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هاي  باكتري و يجران ژيلوسآسپريتاز اسيدي و قليايي از قارچ ف و خالص سازي توليد
  با هدف دستيابي به يك تركيب مفيد سابتليس باسيلوسو  اشرشياكلي نوتركيب

  جيره طيور در
  4،5احمد آسوده و 4، محمدرضا نصيري3عليرضا حسابي نامقي ،2ريحانه سريري ،*1مهدي كسرايي

  گروه زيست شناسيپرديس دانشگاهي، شگاه گيلان، دان ايران، رشت، 1
  گروه زيست شناسي دانشكده علوم پايه،ايران، رشت، دانشگاه گيلان،  2

بخش مركز تحقيقات و آموزش كشاورزي و منابع طبيعي استان خراسان رضوي،  تحقيقات و ترويج كشاورزي، ،ايران، مشهد، سازمان آموزش 3
  تحقيقات علوم دامي

  پژوهشكده فناوري زيستي، گروه  تحقيقاتي پروتئين هاي نوتركيب، مشهد دانشگاه فردوسيمشهد،  ايران، 4
  شيميگروه مشهد، دانشگاه فردوسي مشهد، دانشكده علوم،  ايران، 5

  4/6/98 :تاريخ پذيرش  22/4/98 :تاريخ دريافت

  چكيده

و تك معده اي ها و كاهش آلودگي محيطي، اين  طيورمنظور افزايش قابليت دسترسي فسفر و ساير مواد معدني در جيره ب
رژيلوس آسپقارچ  بدين منظور، فيتاز. انجام گرفت در مجراي گوارشي طيور اتجهت هضم فيت فيتاز آنزيم توليدا هدف ب پژوهش

. نددنوتركيب توليد ش DNAبا استفاده از فن آوري  سابتليس باسيلوسو  اشرشياكليو فيتازهاي  PSMروي محيط كشت  يجران
الكتروفورز  خالص سازي شده و با استفاده از زفارس -Qو  )Ni-NTA(زفارنيكل س آنزيم ها با استفاده از ستون كرماتوگرافي

 باسيلوس سابتليس قليايي فيتاز ترتيب برايب وزن ملكولي آنزيم ها ، )SDS-PAGE( پلي آكريل آميد اتسيل سولفسديم دود
)PhyC( ،اشرشيا كلي فيتاز )appA( آسپرژيلوس نايجرفيتاز قارچي  و )PhyA( تخمين زده شدكيلو دالتون  66و  44، 42حدود .

 يپارامترهاي كنتيك با مقايسه. تعيين شدند) U/ml( 33/29و  49/35 ،81/54ترتيب ب PhyAو  PhyC ،appA فعاليت فيتاز براي
كه آنزيم حاليحرارتي باشد، در ل و داراي پايداريگراد فعا ه سانتيدرج 90مي تواند در دماي  PhyCكه آنزيم  نشان داده شد

appA و راندمان آنزيمي با داراي بهترين دامنه فعاليت pH  اين خصوص، بيشتريندر . مي باشد ارشيودر لوله گ 5/4تا  4حدود 
طبق نتايج  .دهد خ مير )appA(اشرشيا كلياسيدي فيتاز  براي آنزيم ميلي مولار 09/0برابر  Km باسوبسترا  آنزيم بهميل تركيبي 

در مجراي گوارشي پرندگان داشته  تبراي هيدروليز فيتا آنزيم ها مي تواند كارايي قابل قبولي تركيب مناسبي از اينبدست آمده، 
  . باشد

  گوارشي ، مجراي يتيك، توليد نوتركيبفيتاز، اسيد ف :كليدي واژه هاي

 mk.jahad@yahoo.com :كيپست الكتروني، 51384037400: ، تلفننويسنده مسئول* 

  مقدمه 
يتيك بخش اصلي دانه هاي گياهي را شامل شده كه اسيد ف

يك تا سه درصد وزن برخي غلات و دانه هاي روغني را 
اك دام و در خور هسطوح فسفر فيتات. )8( در بر مي گيرد

 60و  72 رتيببت طور معمولطيور متفاوت هستند كه ب
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شامل مي  را ه سويادانه ذرت و كنجال درصد كل فسفر
درصد كل فسفر موجود در بيشتر علوفه ها  3/1تنها . شود

