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 چکیده

بر میزان   pHافر و بو همچنین  بررسی اثر دوعامل، نوع  هدف از این آزمایش  بررسی توانایی باکتری های شکمبه برای تجزیه فیتات

ک معده ای ت حیوان  باشد که برایفعالیت فیتازی آنها در شرایط آزمایشگاهی بود. فیتات شکل اصلی ذخیره سازی فسفر در گیاهان می

 م می تواندد این آنزیرا دارن باشد. شکمبه نشخوارکنندگان منبع غنی از باکتری هایی است که توانایی تولید آنزیم فیتازقابل استفاده نمی

 موده و روینوری صاف آهایی با توانایی تولیدفیتاز، مایع شکمبه را پس از جمع سبب تجزیه فیتات گیاهی شود. برای شناسایی باکتری

میزی به آدرجه رشد داده شد. سپس رنگ 39های شکمبه حاوی سدیم فیتات بصورت بی هوازی در دمای محیط کشت مخصوص باکتری

تعیین  اختصاصی های حاوی سدیم فیتات صورت گرفت و توانایی تولید آنزیم فیتاز روی محیط کشتطروش آمونیوم مولیبدات در محی

 40تعیین شد. از میان  های مختلف و در سه نوع بافر pHدر  های تولید کننده این آنزیمی فیتاز در باکتریشد. همچنین فعالیت آنزیم

زه گیری ردید. با انداها مشخص گکلنی توانایی تولید فیتاز را داشتند که بصورت هاله شفاف در اطراف کلنی22باکتری جدا شده تعداد 

ند. حداکثر فعالیت بودند انتخاب شدرا که دارای بیشترین فعالیت آنزیمی  R1,R2,R3,R4,R5,R6گونه  6کلنی،  22فعالیت آنزیمی این 

های  pHهای منتخب در هبا توجه به فعالیت فیتازی سوی. بافر گلیسین و استات تعیین شد اسیدی و در دو pHبرای اغلب آنها در  آنزیمی

 د.وشهای میکروبی در خوراک دام های تک معده ای پیشنهاد می ها به صورت مکملاستفاده از این باکتری 5/5و  5/4

 های شکمبه ، فعالیت آنزیمی، فیتات، فیتازباکتری :یکلید یهاواژه

 

 مقدمه 

، کنترل انتقال عروق DNAاسید فیتیک و متابولیت های آن نقش مهمی در فرایندهای فیزیولوژیکی یوکاریوتی دارندکه از جمله آن ترمیم 

کند هیدرولیز فیتات به فسفات معدنی، اینوزیتول و منواینوزیتول را تسریع میفیتاز  (Conway and Miller. 2007 .)باشدو تکثیر سلولی می

این فرایند موجب افزایش کیفیت مواد مغذی غنی از اسید  (..Pasamontes. et al.,1997)و متعلق به خانواده اسید هیستیدین فسفاتاز است 

فایتیک در صنایع غذایی و خوراک با افزایش قابلیت زیست پذیری آنزیم، اسید فسفریک و مواد معدنی برای انسان و حیوانات تک معده ای 

میکروبی رانشان می دهد؛با این حال،  تا کنون مشخص شده که محیط زیست سطح بالایی از تنوع زیستی(Pandey. et al.,2001 )می شود 

 .Fu et ) فیتاز در گیاهان، حیوانات و میکروارگانیسم ها وجود دارد( Prosser,. 2015 .)تنها بخش کوچکی از آن شناخته شده است

al.,2008.) اس تجاری برای برنامه تحقیقات نشان داده که فیتازهای میکروبی بیشترین احتمال  برای تولید فیتازهای مورد استفاده در مقی

حیوانات نشخوارکننده می توانند اسید فیتیک را به عنوان منبع فسفر (. Sapna and  Singh. 2016 های کاربردی بیوتکنولوژی هستند )

 Markiewicz., 2013)استفاده کنند زیرا باکتری هایی که در شکمبه آنها زندگی می کنند به خوبی تولید کننده انواع مختلف فیتاز هستند 

 Raun )از این رو نشخوارکنندگان با توجه به میزان باکتریهای تولیدکننده فیتاز در شکمبه، برای استفاده از فیتاز توانایی ویژه ای دارند ( . 

et. al., 1956.)های بدست آمده از خاک مانند  باسیلوسو  ایکولایهایی مانند یفیتاز از منابع قارچی و باکتر آنزیم اغلب پژوهش ها در مورد

