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 به روش سطح K46bسازي فعاليت كاتاليتيكي آنزيم فيتاز جدايه  بهينه

  پاسخ

  

  1، محمد صفري2، مريم هاشمي∗1 كريم راكي سليمي
  

 گروه علوم و مهندسي صنايع غذايي، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي كرج، دانشگاه تهران، كرج، ايراندانشجوي دكتري و استاد  1

  نولوژي ميكروبي و ايمني زيستي، پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران، كرج، ايران عضو هيئت علمي بخش بيوتك2

)12/9/94:   تاريخ پذيرش7/6/94: تاريخ دريافت(  

  

  چكيده
تـرين   ناي فيتـات؛ فـراوا     اند كـه قابليـت دفـسفريلاسيون مرحلـه         هاي جانوري شناسايي شده    ها و برخي بافت    هاي فيتاز در گياهان، ميكروارگانيسم     آنزيم

 ايزوله ميكروبي كه از منابع مختلف جداسازي شدند براي انتخاب بهتـرين جدايـه توليـد    68در اين تحقيق تعداد    . اينوزيتول فسفات در طبيعت را دارند     

 را در بـين     )U/mL 952/1( بيشترين مقدار فعاليـت آنـزيم فيتـاز          K46bنتايج نشان داد كه جدايه      . وري غربال شدند   كننده آنزيم فيتاز، به روش غوطه     

 و غلظت فيتات سـدم بـه روش سـطح پاسـخ            pH در شرايط مختلف دما،      K46bدر مرحله بعد، فعاليت كاتاليتيكي جدايه       . هاي ميكروبي داشت   ايزوله

 ºCدمـاي   (ينـه    در مقايسه با محـيط كـشت پايـه در شـرايط به             K46bجدايه  در فعاليت آنزيم فيتاز      % 137سازي موجب افزايش     بهينه. سازي شد  بهينه

5/56  ،pH 3/7   همچنين آنزيم فيتـاز جدايـه       . شد)  ميلي مولار فيتات سديم    05/2 وK46b    از فعاليـت بيـشينه خـود را در محـدوده            % 60-73 حـدود

 ـ  مـي K46bجدايـه  بنابراين آنزيم فيتـاز  . نشان داد)  ميلي مولار6/1-5/2(و فيتات سديم ) ºC 68-47(  ،pH) 8-3/6(وسيعي از دما     د كاربردهـاي  توان

پـروري و رفـع    هاي آنها در صـنايع غـذايي و خـوراك حيوانـات، صـنايع آبـزي        مواد غذايي مانند انواع غلات و كنجاله       1اي در اسيد فيتيك زدايي     بالقوه

  .هاي محيط زيستي ناشي از اسيد فيتيك داشته باشد آلودگي

  

  سازي، روش سطح پاسخ يكي، بهينهوري، فعاليت كاتاليت  آنزيم فيتاز، تخمير غوطه:گان كليد واژه

