك و افزايش دسترسي فسفر 

  .دكاربرد دار) 33( سنتزي نيمه پراكسيدازهاي

طور گسترده در گياهان، جانوران و فيتاز به 
اتحاديه ). 12(هاي مختلف توزيع شده است  ميكروارگانيسم

بين المللي بيوشيمي بر اساس موقعيت پيوند استري حلقه 
شود، دو نوع  اينوزيتول كه در آن دفسفريلاسيون آغاز مي

فيتاز - 6و ) EC.3.1.3.8(فيتاز -3فيتاز تحت عنوان 
)EC3.1.3.26 ( كرده است را معرفي)طور كلي به. )14 

 منشاء با فيتازهاي با مقايسه در هاي ميكروبي  فيتاز آنزيم

 بالاتر فعاليت و دماهاي pHاز  بيشتري محدوده در گياهي

 38- 55و  5/4 - 5 گياهي بهينه فيتازهاي دماي و pH. دارند
هاي ميكروبي به طور  فيتاز ).29(باشد  مي گراد درجه سانتي

 .شود ها توليد مي  ها و باكتري فعال توسط بسياري از قارچ
 آسپرژيلوسكنندگان فيتاز قارچي متعلق به توليدبيشترين 

فيتاز،  كنندهاز منابع باكتريايي توليد). 10( است نايجر
، كلبسيلا، باسيلوس، سودوموناس، آئروباكترهاي  گونه

 .)27( گزارش شده است اشريشياو  انتروباكتر، شيگلا
ها  از توليدكنندگان بالقوه انواع آنزيم  باسيلوسهاي  گونه
هايي چون مقاومت به حرارت،   باشند كه داراي ويژگي مي

مقاومت به  ،pHاي از  فعاليت آنزيمي در طيف گسترده
توليد فيتاز خارج هاي گوارشي و  پروتئوليز در برابر آنزيم

 جداسازي و وهش حاضرپژهدف از . باشند مي سلولي
توليد كننده فيتاز از رسوبات  باسيلوس هايسويه شناسايي

توليد فيتاز  توانايي آنها دربستر درياي مازندران و همچنين 
از عصاره سبوس برنج به عنوان منبع غني و ارزان قيمت 

  . فيتيك اسيد بود
  هامواد و روش

 براي جداسازي: ها كترينمونه برداري و جداسازي با
هاي  هايي از رسوبات بستر دهانه رودخانه ، نمونهها باكتري

ف آوري شد و در ظرو ندران جمعخط ساحلي درياي ماز
به منظور . به آزمايشگاه منتقل شد نمونه گيري استريل

هاي فاقد  حذف باكتريو  وسباسيل هايسويه جداسازي
گراد  درجه سانتي 80ها در حمام آب گرم سپور، نمونهندوا

پس از . )25، 3( تيمار حرارتي شدنددقيقه  10ت به مد
درصد سديم  0,9( ها در سرم فيزيولوژي سازي نمونهرقيق
 LBدر محيط كشت مايع  10-5تا  10-3هاي ، از رقت)كلريد

ليتر سديم فيتات، تلقيح شد  برگرم  9,2براث غني شده با 
دور در  180گراد با  درجه سانتي 35و در گرمخانه شيكردار 

سپس . گذاري شد اساعت گرم 24، به مدت قهدقي
 هاي غني شده به سطح محيط كشت نوترين آگار كشت

 گراد درجه سانتي 35تلقيح شد و در دماي  )مرك، آلمان(
   .)17، 8( گذاري شداگرم ساعت 24به مدت 

پس : هاي توليد كننده فيتاز جدايهو شناسايي غربالگري 
 محيط كشت هاي مجزا در از تهيه كشت خالص، كلني

Phytase screening agar )PSM گرم  10 شامل( )آگار
 5آبه،  2گرم كلسيم كلريد  2گرم سديم فيتات،  4، گلوكز
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گرم  0,5گرم پتاسيم كلريد،  0,5گرم آمونيوم نيترات، 
گرم  0,1گرم منگنز سولفات،  0,1آبه،  7منيزيم سولفات 