كارآمد توسط دام هاي اهلي مورد استفاده قرار مي طورب
ب شده تا يتيك موجساختار غيرمعمول اسيد ف). 19(گيرد 

. نفي باشندبار م 12يتيك حامل شش گروه فسفر در اسيد ف
گانه مي تواند به  گانه، دوگانه و سهبنابراين، باندهاي ي

و كاتيون ها تشكيل شود و  فيتيكشكل موثري بين اسيد 
). 23(نامحلول خواهد بود  جاد شدهمحصول ايدرنتيجه 

 pH معدني، كه غالبا درمواد  كمپلكس هاي فيتات و
مي توانند با جذب مواد  فيزيولوژيك نامحلول هستند

معدني ضروري در روده و كاهش قابليت جذب مواد 
جذب تغذيه اي ). 15(ايفا نمايند نامطلوبي نقش  معدني

كاتيون هاي مهم نظير كلسيم، منيزيم، روي و آهن و برخي 
پروتئين ها توسط فيتات مي تواند سوء تغذيه را با تاثير بر 

). 26(رسوب شوندگي شان تحريك نمايد ميزان هضم و 
 و ميو اينوزيتول پنتوز فسفات مي توانند فيتيكاسيد 

 از قبيل فعال شدن برخي آنزيم هاي گوارشيموجب غير
). 12( يد فسفاتاز و تيروزنازشوندآلفا آميلاز، تريپسين، اس

به نشاسته، پروتئين و ليپيدها  علاوه بر اين، فيتات مي تواند
كه كاهش دهنده ظرفيت هضمي و بازدارنده  دهش متصل

از فسفاتازهاي  يهوگر هافيتاز). 3(ميزان جذب مي باشد 
د نبراي شروع تفكيك فسفر از فيتات مي باشضروري 

حيوانات تك معده اي نظير پرندگان، ماهي ها و در). 17(
سطوح  پايين بودن فعاليت يا بدليل عدمهمچنين انسان 

 اين تركيب در ،يه كننده فيتاتآنزيم هاي تجزفعاليت 
، مقادير درنتيجه). 10( ي گردددستگاه گوارشي متابوليزه نم

دفع شده و ير قابل هضم از طريق مدفوع مازاد فيتات غ
فسفر غيرآلي تجزيه شده توسط ميكروب هاي همراه با 

آب  شاورزي راه يافته و باعث آلودگيخاك به زمين هاي ك
طي  ).20(هاي مجاور و زمين هاي كشاورزي مي گردد 
در جيره  يك تحقيق نشان داده شد كه استفاده از آنزيم فيتاز

فوع درصدي فسفر مد 50اهش و خوك موجب كپرندگان 
). 6(و افزايش جذب مواد معدني موجود در جيره مي شود 

وسيعي را  همحدوددستگاه گوارش پرندگان   pH ، بهرحال
طور بالقوه اي روي ثبات و فعاليت آنزيم ب و در بر مي گيرد

و نهايتا ميزان آزادسازي مواد مغذي و  برون سلوليهاي 
 از اين رو. گذار خواهد بودجذب شان توسط پرندگان تاثير

كلي آن در مجراي فيتاز با عملكرد  هاي تركيب آنزيم
  ). 1شكل (جالب توجه باشد  گوارشي مي تواند

فيتاز داراي توزيع گسترده اي در بافت هاي حيواني،     
ز طبق تحقيقات، فيتا. ن و ميكروارگانيسم ها مي باشدگياها

 اراي قابليت بالاتريد ميكروبي در مقايسه با ساير فيتازها
مي  بيوتكنولوژي هاي با تكنيكجهت حداكثر عملكرد 

هرچند، فيتاز از سويه هاي مختلف باكتريايي، مخمر . باشد
و قارچ استخراج مي گردد، توليد صنعتي فيتاز تنها مبتني بر 

ويژه سويه ب آسپرژيلوستوليد شده توسط قارچ  آنزيم
فيتاز توليد شده . )29(مي باشد ) E.C.3.1.3.8(يجر ان

هيستيدين اسيد  از خانواده يجران رژيلوسآسپتوسط قارچ 
كه شامل توالي حفاظت شده آمينواسيدي است  فسفاتاز