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                           

∗
   salimi_1998@yahoo.com : مسئول مكاتبات 

1. Dephytinization 
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   مقدمه-1

شود، شكل اصلي     ناميده مي  2 يا نمك آن كه فيتات     1اسيد فيتيك 

باشـد   هاي روغني مـي    ذخيره فسفات در غلات، حبوبات و دانه      

از كل فـسفر آنهـا را تـشكيل      % 60-80از وزن و     % 1-5/1كه  

اي محـسوب    فيتات بعنوان يك عامل ضدتغذيه    . ]2, 1[دهد   مي

شود زيرا كه داراي ساختار با بار منفي بـسيار زيـاد بـوده و                مي

توانايي زيادي براي اتصال و كلاته كردن املاح ماننـد كلـسيم،            

توانـد تحـت شـرايط     همچنـين مـي   . منيزيم، روي و آهـن دارد     

ها، كمپلكس تشكيل دهد و      مختلف اسيدي و قليايي با پروتئين     

جـب كـاهش فعاليـت آنزيمــي،    بـا تغييـر سـاختار پـروتئين مو    

, 3[پذيري در دسـتگاه گـوارش شـود          حلاليت پروتئين و هضم   

فــسفر موجــود در فيتــات بــه مقــدار خيلــي كمــي توســط . ]4

دليـل   اي ماننـد خـوك، طيـور و ماهيـان بـه            حيوانات تك معده  

فعاليت بسيار كم يا نبود آنزيم فيتـاز در لولـه گوارشـي خـود،               

مدتا از منابع گيـاهي تـامين       خوراك حيوانات ع  . شود جذب مي 

تواننـد از فـسفر    شود كه غني از فيتات هستند ولي آنها نمـي   مي

بنابراين به همراه مدفوع از بدن آنها خـارج         . فيتات اسفاده كنند  

شده و ايجاد مشكلات متعدد زيست محيطي بويژه در منـاطقي           

  .]8-5[شود  كه كشاورزي و دامپروري صنعتي وجود دارد، مي

ــزيم ــا آنـ ــازهـ ) EC 3.1.3.26و  EC 3.1.3.8( 3ي فيتـ

هگــــزاكيس فــــسفات ) 6 و 5، 4، 3، 2، 1(ميواينوزيتــــول (

طـور   باشـند كـه بـه      ها مـي   گروهي از آنزيم  ) 4فسفوهيدرولازها

هاي فسفات را از اسيد فيتيـك هيـدروليز كـرده و             متوالي گروه 

اينوزيتول با فسفات كمتر و فسفات غيرآلي توليد        -مشتقات ميو 

هـا،   فيتازهـا در منـابع مختلفـي ماننـد ميكروارگانيـسم          . كنند مي

محققان زيادي  . ]9[شوند   هاي جانوري و گياهان يافت مي      بافت

اند كه فيتازهاي ميكروبي براي توليـد صـنعتي آنـزيم            نشان داده 

هـاي مختلـف     اگرچـه سـويه   . باشـند  فيتاز بـسيار مناسـب مـي      

ليـد آنـزيم     بـراي تو   ]12[ و كپـك     ]11[، مخمر   ]10[باكتريايي  

انـد امـا در حـال حاضـر توليـد            فيتاز جداسازي و بررسي شده    

تجاري آنزيم فيتاز براي خوراك دام بر روي فيتازهـاي قـارچي    

                                                           

1. Phytic acid 
2. Phytate 
3. Phytases 
4. myo-inositol (1,2,3,4,5,6) hexakisphosphate 
phosphohydrolases 

امـا بـدليل    . ]8, 7[باشـد     متمركـز مـي    آسـپرژيلوس هـاي    گونه

، پايداري حرارتـي بـالا، پروفيـل        5اختصاصيت زياد به سوبسترا   

 باســيلوس فيتازهــاي  و مقاومــت بــه پروتئــوليز،pHگــسترده 

باشـند   اي براي انواع آنزيم  فيتاز قارچي مي  هاي بالقوه  جايگزين

تعداد زيـادي از فيتازهـاي باسـيلوس از منـابع مختلفـي             . ]13[

-14[جداسازي و مشخصات شيميايي آنها تعيين شـده اسـت            

عنـوان آنـزيم     در حال حاضر يك نوع آنزيم فيتاز منفرد به        . ]20

 ندارد و بنابراين تـلاش گـسترده و مـداومي      آل وجود  فيتاز ايده 

هاي باكتري كـه توليـد كننـده فيتازهـاي           براي جداسازي سويه  

در اين تحقيق تعداد    . ]2[باشند، وجود دارد     جديد و كارآمد مي   

 جدايه ميكروبي كه از منابع مختلف جداسازي شـده بودنـد      68

وش براي انتخاب بهترين جدايه توليد كننده آنـزيم فيتـاز بـه ر            

وري غربال و شـرايط بهينـه فعاليـت آنـزيم فيتـاز            تخمير غوطه 

  .سازي و تعيين شد  بهينه6جدايه منتخب به روش سطح پاسخ

  

  ها  مواد و روش-2

   تهيه مايه تلقيح-2-1

هاي ميكروبي بر روي محيط كشت جامد استريل  در ابتدا جدايه

، 1، عـصاره مخمـر   8محيط كشت نوترينت براث  : گرم بر ليتر  (

، پتاسيم دي هيـدروژن فـسفات       1دي پتاسيم هيدروژن فسفات     

كـشت و   ) 18 و آگار    12/0، سولفات منيزيم    4/0، گلوكز   25/0

مايـه  . گذاري شد   ساعت گرمخانه  24 به مدت    Cº 30در دماي   

 50وسيله انتقال يك لوپ از كـشت تـازه بـه فـالكون               تلقيح به 

 بـراث محيط كـشت نوترينـت       ميلي ليتر    10ميلي ليتري حاوي    

 دور بر دقيقه 170 و Cº 30در دماي گذاري  استريل و گرمخانه

  .]21[  ساعت، تهيه شد24به مدت 

توليد كننـده   جدايه  ترين    انتخاب مناسب  -2-2

 آنزيم فيتاز

 جدايه 68 گري  و غربالبررسيوري براي  از روش كشت غوطه

 موجود در بانك ميكروبي پژوهـشكده بيوتكنولـوژي         ميكروبي

براي انتخاب جدايه بـا بـالاترين ميـزان توليـد           يران  كشاورزي ا 

                                                           