به  )زهآب ديوني ليتر درآگار  گرم 15آبه،  7سولفات  فرو
درجه  35اي كشت داده شد و در دماي  صورت نقطه

هاله شفاف . گذاري شداگرم ساعت 48گراد به مدت  سانتي
دهنده توليد فيتاز  ايجاد شده اطراف كلني باكتري نشان

براي  ،ها با هاله شفاف جدايه. باشد توسط باكتري مي
  .انتخاب شدندو بررسي توانايي توليد فيتاز شناسايي 

هاي توليد كننده  جدايه مورفولوژي و فيزيولوژي مشخصات
 واكنش ها، سلولمرفولوژي به اين منظور . شد بررسيفيتاز 

. ها مورد مطالعه قرار گرفتجدايهاندوسپور  ايجاد و گرم
ها به كمك  همچنين مشخصات فيزيولوژي جدايه

 و اكسيدازي، كاتالازي فعاليت هاي بيوشيميايي شامل آزمون

 ،)وژزپروسكوئر( تخمير بوتانديول مسير زا گلوكز مصرف
نشاسته و ژلاتين، توليد  سيترات، هيدروليز مصرف توانايي

و تحمل  حركت باكتري ،سولفيد هيدروژن، توليد اندول
ها در  بر اساس جداول شناسايي باكترينمك  درصد 6,5

تمام  .شد بررسيرگي كتاب سيستماتيك باكتري شناسي بِ
باكتريايي  هايجدايه. شد انجام تكرار بار سه با ها آزمايش

 درصد و 15 گليسرول در آزمايش، بعدي مراحل انجام تا

  .شدند نگهداري گراد سانتي درجه - 85 دماي

با تجزيه : توليد كننده فيتازهاي تشخيص كيفي جدايه
در محيط  سديم فيتات توسط فيتاز توليد شده باكتري

ممكن . شود ، هاله شفاف اطراف كلني مشاهده ميكشت
براي  لذا ناشي از توليد اسيد باشد ،هاله شفافاين است 

از  ،هاي توليد كننده فيتازتاييد توليد فيتاز توسط باكتري
اين روش شامل . آميزي افتراقي استفاده شدروش رنگ

 هاي منتخب محيط رشد جدايه ور كردن سطح پليتغوطه
پس س. دقيقه است 5درصد به مدت  دوبا كلريد كبالت 

معرف شد و  حذفاز سطح پليت  محلول كلريد كبالت
 6,25 شامل حجم مساوي از محلول آميزي تازه رنگ

درصدي  0,42 و محلول (w/v)درصدي آمونيوم موليبدات 

دقيقه در دماي  5و به مدت افزوده  (w/v)آمونيوم وانادات 
حفظ هاله شفاف در اطراف كلني، نشانه . اتاق نگهداري شد

  ).2(فيتات توسط فيتاز باكتريايي است تجزيه سديم 

: ها و سنجش كمي توليد آنزيم فيتاز رشد جدايه
ميلي ليتر محيط كشت  50هاي توليد كننده فيتاز در  جدايه
PSM  درجه  35براث تلقيح شدند و در گرمخانه شيكردار
ساعت  96، به مدت دور در دقيقه 180گراد با  سانتي
ها،  بررسي رشد جدايه همچنين براي .ندگذاري شد گرما

ساعت، در طول  96هاي رشد به مدت  جذب نوري محيط
 گيري شد نانومتر توسط اسپكتروفتومتر اندازه 600موج 

)16(.  