RHGXRXP اين نوع فيتاز. در جايگاه فعال آنزيم مي باشد 
 همچنين. خود را دارد يتفعال حداكثر 6/5تا  pH  5/4در

زهاي نسل جديد فيتا بالاينشان داده شده است كه پتانسيل 
مي  )Phyzyme XP(مهندسي شده  اشرشياكليفيتاز  نظير

در فسفر معدني جيره، انرژي  زيادي كاهشمنجر به  تواند 
اين تحقيق همچنين در ايران ). 22(و اسيدهاي آمينه گردد 

طبيعي فيتاز  توليد و باكتريايي منظور توليد فيتاز نوتركيبب
و حداكثر  لونينگغربالگري، ك. ام شده استانج قارچي
اشرشياكلي ميزبان  در ليسبتباسيلوس سا ژني فيتازبيان 

منظور دسترسي به تركيبي ايده ب). 5و 4( گزارش شده است
تحقيق  ،آنزيم هاي اسيدي و قليايي براي جيره طيور از آل

آنزيمي فيتاز توليد شده در  فعلي به مطالعه تاثير
كمك  ابتليسس باسيلوسو  اشرشياكلي، يجران سلوژيآسپر

با استفاده  بدين منظور، توليد فيتاز باكتريايي. خواهد نمود
توليد فيتاز  از تكنولوژي نوتركيب انجام شد، درحالي كه

در مقياس گسترده اي از  يجرارژيلوس نآسپ قارچي از
   .ج گرديدااستخر محيط طبيعي
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  هر بخش مجراي گوارشي و آنزيم هاي فيتاز مورد نياز در pHميزان  -1شكل 

  مواد و روشها 
محيط هاي : ط كشت، پلاسميد و سويه باكترياييمحي

 LBو ) عصاره سيب زميني، دكستروز و آگار( PDAكشت 
از شركت آلماني ) عصاره مخمر، تريپتون و كلريد سديم(

خاك از  رژيلوسآسپسه نمونه . مرك خريداري شدند
 ردوسي مشهددانشكده كشاورزي دانشگاه ف مزرعه ذرت

پلاسميد آماده سازي تهيه و . جداسازي شدندهيه و ت
تحقيق  با توجه به PhyCو  appAنوتركيب شامل ژن هاي 

  . بدست آمد) 5(و آزمايشات نصيري و آرين نژاد 

محيط بدين منظور  :ژيلوسرطالعه مقادير توليد فيتاز آسپم
PSM )درصد گلوكز، نيم درصد سولفات  5/1: شامل

درصد سولفات  01/0لريد پتاسيم، درصد ك 05/0آمونيوم ، 
درصد كلريد كلسيم،  01/0كلريد سديم،  01/0منيزيوم، 

درصد سولفات منگنز،  001/0درصد سولفات آهن،  001/0
برابر  pHدرصد آگار در  5/1نيم درصد فيتات سديم و 

انتقال يافت و نمونه ها در  به آنتهيه و كلوني قارچ  )6/5
 .روز انكوبه شدند 5تا  2اي گراد بر درجه سانتي 30دماي 

قارچ ها از ) rpm 4000دقيقه در  20(وژ سپس با سانتريف
مايع رويي بدست آمده با  .محيط كشت حذف شدند

، %20- 0افزايش تدريجي آمونيوم سولفات در غلظت هاي 
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20 -30% ،30-40% ،40-50% ،50 -60% ،60-70% ،70 -
 در هر مرحله رسوب دهي،. اشباع رسوب داده شد% 80

. دقيقه انجام گرفت 20مدت ب g × 24000سانتريفوژ با 
استات  mM 50رسوب بدست آمده از هر مرحله در بافر 

  mMحل شده، سپس در مقابل بافر  5/5برابر  pHبا  سديم
دياليز ساعت  24دت بم )pH=5/5( استات سديم 10

محلول آنزيمي بدست آمده بعد از دياليز به ستون . شدند
 mM 50سفارز متعادل شده با بافر  - Qتعويض آنيوني 

ستون با  سپس .انتقال داده شد )pH=5/5(ستات سديم ا
 NaCl )1/0 ،2/0 ،3/0 ،1 ،2 ،3غلظت مختلف شش 
شستشو ) pH=5/5(ستات سديم ا mM 50در بافر  )مولار