5. Strict substrate specificity 
6. Response surface methodology (RSM) 
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زمينـي   هاي مذكور از مزارع سيب  جدايه.آنزيم فيتاز استفاده شد  

خراسـان، زنجـان،    ( گنـدم    ،)و تهـران    خراسان، زنجان، فارس    (

و ) گيلان، گلستان و مازندران(و برنج ) اصفهان، فارس و تهران   

 خراسـان، تهـران،   اصـفهان، (باغات ميوه سيب، بادام و زردآلـو    

هاي   از ارلن  .)2جدول   (جداسازي شده بودند  ) زنجان و كرمان  

 ميلي ليتر محيط كشت توليد آنـزيم        25 ميلي ليتري حاوي     100

، عـصاره  12، دكـسترين  1/0فيتـات سـديم   : گرم بر ليتـر (فيتاز  

كـه بوسـيله   ) 3/0 و سولفات منيزيم 3، عصاره گوشت  4مخمر  

ند، براي توليد آنزيم فيتاز استفاده      مايه تلقيح كشت داده شد    % 2

 ºCدمـاي  ( اوليه محيط كشت قبل از اتـوكلاو كـردن         pH. شد

قبـل از  .  تنظـيم شـد  5/7-8بـر روي   )  دقيقـه  15 به مدت    121

از محلـول اسـتريل شـده كلريـد          %01/0تلقيح تا مقدار نهـايي      

 و پس از تلقيح،     محيط كشت توليد آنزيم فيتاز اضافه     به  كلسيم  

 48 دور بـر دقيقـه بـه مـدت     170 و ºC 30ر دمـاي    دهـا    ارلن

  .گذاري شدند گرمخانهساعت 

   استخراج و نگهداري آنزيم فيتاز-2-3

مدت ه  بگذاري، محيط كشت تخمير شده       پس از اتمام گرمخانه   

. سانتريفوژ شددور بر دقيقه  10000 با ºC 4 دقيقه در دماي 20

ريم فيتاز خام عاري از سلول بعنوان منبع آنبخش شفاف روماند 

گيـري فعاليـت     ندازه تا زمان ا   همچنين مايع روماند  . استفاده شد 

  .نگهداري شد -ºC 20در دماي آنزيمي 

  تازي فمي آنزتي فعاليريگ اندازه -2-4

فعاليت آنزيم فيتاز براساس ميزان فسفات غيرآلي آزاد شده طي          

عنـوان سوبـسترا بـا       واكنش آنزيم فيتاز بر روي فيتات سديم به       

طور  به. ]22[گيري شد  ستفاده از روش موليبدات آمونيوم اندازها

سوبــستراي فيتــات ســديم ميكروليتــر  400خلاصــه، در ابتــدا 

 اسـيد  - تـريس  بـافر  مولار در  ميلي 5/1 سديم فيتات محلول(

را در ميكروتيوب اضـافه كـرده و         )مولار ميلي 100 كلريدريك

قـرار داده    در بـن مـاري  ºC 50 دقيقـه در دمـاي   60به مـدت   

مخلـوطي از   (رنگـي    ميكروليتر از معـرف      400 سپس   .دوش مي

و اسيد نيتريك   % 24/0، وانادات آمونيوم    %10موليبدات آمونيوم   

 بــا هــم مخلــوط 1 و 5/1، 5/1ترتيــب بــه نــسبت  كــه بــه65%

 دور 12000 با  دقيقه10مدت ه ب و ها اضافه به نمونه ،  )شوند مي

 ميكروليتر از   100. شوند وژ مي بر دقيقه در دماي محيط سانتريفي     

)  تكرار2(هاي ميكروپليت منتقل كرده  مايع روماند را به چاهك

 نانومتر 415 طول موج و شدت جذب رنگ زرد توليد شده در         