در نيز ها  ها، توليد فيتاز جدايه همزمان با بررسي رشد جدايه
براي  .سنجيده شدساعت  96و  72، 48، 24، 12هاي  زمان

  ها در حيط رشد جدايهاستخراج آنزيم خام فيتاز، م
g 10000 دقيقه  10گراد به مدت  درجه سانتي 4 و دماي

سانتريفوژ شد و محلول رويي حاوي آنزيم خارج سلولي 
كمي سنجش . )18( به لوله آزمايش تميز منتقل شد ،فيتاز

ارائه شده  سنجي آمونيوم موليبداترنگ با روشتوليد فيتاز 
اين روش بر . )9( شدنجام ا و همكاران Engelenتوسط 

 فيتاز فعاليت آنزيم بامبناي تخمين ميزان فسفات توليد شده 
 خام آنزيم نمونه ميلي ليتر 2 شامل واكنش مخلوط. است

 از ميلي ليتر 4 و ها شده از محيط رشد جدايه  استخراج

واكنش . است درصد 0,4 سديم فيتات يسوبسترا محلول
دقيقه  65دت گراد به م درجه سانتي 37در حمام آب گرم 

ميلي ليتر معرف رنگي  4سپس با افزودن . انجام شد
اين معرف با . آمونيوم موليبدات تازه، واكنش متوقف شد

 25ميلي ليتر محلول آمونيوم موليبدات و  25مخلوط كردن 
ميلي ليتر محلول آمونيوم وانادات به همراه افزودن كم كم 

سپس . ددرصد تهيه ش 65ميلي ليتر نيتريك اسيد  16,5
ميلي ليتر  100معرف تا دماي اتاق سرد شد و حجم آن به 

گرم  10محلول آمونيوم موليبدات با حل كردن . رسانده شد
ميلي ليتر آب مقطر  90آبه در  4آمونيوم هپتا موليبدات 
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 25همراه با حرارت و افزودن يك ميلي ليتر آمونياك 
هيه ميلي ليتر ت 100درصد و سپس رساندن حجم محلول به 

 10 مقدارهمچنين براي تهيه محلول آمونيوم وانادات، . شد
ميلي ليتر آب مقطر  90آبه در  4گرم آمونيوم هپتا موليبدات 

يك ميلي ليتر  حجمسپس  .حل شد همراه با حرارت
محلول به نهايي حجم اضافه شد و درصد  25آمونياك 

رنگي كه از فعاليت فيتاز به  .رسانده شد ميلي ليتر 100
نانومتر  415آيد با اسپكتروفتومتر در طول موج ت ميدس

سوپرناتانت  ميلي ليتر 2نمونه شاهد حاوي . گيري شد اندازه
 g 10000در كردن محيط كشت استريل پس از سانتريفوژ 

ميلي  4سوبسترا و  محلول ميلي ليتر  4دقيقه، 15به مدت 
يك واحد . ليتر معرف رنگي آمونيوم موليبدات است

مول از ميكرو معادل مقدار آنزيمي است كه يكآنزيمي 
واحد فيتاز . كندفسفات غيرآلي را در يك دقيقه آزاد مي

توليد شده با استفاده از معادله منحني استاندارد هيدروژن 
براي محاسبه فعاليت  ).9( منو پتاسيم فسفات محاسبه شد

برحسب ميكرومول در ، مقدار فسفات آزاد شده آنزيم فيتاز
 مقدار سپس. شد محاسبه) دقيقه 65به مدت (واكنش زمان 

يك دقيقه  به كمك رابطه زير برايفسفات توليد شده 
 مطابق تعريف واحد آنزيمي به صورت مقدارو  محاسبه

  .)30( گزارش شد )U ml-1بر حسب (فعاليت آنزيمي 

 μmol of product × min-1 = فعاليت آنزيمي

يط كشت حاوي در محها  بررسي توليد فيتاز جدايه
از  به منظور بررسي توليد فيتاز: عصاره سبوس برنج

 از محيط ،عصاره سبوس برنج به عنوان منبع فيتيك اسيد
اين محيط كشت بر پايه  .براث استفاده شد MGE كشت
PSM عصاره سبوس برنج جايگزين  و براث تهيه شد