 2محلول خروجي از ستون به ميكروتيوپ هاي . داده شد
 nm 700در  ر يكفعاليت ه انتقال داده شده وميلي ليتري 

نمونه هاي داراي فعاليت با يكديگر جمع . اندازه گيري شد
منظور ب شدند و بعد از دياليز مطابق روش توضيح داده شده

 درجه سانتي گراد نگهداري 4در  SDS-PAGE   ابتفكيك 
 درجه سانتي گراد 4تمامي مراحل تخليص در دماي . نددش

  .انجام گرفت

) DE3( در اشرشياكلي appA و PhyC توليد فيتاز
B121: بعنوان پاستوريس  ايكه بروي مخمر پيكتحقيقي در
پروتئين هاي  جهت توليد مناسب آزمايشگاهي ابزار

كه اين نشان داد  نتيجه ي حاصل. نوتركيب صورت گرفت
 يساير ميزبانها، سيستم ترشحي مناسب همخمر نسبت ب

محيط كشت ارزان و  با )درون سلولي و برون سلولي(
براي دستيابي بمقادير  مچنين امكان دستكاري ژنتيكيه

با ساختار درست بشمار بالايي از پروتئين هاي نوتركيب 
 PhyCشامل  pET21پلاسميد  اخير در  تحقيق). 1(مي رود

 تركيب برگرفته از تحقيقوليد كننده آنزيم نوت appAو 
طور خلاصه، پلاسميد ب. مي باشد) 4(ن نژاد و همكاران آري
گرديد و  رانسفورمت BL21 (DE3) اشرشياكليكيب به نوتر

از محلول ايزوپروپيل بتا دي تيوگالاكتوزيد  رميلي مولا 5/0
دو ليتر از . منظور القاي بيان پروتئين افزوده شدب IPTGيا 

 و بدنبال آن ليز سلولي وسلول هاي القائي جمع آوري شد 

انجام  Ni2+ -NTAخالص سازي روي ستون مرتبط با 
همه مراحل خالص سازي ). Bio-Rad, CA, USA(فت گر
ستورالعمل هاي فراهم طبق دگراد  درجه سانتي 4ر دماي د

  . انجام شد Novagen USAشده توسط 
نمونه ها براي اندازه گيري  :تعيين فعاليت فيتاز 

ميكروليتر پروتئين  150فعاليت فيتاز از طريق انكوباسيون 
 ( تغليظ شده mg/ml 1/0(  ميكروليتر محلول  600با

 ,Sigmaدرصد وزن حجمي فيتات سديم،  2/0(سوبسترا 

St Louis, MO, USA  مولار بافر استات سديم، با  1/0در
pH  درجه سانتي 50دقيقه در دماي  37مدت ب) 5برابر 

 5ميكروليتر از محلول  750. گراد مورد ارزيابي قرار گرفتند
قف كردن تري كلرواستيك براي متو) وزن حجمي(درصد 

ميلي ليتر از واكنشگر رنگي  6. واكنش افزوده گرديد
، محلول )درصد 5/1با وزن حجمي (موليبدات آمونيوم 

 7/2، و سولفات فروس )v/v(درصد  5/5اسيد سولفوريك 
ميلي ليتر از محلول  5/1به ) بر اساس وزن حجمي(درصد 

 700در طول موج  توليد فسفوموليبدن. نمونه افزوده گرديد
نتايج با . اندازه گيري شد نومتر توسط اسپكتروفتومترينا

يك منحني استاندارد تهيه شده با فسفات معدني 
)KH2PO4 (يك واحد فعاليت آنزيمي . يسه شدمقا
صورت مقدار آنزيم هيدروليز كننده يك ميكرو مول ب

فسفات در هر دقيقه تحت شرايط آزمايشگاهي تعيين 
  . گرديد

ن منت ليسيت ويژه و ثابت ميكائفعال :يكينتيك مطالعات
)Km (تعيين شد گبر - وريلينو فيتاز با استفاده از منحني .