غلظـت   .شـود   مـي  گيـري   انـدازه با استفاده از ميكروپليت ريدر      

فسفات غيرآلي در هر نمونه با قرار دادن مقدار جذب نوري در          

. شـود   محاسـبه مـي   غيرآلـي نحنـي اسـتاندارد فـسفات     معادله م 

 (U/mL)فعاليت آنزيم فيتاز برحـسب واحـد بـر ميلـي ليتـر               

برابر اسـت بـا   فيتاز  واحد فعاليت آنزيم    هر  . گزارش شده است  

 يـك دقيقـه در شـرايط        بتواند طي مدت زمان    مقدار آنزيمي كه  

  . يك ميكرومول سوبسترا را به محصول تبديل كندآزمايش

ــين -2-5 ــي تعي ــت كم ــزيم فعالي ــاز آن  فيت

  منتخب هاي جدايه

 در كه H16h و K46b جدايه دو ،ميكروبي جدايه 68 بين از

 را فيتـاز  آنـزيم  توليد مقدار بيشترين ديگر هاي نمونه با مقايسه

 آنزيم فعاليت جدايه، بهترين انتخاب براي. شدند غربال داشتند،

 هـا pH ،)65 و   ºC 50(دماهـا    در شـده  غربال جدايه دو فيتاز

 آنزيمي واكنش انجام مختلف هاي زمان مدت و) 5/8 و 7 ،5/5(

  ).3  جدول (شد بررسي) دقيقه 60 و 30(

 فيتاز آنزيم كاتاليتيكي فعاليت سازي  بهينه -2-6

  پاسخ سطح روش به K46b جدايه

 روش هـاي  طراحي ترين كاربردي از كه 1مركزي مركب طرح از

 و pH دمـا،  عوامـل  تاثير سازي هبهين براي باشد، مي پاسخ سطح

 K46b بر فعاليت كاتاليتيكي آنزيم فيتاز جدايه    سوبسترا غلظت

 بـراي  مركـزي  نقطـه  تكرار شش شامل آزمايش، 20 از متشكل

 متغيرهـاي ). 3 4  جدول (گرديد استفاده آزمايشي خطاي تعيين

  .است شده آورده 1 جدول در آنها مقدار و مستقل

                                                           

1. Central composite design (CCD) 
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 ل و سطوح مختلف آنهامتغيرهاي مستق 1 جدول

  سطوح مختلف متغيرها
  نماد  عامل

α+  1+  0  1-  α-  

  C)˚( X1 75  68  5/57  47  40دما 

pH X2  5/9  7/8  5/7  3/6  5/5  

  X3  3  5/2  75/1  1  5/0 (mM)غلظت فيتات سديم 

  

در ) پاسـخ ( وابـسته  ري متغيكسطح و پنج  مستقل در   ريسه متغ 

 و  pH (X2)،  (X1)دما    مستقل شامل  يرهايمتغ. نظر گرفته شد  

 بعنـوان پاسـخ   فيتـاز  مي آنزتيفعال و   (X3)غلظت فيتات سديم    

(Y)    نتـايج آزمـايش براسـاس معادلـه چنـد      . در نظر گرفته شد 

  :شود اي درجه دوم زير تحليل مي جمله

  

ــه در آن  0β ،jβك
 ،jjβ

ijβ و 
ــه ــب ضــريب  ب ــاي  ترتي ه

و ) درجـه دوم  (همبستگي براي عرض از مبدا، خطـي، مربعـي          

jX و   iXباشـد و     بل مي متقا
 متغيرهـاي مـستقل كـد شـده         

هـاي همبـستگي و      ، ضريب 1تجزيه و تحليل واريانس   . باشند مي

 Design)افـزار   هاي سطح پاسخ و كنتـور توسـط نـرم    منحني

Expert Version 7.1, Stat-Ease Inc., 
Minneapolis, MN, USA)   شـود   محاسـبه و رسـم مـي .