گرم  10 سبوس برنج براي تهيه عصاره. سديم فيتات شد
 10 پس ازو  شدميلي ليتر آب مخلوط  100با سبوس برنج 

. )28(صاف شد  ،گراد سانتي درجه 100دقيقه در دماي 
براث تلقيح شد و در  MGE كشت ها در محيط جدايه

دور در  180گراد با  درجه سانتي 35گرمخانه شيكردار 
سپس آنزيم . گذاري شدند ساعت گرما 48، به مدت دقيقه

ان فيتاز توليد شده محاسبه خام فيتاز استخراج شد و ميز
  .شد انجام تكرار بار سه با ها تمام آزمايش .شد

  نتايج
به منظور جداسازي : هاي باسيلوسسويهجداسازي 

آوري شده از  هاي جمع ، نمونهدارهاي اسپور باكتري
تيمار حرارتي شدند و  ،رسوبات بستر درياي مازندران

شده با غني  LBهاي تهيه شده در محيط كشت مايع  رقت
محيط  در ها پس از رشد باكتري. سديم فيتات تلقيح شد

  ظاهر كلني متفاوت با جدايه 40تعداد كشت نوترين آگار، 
  .جداسازي شد

: هاي توليد كننده فيتاز غربالگري و شناسايي جدايه
فيتاز از ميان   توليد كننده وسباسيل هايجدايه غربالگري

به صورت ي مجزا ها با كشت كلني ،هاي جدا شده باسيل
هاي  جدايه. آگار انجام شد PSMدر محيط كشت اي  نقطه

 ، هاله شفافآنزيمي سديم فيتات توليدكننده فيتاز با تجزيه
جدايه  40 نتايج غربالگري. كنند اطراف كلني ايجاد مي در

از  .جدايه توانايي توليد فيتاز را داشتند 7نشان داد كه تعداد 
، MGH2 ،MGH3 به اسامي هجدايچهار  اين ميان تعداد

MGH4  وMGH7  با بيشترين قطر هاله شفاف براي ادامه
  .)1شكل ( مطالعات انتخاب شدند

هاي منتخب توليد  نتايج مشخصات مورفولوژيكي جدايه
اي شكل، گرم مثبت  ها ميله كننده فيتاز نشان داد همه جدايه

نتايج بررسي صفات فيزيولوژيكي . و واجد اندوسپور بودند
 1هاي بيوشيميايي در جدول  ها به كمك آزمون دايهج

هاي  اين نتايج نشان داد كه همه جدايه. خلاصه شده است
منتخب توانايي توليد كاتالاز، هيدروليز نشاسته و ژلاتين و 

  .همچنين توانايي حركت داشتند
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 35پس از سه روز گرمخانه گذاري در  آگار PSMمحيط كشت  هاي منتخب در هاله شفاف نشان دهنده توليد فيتاز در اطراف كلني جدايه -1شكل 

  . گراددرجه سانتي
  

قادر به مصرف سيترات به  MGH4و  MGH2هاي  جدايه
ها به جز جدايه  همه جدايه. عنوان تنها منبع كربن بودند

MGH4 درصد  6,5 حاوي  كشت قادر به رشد در محيط
قادر به توليد  ها هيچكدام از جدايه اما .بودند سديم كلريد

هاي صفات  يافته .توليد اندول نبودند و سولفيد هيدروژن

بر  هاي بيوشيميايي يج آزمونامورفولوژيكي و همچنين نت
ها در كتاب سيستماتيك  اساس جداول شناسايي باكتري

 ي منتخبها كه همه جدايه نشان دادرگي باكتري شناسي بِ
 .بودند باسيلوسجنس به متعلق 

  .هاي بيوشيميايي هاي منتخب توليد كننده فيتاز به كمك آزمون فيزيولوژي جدايهمرفولوژي و ات مشخص -1جدول 