فسفات هاي مختلف معدني نظير فيتات سديم، فسفات پي 
نيتروفنيل، فسفات دهيدروژن پتاسيم، فسفات دهيدروژن 

در تحقيق فعلي با سديم، فسفات آمونيوم و اسيد فسفريك 
  . ه شدنداستفاد رميلي مولا 15غلظت 

صورت ميانگين هاي داده هاي آزمايشي ب :آناليز آماري
داده ها با استفاده از ). SEM±(خطاي معيار تعريف شدند 

آناليزهاي . آناليز آماري شدند ANOVAروش هاي 
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رگرسيون خطي براي ايجاد مدل هاي رگرسيون جهت 
  pHدما ومختلف  برآورد فعاليت فيتاز مبتني بر مقادير

دند، درحالي كه آناليزهاي رگرسيون غيرخطي استفاده ش
 براي برآورد مقدار فسفر آزاد شده از فسفات هاي مختلف

لحاظ آماري در سطح تفاوت ها ب. معدني استفاده شدند
  . مدنظر قرار گرفتند)  >P 05/0 (       معني داري

  نتايج و بحث
 لوسيژِرآسپسه جدايه  :ژيلوس مولد فيتازشناسايي آسپر

 عنوان سوبسترا درادر به هيدروليز فيتات سديم بق نايجر
شكل (شفاف ايجاد شده شدند  و توليد نواحي PSM محيط

عنوان منبع منحصر به فرد يتين و گلوكز بمحققين از ف). 2
استفاده  Pseudomonasكربن جهت بررسي توليد فيتاز 

آنها نشان دادند كه هر چه ضخامت ناحيه هاله . كردند
). 11(فعاليت فيتاز بالاتر خواهد بود شفاف تر باشد، 

 5منظور انتخاب بهترين ژن مولد فيتاز مابين اين بنابراين، ب
ه بزرگترين ناحيه هاله حول خود ايزوله، نمونه ايجاد كنند

براي ايزوله نمودن ژن فيتاز  عنوان نمونه اصليب
بطوريكه اين  .مورد آزمايش قرار گرفت يجرارژيلوس نآسپ

جهت تعيين  PCR و DNA استخراجاز پس نمونه جهت 
    .توالي به شركت ماكروزن كره ارسال شد

  

  
  .ناحيه شفاف نشانگر فعاليت فيتازي مي باشد ،مولد فيتاز ايجرن ژيلوسرآسپتشكيل نواحي هاله حول  -2كل ش

 آنزيم كه جهت توليد بق تحقيقيط :توليد فيتاز باكتريايي
جدا شده ازرسوبات  وسفيتاز با استفاده از باكتري باسيل

نشان داده شد كه . گرفت صورتبستر درياي مازندران 
 تواند با سطح مي )بعنوان سوبسترا( عصاره سبوس برنج

  ).2( توليد فيتاز بالاترجايگزين سديم فيتات خالص شود
عنوان ب IPTGبا استفاده از  نوتركيب فيتازدر اين پژوهش 

 پروتئين فيتاز وزن مولكولي. )3شكل( توليد شدالقاگر 
 aapAو  PhyCبراي  كيلو دالتون 44و  42 ترتيب مقاديرب

كيلو  66وزن مولكولي   PhyCفيتاز  درمورد همچنين،. بود
تشخيص داده  پلي اكريل اميد الكتروفورز ژل رويدالتون 

و  +Niتوسط ستون  aapAو  PhyCپروتئين  تخليص. شد
وتئين غلظت پر. انجام گرديد) 3شكل ( زسفار- Qستون 
 ميلي گرم بر ميلي ليتر براي 55/3 و 76/4، 97/7حدود 
PhyC ،appA  وPhyA محققين . ترتيب تخمين زده شدب

 به نتايج مشابهي دست يافتند زيادي روي توليد فيتاز
   ).27و20،14(
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(A)                                                          (B) 

 

 S2(، PhyCو  S1( appAآناليز مربوط به ). PhyC) .Aو  PhyA ،appAربوط به م SDS-PAGE آناليز -3شكل

 )S5   وS6(  و استاندارد پروتئيني)S3 ( (B) :پروتئين  جزئي آناليز خالص سازيPhyC )S1 (، appA )S2 ( وPhyA )S3 .( الكتروفورز مطابق روش
  .لاملي انجام گرفت

ه از فيتات سديم يتاز با استفادفعاليت ف :خصوصيات فيتاز 
صورت احد فيتاز بيك و. عنوان سوبسترا اندازه گيري شدب