هدف از انجام این از این رو . می باشد و کمتر به منابعی مانند باکتری های شکمبه نشخوارکنندگان توجه شده است باسیلوس سابتلیس
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شده از این آزمایش جداسازی و شناسایی باکتری های تجزیه کننده فیتات از شکمبه نشخوارکنندگان و بررسی کنتیک آنزیم فیتاز تولید 

 . باکتری ها می باشد

 

  مواد و روش ها

درصد کنسانتره انجام گرفت. به این  40درصد علوفه و  60جداسازی باکتری ها از مایع شکمبه گاو نر نژاد هولشتاین با جیره ای شامل 

ازی باکتری ها با استفاده از کشت بی هو منظور مایع شکمبه تازه پس از جمع آوری صاف شد و رقت های سریال از آن ساخته شد سپس

انجام گرفت. از آنجا که اکثر باکتری هایی که دارای فعالیت فیتازی هستند در گروه باکتری های  ((Bryant and Burkey.,1953تکنیک 

 Abou Akkadaت از محیط کشدر این مرحله از آزمایش برای جداسازی باکتریها دارای فعالیت فیتازی  پرتئولتیک و آمیلولتیک قرار دارند

and Blackburn.,1963)  ) برای رشد باکتریهای پروتئولتیک و از محیط کشتKurihara et.al.,1968)  ) برای رشد باکتر های آمیلولتیک

  استفاده شد. 

یط کشت محا در هبه منظور سنجش فعالیت فیتازی باکتری ها جدا سازی شده از محیط های آمیلولتیک و پروتئولتیک،  این باکتری 

های موجود روی محیط ساعت کلنی های رشد کرده و سپس کلنی 24درصد سدیم فیتات بود کشت شدند. بعد از  5/0عمومی که حاوی 

حلول کلرید کبالت با دقیقه انکوباسیون در دمای اتاق م 5پوشانده شد. بعد از  %2کشت را شسته و سطح پلیت با محلول کلرید کبالت 

مونیوم وانادات(جایگزین آ %42/0% آمونیوم مولیبدات و 25/6شده آمونیوم مولیبدات و آمونیوم وانادات )محلول حاوی محلول تازه ساخته 

که  قرار گرفت ورد بازنگریدقیقه انکوباسیون در دمای اتاق، محلول از سطح پلیت ها برداشته شد و ناحیه شفاف روی پلیت م 5شد. بعد از 

جداسازی شده از باکتری  (. در این آزمایش فعالیت آنزیم فیتازyanke et.al., 1998لنی استقرار یافته بود )نشان دهنده فعالیت فیتازی ک

ی در محلول رویی اندازه گیری شد. کنتیک آنزیم (yin et.al.,2007)به روش  های شکمبه و یک باکتری نوترکیب به عنوان کنترل مثبت

( انجام .Thuy et. al،2011) ها مطابق روش باکتری  شد. برای این منظور فعالیت آنزیمی این هر کدام از باکتری های شناسایی شده تعیین

، استات سدیم و  HCL-ر گلایسیندر سه باف 5/7تا 5/3های pHفعالیت آنزیم فیتاز با تعیین میزان فعالیت در آل برای ایده pHگرفت.  

ادفی انجام ح کاملا تصه از طریکرو مول در دقیقه تعریف شد. آنالیز اعداد با استفادسیترات تعیین شد. فعالیت یک واحد آنزیمی برابر یک م

 .انجام شد pHو آزمون دانکن برای مقایسه میانگین فعالیت آنزیمی باکتری های مختلف در هر 

 

 نتایج و بحث 

 تولید باکتریهای زیجداسا برای. سازی شدنداز کشت در محیطهای آمیلولتیک و پرتئولتیک جدا  کلنی ازباکتریهای شکمبه پس 40 تعداد

شماره  R22الی  R1ره های داشتند که با شما را فیتاز تولید توانایی کلنی 22 تعداد که داد نشان مایع شکمبه کشت نتایج فیتاز، کننده

. (1 شکل میکنند.) ایجاد کلنیها اطراف در شفاف هاله کشت، محیط فیتات سدیم تجزیه با فیتاز آنزیم باکتریهای تولیدکننده .گذاری شدند

 د. نزیمی انتخاب شدنگونه باکتری که بیشترین فعالیت را نشان دادند برای اندازه گیری کنتیک آ 6بر اساس میزان فعالیت فیتازی ،
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لیت فیتازی نشاندهنده فعاها  کلنی اطراف در فیتات سدیم تجزیه از ناشی شفاف (. هاله1953بریانت و بارکی ) محیط کشت مایع شکمبه در -1شکل

 است.