  جدايه
مرفولوژي، 
  واكنش گرم

  
  اندوسپور

  هاي بيوشيميايي آزمون

لاز
كاتا

داز  
كسي

ا
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اند
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ات  
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كت  
حر

ك   
 نم
مل

تح 6,5 
صد

در
  

MGH2 اي، گرم مثبتميله  +  + + + - -  +  +  +  +  +  
MGH3 اي، گرم مثبتميله  +  + - - - -  +  +  -  +  +  
MGH4 اي، گرم مثبتميله  +  + - - - -  +  +  +  +  -  
MGH7 اي، گرم مثبتميله  +  + + + - -  +  +  -  +  +  
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مطالعه فعاليت : هابررسي كيفي فعاليت فيتازي جدايه
آميزي  هاي تجزيه كننده فيتات با روش رنگ جدايه فيتازي

هاي تجزيه كننده فيتات با محلول  جدايه. تراقي انجام شداف
رنگي آمونيوم موليبدات واكنش داده و تجزيه فيتات به 

در اين . شود صورت هاله شفاف در اطراف كلني نمايان مي

روش توليد فيتاز از توليد اسيد كه نتيجه كاذب توليد فيتاز 
 همهنتايج نشان داد كه . شود است، افتراق داده مي

در اثر واكنش محلول آمونيوم موليبدات هاي منتخب  جدايه
، ناشي از توليد فيتاز با فسفات آزاد شده از سديم فيتات

  .)2شكل ( را حفظ كردندهاله شفاف 

  
ل رنگي آمونيوم آميزي با محلو هاي توليد كننده فيتاز به روش رنگ هاله شفاف پايدار در اطراف كلني ناشي از تجزيه فيتات توسط جدايه -2شكل 

  .موليبدات
رشد و  :ها و سنجش كمي توليد آنزيم فيتاز رشد جدايه
منتخب با تلقيح در محيط كشت  هاي جدايهتوليد فيتاز 

PSM  نتايج . گيري شد اندازه ساعت 96براث، به مدت
هاي  ا رشد جدايهحاصل از توليد كمي فيتاز، همزمان ب

تايج توليد آنزيم ن .نشان داده شده است 3  منتخب در شكل
هاي منتخب  فيتاز بر حسب واحد آنزيم نشان داد كه جدايه

گراد،  درجه سانتي 35ساعت رشد در دماي  48پس از 
 .توليد كردند U ml-110 در حدود  آنزيم فيتازبيشينه 

 U و به مقدار  MGH4بيشترين توليد فيتاز مربوط به جدايه 

ml-110,58 در حاليكه جدايه . بودMGH3 ا توليد بU ml-1 
  . كمترين فيتاز را توليد كرد 9,34

: ها از عصاره سبوس برنج بررسي توليد فيتاز توسط جدايه
 MGEهاي منتخب در محيط كشت مايع  نتايج توليد فيتاز جدايه

حاوي عصاره سبوس برنج به عنوان منبع فيتيك اسيد نشان داد 
نسبت به  توليد فيتاز در اين محيط رشد در شرايط يكسان،كه 

حاوي سديم فيتات خالص به عنوان  PSMمحيط كشت مايع 
  .درصد افزايش يافت 59,70تا  55,59منبع فيتيك اسيد، بين 
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 مايع در محيط كشت )د( MGH7و ) ج( MGH4، )ب( MGH3، )الف( MGH2  هايجدايه) ◆(رشد  مقدارهمزمان با ) ■(توليد فيتاز  -3شكل 

PSM 3(انحراف معيار اند  ±نگر ميانگين نتايج سه بار تكرار اها نماي داده. گراددرجه سانتي 35 خانه گذاريگرم دماي و=n.(  
و  PSMهاي رشد مايع  درصد توليد آنزيم فيتاز در محيط

MGE  نتايج نشان داد . مقايسه شده است 2در جدول
 MGH3توسط جدايه ) U ml-1 9,34(كمترين توليد فيتاز 