مول فسفر معدني ميكرومقدار فعاليتي تعيين گرديد كه يك 
بهينه براي هر آنزيم  pHرا از فيتات سديم در هر دقيقه در 

خصوصيات . اد آزاد نمايدگر درجه سانتي 50در دماي 
، PhyA فيتازيفعاليت . خلاصه شد 1در جدول آنزيم ها

aapA  وPhyC   واحد 81/54و  49/35، 33/29بترتيب 
ساير . ي در ميلي ليتر تعيين گرديدلبين المل آنزيمي

آورده شده  1پارامترهاي سينتيكي آنزيم ها نيز در جدول 
  و PhyA ، PhyC دماي بهينه) B( 4توجه به شكلبا  .است

aapA  بدست آمد درجه سانتي گراد 50و  60، 55بترتيب .
نسبت به آنزيم   PhyC همان طور كه مشاهده مي شود

هاي ديگر در محدوده وسيع تري از دما فعال مي باشد 
% 50درجه سانتي گراد تقريبا  80طوري كه در دماي 

حاليكه دو آنزيم  ركاهش مي يابد د PhyC فعاليت آنزيم
 4 توجه به شكلبا . ديگر در اين دما غيرفعال مي باشند

)A( مشاهده مي شود كه PhyC  6-8در محدوده pH 
 appA فعاليت ماكزيمم خود مي باشد،% 80داراي بيش از 

فعاليت ماكزيمم خود را % 90بيش از  pH 4- 5در محدوده 

% 80بيش از  pH 2-4,5در محدوده   PhyA دارند و
بنابراين با توجه به . فعاليت ماكزيمم خود را دارا مي باشد

كه تركيب فيتازها  شاهده مي شودنتايج بدست آمده م
)PhyA ،appA  وPhyC (ر همه حذف فسفر از فيتات را د

  .مي سازد ممكن قسمت هاي مسير دستگاه گوارش

گزارشات گذشته قابليت ميكروارگانيسم هاي جدا شده از 
اما در ). 24(قارچ و باكتري براي توليد فيتاز را نشان دادند 

دن شرايط محيطي، قابليت مطالعه اخير از طريق بهينه نمو
مطالعات قبلي نشان داد  .توليد فيتاز با راندمان بالا ميسر شد

باسيلوس برون سلولي توليد شده از باكتري  كه آنزيم فيتاز
ميلي  5/0 برابر Kmو  5/6بهينه  pHبا ) natto( سابتليس

واحد  9مولار مي تواند حداكثر فعاليت ويژه آنزيمي برابر 
). 25(ازاي هر ميلي گرم داشته باشد بين المللي به 

باسيلوس همچنين، آنزيم فيتاز توليد شده از باكتري هاي 
ميلي  05/0 برابر Kmو  7بهينه حدود  pHبا  سابتليس

واحد بين المللي در هر  15مولار، فعاليت ويژه آنزيمي 
، كه اين نتايج با نتايج فعلي )15(ميلي گرم را نتيجه داد 

   . مطابقت داشت
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 بهينه  pHهاي فيتاز توليدي و تعيين نتايج اندازه گيري فعاليت آنزيم -1جدول 

فعاليت فيتازي  منوع آنزي رديف
)U/ ml( 

غلظت 
پروتيئن   
(mg / ml) 

  فعاليت ويژه

 (U/ mg) 
pH بهينه Km 

(mM) 

باسيلوس سابتليسفيتازقليايي 1  81/54  97/7  93/6  7 -5/6  08/0  

اشرشياكليفيتازاسيدي  2  49/35  76/4  45/7  5 -4/4  09/0  

سپرژيلوس نايجرآ فيتازقارچي 3  33/29  55/3  26/8  3 -5/2  1/0  

  

با  اكولاياز باكتري  پري پلاسميك آنزيم فيتاز توليد شده
pH  و 5/4بهينه Km  ويژهفعاليت ، رميلي مولا 13/0حدود 

را نشان واحد بين المللي در هر ميلي گرم  1800آنزيمي 
شباهت  جه با نتايج حاصل از اين پژوهشنتياين ). 9( داد
تنها اختلاف در فعاليت ويژه آنزيمي مي باشد كه  ،دارد