 

یشتر از لیسین و استات بگونه انتخاب شده درسه بافر مختلف نشان میدهد که فعالیت آنزیم در دو بافرگ 6فعالیت آنزیمی بدست آمده از 

در  R5وR3،R4های م باکتریبیشترین فعالیت را نشان دادند و آنزی R6وR1،R2های در بافرگلیسین فیتازباکتری.بافر سیترات میباشد .

در  et. al. .Yanke  (1999) .بافر استات بیشترین فعالیت را نشان دادند. آنزیم باکتری شاهد نیز دربافر گلیسین حداکثر فعالیت را داشت 

بافر استات را  یتسوکلام (در استخراج فیتاز 2011)  .Lan et.al  .ازبافر گلیسین استفاده کردند سلنوموناس رومینانتیومجداسازی فیتاز 

 مورداستفاده قرار دادند.
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( ، فعالیت یک واحد آنزیمی برابر یک u/mlای مختلف  )هpHکلنی انتخاب شده در بافر های متفاوت تحت  6عالیت فیتازی فاندازه گیری  -1جدول 

 میکرو مول در دقیقه فسفر آزاد شده تعریف می شود

   استات گلیسین سیترات 
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در R4، کلنی pH 5/5در  R1،R2،R3مختلف نشان میدهد که: کلنی های pHگونه انتخاب شده در پنج  6فعالیت آنزیم بدست آمده از 

pH 5/6 کلنی ،R5   کلنی 5/3در ،R6  و کلنی  5/4درR7  بیشترین فعالیت فیتازی را نشان دادند.   5/5یا بعبارتی کلنی شاهد در

محتویات معده مشاهده شد.  pHاسیدی مشابه با  pHبیشترین فعالیت فیتازی در باکتریهای بی هوازی شکمبه ای مورد آزمایش در 

در اکثر باکتریهای انتخاب  5/5و 5/4های pHهای مختلف نشان میدهد که در pHگونه انتخاب شده در  6فعالیت آنزیم بدست آمده از 

از آنجا که سدیم فیتات در محیط اسیدی از شرایط کیلات خارج می شود و بصورت محلول در می  شده فعالیت آنزیمی افزایش می یابد.

یم هایی که در شرایط اسیدی آید بهترین محیط برای تجزیه آن در شرایط اسیدی معده و ابتدای دوازدهه می باشد. بنابراین استفاده از آنز
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فعالیت می کنند ارجح است. این نتایج نشان میدهد که باکتریهای منتخب این آزمایش دارای فعالیت فیتازی در شرایط اسیدی هستند 

که به  سرمینانتیوم و پسودومونا ،ایکولای،سلنوموناسCB1،لاکتو باسیلوس سانفرنسیسنس3B-9پنومونیا  کلبسیلامانند فیتاز جداشده از 

 .Escobin et.al. 2012. ،et. al. 2003 De Angelis ،1993 et. al. Greiner ،, Yanke et. al .)فعالیت دارند 5/5و  5/4-4،4،5/4،4ترتیب در 

1999  1971. et. al Irving  ) . می توان از آن جهت که شکمبه یکی از منابع غنی گونه های باکتریایی با فعالیت ها ی بالقوه آنزیمی است

 .پس از بررسی میزان فعالیت آنزیمی ازاین سویه ها برای تولید آنزیم فیتاز استفاده کرد
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Abstract 

The aim of this experiment was to identify and determine the ability of rumen bacteria to degrade plant phytate 

and to investigate the effect of buffer type and pH factors on their phytase activity in vitro. 

Phytate is the main form storage of phosphorus in plants, which is not usable for monogastric animals and even 

human.Ruminants are a rich source of bacteria, including bacteria that can produce phytase enzymes that can be 

used to degrade phytase in the monogastric gut. To identify bacteria with the ability to produce phytase, the 

ruminal fluid was plated after collection, and was grown on an anaerobic culture medium containing sodium 

phytate at 39 ° C.Ammonium molybdate was used to stain medium plate and the ability to produce phytase 

enzyme was determined on a specific culture medium.The activity of the enzymes of selected bacteria was 

measured at different pH and in three different buffers. Of the 40 bacteria isolated, 22 colonies had the ability to 

produce phytase, which was identified as a clear zone around colonies.By measuring the enzymatic activity of 

these 22 colonies, 6 species of R1, R2, R3, R4, R5, R6, which had the highest enzymatic activity, were 

selected.The maximum enzyme activity for most of them was in acidic pH, and in glycine and acetate, 

respectively.Regarding to phytase activity of selected strains at pH 4.5 and 5.5, the use of these bacteria as 

microbial supplements in monogastric animal feed is recommended. 

 

Keyword: enzyme activity, phytase, phytate, rumen bacteria. 

 

 

 

 