توليد شد در حاليكه بيشترين  PSMت مايع در محيط كش
در  MGH4توسط جدايه ) U ml-1 17,72(توليد فيتاز 

  . توليد شد MGEمحيط كشت مايع 
هاي  توسط سويه) U ml-1(تاثير منبع فيتات بر توليد فيتاز  -2جدول 

  .جدا شده از رسوبات درياي مازندران.باسيلوس
درصد افزايش براثMGE براث PSM  جدايه

  ليد فيتازتو
MGH2  9,69  16,58  58,44  
MGH3  9,34  16,80 55,59 
MGH4  10,58  17,72  59,70  
MGH7  10,28  17,64 58,27 

  

  گيري بحث و نتيجه
ها  امروزه با رشد و توسعه صنايع غذايي، استفاده از انواع آنزيم

به عنوان مكمل در خوراك دام و طيور و حتي انسان افزايش 
چنين  هزينه بودن توليد صنعتي فسفر و همپر. يافته است

هاي ناشي از فسفر دفع شده از فضولات حيوانات و نيز آلودگي
هاي زيرزميني، ضرورت استفاده از آنزيم فيتاز  ورود آن به آب

تحقيقات اخير نشان داد . كند به عنوان مكمل غذايي را تاييد مي
يوتكنولوژي هاي ب هاي ميكروبي در بسياري از برنامه كه فيتاز

  ).6(كاربرد دارند 

به كارگيري فيتاز ميكروبي در صنايع خوراك، به عنوان يك 
روش كاربردي و موفقيت آميز در بهبود مصرف فسفر 

چنين كاهش فسفر  فيتاته توسط حيوانات تك معده و هم
فيتاز  .)24( دفعي در فضولات حيوان معرفي شده است

هاي مختلف  pHدر  ايده آل بايد توانايي آزادسازي فسفر
دستگاه گوارش را داشته باشد و در برابر حرارت طي 
فرآوري خوراك غير فعال نشود، همچنين توليد و ذخيره 

  .)29( آن ارزان باشد

ها از منابع مهم باكتريايي توليدكننده فيتاز به شمار  باسيلوس
، متعلق به خانواده باسيلاسه، به باسيلوسجنس . روند مي

ها  اندوسپور قادر به گسترش در انواع زيستگاهواسطه توليد 
 هايگونه هاي توليد شده توسط آنزيم. )1( باشد مي

اي  به دليل مقاومت دمايي و تحمل پهنه گسترده باسيلوس
هاي ميكروبي از جذابيت  ، در مقايسه با ديگر آنزيمpHاز 

زيستگاه دريايي با پوشش . زيادي براي مطالعه برخورداراند
 اي ازاز سطح كره زمين، زيستگاه قابل ملاحظهدرصد  70

باشد كه شرايط سخت محيطي مانند  ها مي انواع باكتري

 )د
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 كنند شرايط نامتعادل دمايي، فشار و نمك را تحمل مي
  هاي دريايي به عنوان منابع بالقوه از اين رو باكتري. )34(

در اين . ها مورد توجه قرار گرفتند توليدكننده انواع آنزيم
هاي توليد كننده فيتاز از  باسيلوسوهش براي اولين بار پژ

رسوبات درياي مازندران جداسازي شد و فعاليت آنزيمي 
  .ها مورد بررسي قرار گرفت آن

درياي مازندران  بستر رسوبات ازجدايه  40در اين مطالعه 
بر  به روش كومار و همكاراندر سواحل شهرستان بابلسر 

 ندشد جدا به تيمار حرارتي ها اساس مقاومت اندوسپور
ها به روش كشت روي  جدايهغربالگري  از پس. )19(

جدايه  7جدايه تعداد  40از ميان آگار،  PSM كشت محيط
توليد آنزيم فيتاز  ايجاد هاله شفاف اطراف كلني و توانايي

جدايه با بيشترين قطر هاله شفاف براي  4و  را نشان دادند
ايملدا و همكاران در سال  .ادامه مطالعات انتخاب شدند