دليل آن هم احتمالا وجود ناخالصي هاي پروتئيني در 

زيم فيتاز توليد شده از آن. دنمونه سنجش شده ما مي باش
 6/0حدود  Km و 5/2بهينه  pH با يجرارژيلوس نآسپقارچ 

واحد  100 برابر آنزيمي كثر فعاليت ويژه، حدارميلي مولا
اين نتايج ). 27( را داشتبين المللي در هر ميلي گرم 

  . همخواني داشت پژوهش اخيربا نتايج  تقريبا

                                
محلول  .درجه سانتي گراد اندازه گيري شد 37دماي  عنوان سوبسترا دربا استفاده از فيتات سديم ب pHاثر آنزيمي،  فعاليتروي  pHاثر  )A( -4شكل 

اثر دما در محدوده اثر دما روي فعاليت آنزيمي، ) 7 -9 =pH) .(B( Tris-HClو ) pH= 2-6(استات سديم  mM 100: هاي بافر استفاده شده عبارتند از
  .بهينه اندازه گيري شد pHعنوان سوبسترا براي هر آنزيم در با استفاده از فيتات سديم ب) راددرجه سانتي گ 37- 90(

  نتيجه گيري كلي

توليدكنندگان را  ،اخيرا، افزايش تقاضا براي توليد پروتئين
ترغيب نموده تا از هيدروليز آنزيمي در تغذيه حيوانات 

از . استفاده نمايند ظور بهبود راندمان خوراك مصرفيمنب

بيشترين  ايجاد ، تركيب آنزيم ها باعثها روش بين اين
. شد تگاه گوارش پرندگانعاليت آنزيمي در دسثبات و ف
رژيلوس آسپ، فيتاز اسيدي يا شاين پژوه نتايج  براساس

و فيتاز قليايي ) appA( فيتاز اكولاي، )(PhyA يجران
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در كل دستگاه ند نمي توا) PhyC( ليسباسيلوس سابت
يافته هاي اين تحقيق نشان داد  بعلاوه. گوارش فعال باشند
خصوصيات بيوشيميايي  ديگر و كه فعاليت آنزيمي

 و) PhyA( قارچي داخلي طبيعي توليدي آنزيمهاي
مي متفاوت  كاملاً )appA , PhyC( نوتركيب باكتريايي

عنوان نقطه عطفي براي مي تواند ب اين تفاوت لذا .باشد
  . تركيب اين آنزيم ها در جيره طيور استفاده شود

  قدرداني تشكر و

ري زيستي دانشگاه فردوسي پژوهشكده فناو پايان از در
مشهد و آقاي دكترمحمدرضا نصيري عضو هيات علمي 

كه در تهيه  مشهد فردوسيكشاورزي دانشگاه دانشكده 
همكاري داشته اند صميمانه تشكر هاي نوتركيب  پروتئين

 .و قدرداني مي گردد
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Abstract 

In order to increase the availability of phosphorus and other minerals in the diet of birds 
and monogastrics and reduce environmental pollution this reasearch was aimed to 
produce phytase. This was designed to produce a suitable enzyme for digestion of 
phytate in the gastrointestinal tract of birds. For this propose, Aspergillus niger phytase 
was produced on PSM media and Escherichia coli and Bacillus subtilis phytases with 
using recombinant DNA technology. The enzymes were purified by Q-Sepharose and 
Ni-NTA chromatography column and, using SDS-PAGE, their molecular weights were 
estimated 42 kDa, 44 kDa and 66 kDa for PhyC (Alkaline Phytase), appA (Escherichia 
coli Phytase) and PhyA (Acid Phytase) respectively. The phytase activity for PhyC, 
appA and PhyA were determined 54.81, 35.49 and 29.33 U/ml, respectively. Comapring 
their kinetics parameters, it was shown that PhyC enzyme can be active in 90 0C and 
had thermostability while appA enzyme had best rang of activity in pH of 4-4.5 and 
efficient enzyme in gastrointestinal tract and appA had maximum affinity to substrate 
by km 0.09±0.03. According to the results, a suitable combination of these enzymes 
could be efficient enough to hydrolyse phytate in gastrointestinal tract of birds.  

Key words: Phytase, Phytic acid, Recombinant Production, gastrointestinal tract 

 

 

 

 