سويه  5رسوبات سواحل مانگرو هند،  موفق شدند از 2007
 جداسازي كنند كه داراي فعاليت فيتازي بودند  باسيلوس

از خاك جدايه توليد كننده فيتاز  32در تحقيقي ديگر  .)13(
شد كه يك جداسازي اطراف مزارع پرورش حيوانات 

 باسيلوس سوبتيليسنس ج به جدايه با بيشترين توليد فيتاز
دميركان و همكاران طي مطالعات انجام  .)31( تعلق داشت

از خاك را  باكتري جداشده 236تعداد ، 2014شده در سال 
در  رشدطي سپس . اعلام كردند باسيلوسمتعلق به جنس 

جدايه  30و  نمودندآگار غربالگري  PSMمحيط كشت 
  .)7( ردندگزارش كتوليد فيتاز با توانايي  را باسيلوس

از روش  ،وليد كننده فيتازهاي ت براي تشخيص سريع جدايه
. شودميآميزي افتراقي با آمونيوم موليبدات استفاده  رنگ
ه شفاف اطراف كلني ناشي از توليد هالممكن است البته 

طي واكنش محلول آمونيوم  در اين روش. اسيد باشد
ت، هاله موليبدات با فسفات آزاد شده از تجزيه سديم فيتا

اما هاله شفاف . ماند شفاف ناشي از توليد فيتاز باقي مي
يانك و همكاران . )2( رودمياز بين  ،توليد اسيدناشي از 
هوازي شكمبه  هاي بي براي غربالگري باكتر 1998در سال 

 حيوانات با فعاليت فيتازي از اين روش استفاده نمودند
هاله  با بمنتخ جدايه 4هر در پژوهش حاضر نيز . )35(

توليدكنندگان آميزي افتراقي به عنوان  شفاف، پس از رنگ
  . تعيين شدند فيتاز

فيتاز بر مبناي تخمين مقدار فسفات  كمي توليدسنجش 
سنجي انجام شده از تجزيه سديم فيتات با روش رنگ آزاد

ها، خارج سلولي  شده توسط جدايه آنزيم فيتاز توليد. گرفت
آنزيم نياز به شكستن  استخراجبراي  در نتيجه باشد مي

ها نيست و به صورت خام از محيط  باكتريديواره سلولي 
در  با، بر اساس اين روش .استخراج شد ،ها رشد جدايه

شده توسط  اختيار قرار دادن سديم فيتات براي فيتاز توليد
پس از طي شدن . گردد ها، فسفات معدني آزاد مي جدايه

شده توسط محلول  دني آزادزمان واكنش، مقدار فسفات مع
به صورتي كه اسيد . رنگي آمونيوم موليبدات سنجيده شد

موجود در تركيبات محلول رنگي آمونيوم موليبدات موجب 
كند و  دناتوره شدن آنزيم شده و فعاليت آن را متوقف مي

شده با محلول واكنش رنگي ايجاد  فسفات معدني آزاد
گي از مقايسه جذب نوري حاصل از واكنش رن. كند مي

شاهد و نمونه مورد آزمايش بدست آمد و با استفاده از 
يون فسفات به مقدار فسفات  ،معادله منحني استاندارد

معادل تبديل گرديد و مقدار فسفات توليد شده برحسب 
طي پژوهشي  .ميكرومول در زمان واكنش محاسبه گرديد

لي ، مقدار توليد آنزيم فيتاز خام خارج سلو2015در سال 
جدا شده از دستگاه گوارش ماهي  رميسوليكنيف باسيلوس
U mg-1 1,05  مقدار توليد آنزيم فيتاز خالص، وU mg-1 
در اين پژوهش نتايج حاصل از  ).5(گزارش شد  37,45
بيشترين توليد فيتاز با فيتاز نشان داد كه  كمي سنجش

 MGH4 ،U ml-1سوبستراي سديم فيتات متعلق به جدايه 
بيشترين توليد فيتاز با سوبستراي سبوس برنج و  10,58

 اين نتايج افزايش. بود U ml-1 17,72توسط همين جدايه، 
درصدي توليد فيتاز از عصاره سبوس برنج  55 -60 حدود

هاي  نسبت به سديم فيتات در شرايط يكسان توسط جدايه
را تاييد  جدا شده از رسوبات درياي مازندران باسيلوس
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هشي مشابه، پوپانيچ و همكاران در سال در پژو .كند مي
هاي خاكزي، توليد فيتاز مقاوم به حرارت  از باكتري 2003

در مقايسه با  نتايج اين پژوهش. و اسيد را گزارش كردند
نشان داد تري از فيتاز را پژوهش حاضر مقدار توليد پايين

بيشينه توليد فيتاز با سوبستراي سديم فيتات، كه به طوري 
U ml-1 1,20  ،و با سوبستراي سبوس برنج U ml-19,20 

  .)28( بود

سبوس برنج يك محصول فرعي صنعت برنج و غني از 
نتايج پژوهش حاضر نشان داد كه . باشد فيتيك اسيد مي

، با سطح توليد فيتاز بالاتر تواند عصاره سبوس برنج مي
توان  ميبه علاوه . سديم فيتات خالص شودجايگزين 

ها و مواد معدني  ه دليل دارا بودن پروتئينب سبوس برنج را

ها در مقايسه با سديم فيتات  محرك رشد ميكروارگانيسم
در  به عنوان سوبستراي مناسب و مقرون به صرفهخالص، 

برنج در  وسيع همچنين با توجه به كشت. نظر گرفت
ها و روستاهاي ساحلي در شمال كشور و ارتباطات  شهر

ريزند،  ه به درياي مازندران ميهايي ك آبي مزارع با رود
داراي تنوع ميكروبي سواحل درياي مازندران رود انتظار مي
 تحقيقاتبنابراين . توليد آنزيم فيتاز باشد از نظراي گسترده
هاي  ميكروارگانيسمانواع جداسازي  براي جستجو وبيشتر 
نيز توليد كننده فيتاز از سواحل درياي مازندران و بومي 

ارزان قيمت در سبوس برنج به عنوان سوبستراي  استفاده از
 .شود فيتاز پيشنهاد مي صنعتي توليد
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Abstract 

Phytic acid is the main phosphorus storage form that is not digestible for monogastric 
animals such as poultry, fish and even humans. Phytase breaks down phytic acids that 
are found in vegetable products and increases the availability of phosphorus. The aim of 
this study was to produce phytase from rice bran extract as a rich and inexpensive 
source of phytic acid using Bacillus spp. isolated from sediments of the Caspian Sea. 
Using thermal treatment of the sediment samples, phytase producing Bacillus isolates 
were screened on PSM agar. In addition, after a quantitative assay of phytase production 
using the ammonium molybdate method, phytase production of the isolates was 
investigated in the MGE broth containing rice bran extract. Screening results of 40 
isolates demonstrated that the four isolates MGH2, MGH3, MGH4 and MGH7 showed 
high levels of phytase production with a clear halo zone forming around the colony. 
Morphological and physiological characteristics indicated that all of the selected 
isolates belong to Bacillus. Maintaining a clear halo zone, after staining with 
ammonium molybdate, confirmed the production of phytase in all selected isolates. In 
addition, the results of the quantitative assay of phytase production in the isolates 
showed that maximum and minimum phytase production relate to MGH4 with 10.58 U 
ml-1 and MGH3 with 9.34 U ml-1, respectively. When the production of phytase in MGE 
broth and PSM broth were compared with one another, a 55-60 percent increase in 
phytase production was examined in the MGE broth. The results of present study 
indicated that rice bran extract can be considered as a suitable and affordable substrate 
with high levels of phytase production.  

Key words: Phytase, rice bran extract, Bacillus, Caspian Sea 
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