هاي سطح پاسـخ      منحني  و همچنين براي رسم    68/1مقدار آلفا   

و كنتور، سومين متغير مـستقل بـصورت ثابـت و مقـدار آن در         

  .نقطه مركزي در نظر گرفته شد

 ـفعال   تاييد صحت مـدل    -2-7  يكيتي كاتـال  تي

  به روش سطح پاسخ تازي فميآنز

، K46bپس از تعيين شرايط بهينه فعاليت آنزيم فيتـاز جدايـه            

 ـ       ت آنـزيم فيتـاز در      براي تعيين صحت مدل بدست آمده، فعالي

شـامل نقطـه    فيتـات سـديم      و غلظت    pHشرايط مختلف دما،    

بهينه براساس مدل پيش بيني شده توسط نرم افزار تعيـين شـد             

  ).7جدول (

  

  

                                                           

1. Analysis of variance (ANOVA) 

   نتايج و بحث-3

توليد كننـده   جدايه  ترين    انتخاب مناسب  -3-1

 آنزيم فيتاز

 جدايـه ميكروبـي بـا اسـتفاده از      68گري   نتايج بررسي و غربال   

 آورده  2 در جـدول     ºC 30وري در دمـاي      ش تخمير غوطه  رو

با توجه به نتايج بدست آمـده در مقايـسه بـا سـاير              . شده است 

 U/mL 562/1ترتيب   بهK46b و H16hها، دو جدايه     جدايه

سـريدوي  .  بيشترين مقدار توليد آنزيم فيتاز را داشتند       952/1و  

ــاران  ) 2013(و ردي  ــينگ و همك ــز از رو) 2013(و س ش ني

وري براي انتخاب بهترين جدايه توليد كننده آنزيم     تخمير غوطه 

بـراي انتخـاب     .]25-23[فيتاز از منابع مختلف استفاده كردنـد        

بهترين جدايه از بين آنها، فعاليت آنـزيم فيتـاز توليـد شـده در               

 و مدت زمان واكنش بررسي شـد كـه         pHشرايط مختلف دما،    

 در دماها   K46bجدايه   .نشان داده است   3نتايج آن در جدول     

هاي مختلف فعاليت آنزيمي بيشتري نـسبت بـه جدايـه           pHو  

H16h             نشان داد و بنابراين براي ادامـه تحقيـق انتخـاب شـد  .

گيـري فعاليـت     هاي انـدازه   كه در روش   همچنين با توجه به اين    

 دقيقـه در نظـر گرفتـه    60 و 30هـاي   آنزيم فيتـاز مـدت زمـان     

 دقيقـه   30ان داد كه مـدت زمـان        هاي اوليه نش   شود، بررسي  مي

تـر    مناسـب  K46bگيري فعاليت آنزيم فيتاز جدايه       براي اندازه 

 دقيقه  30هاي بعدي مدت زمان      گيري است و بنابراين در اندازه    

  استفاده شد 
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  جدايه ميكروبي براساس مقدار توليد آنزيم فيتاز68گري   نتايج غربال2 جدول

  فعاليت فيتاز  نام جدايه  شماره

(U/mL) 
  فعاليت فيتاز  نام جدايه  شماره

(U/mL) 
  فعاليت فيتاز  نام جدايه  شماره

(U/mL) 
1  A14h 000/0  24  H4b 136/0  47  T34b 180/0  

2  k27k88 288/0  25  B11h 143/0  48  T39d 142/0  

3  k43L 383/0  26  b17d 195/0  49  D3b 314/0  

4  c2d 000/0  27  b5b 213/0  50  D16d 218/0  

5  h13h 280/0  28  b8b 240/0  51  D19b 215/0  

6  s7e 000/0  29  B12b 000/0  52  D4G 152/0  

7  k47d 000/0  30  B16b 000/0  53  D19h 332/0  

8  T31d 161/0  31  h14h 000/0  54  T41a 745/0  

9  s2d 163/0  32  b14b'' 203/0  55  T37a 189/0  

10  T28d 000/0  33  H14d 255/0  56  T26b 133/0  

11  k36p88 188/0  34  K49b 000/0  57  T38a 000/0  

12  s2f 127/0  35  K30b 000/0  58  H13f 132/0  

13  g43d 186/0  36  K36b 000/0  59  H16h 562/1  

14  T39f 157/0  37  K40b 174/0  60  H14d 244/0  

15  T40d 123/0  38  K32L 000/0  61  W 209/0  

16  Y* 177/0  39  g19b 475/0  62  K46b 952/1  

17  B4b 124/0  40  g6L 278/0  63  D7b 132/0  

18  B5d 000/0  41  A14h 000/0  64  D3d 162/0  

19  H10L 000/0  42  A60d 502/0  65  S7h 178/0  

20  B11d 000/0  43  A42s 229/0  66  S1d 224/0  

21  B8a 000/0  44  T4b 000/0  67  S1b 240/0  

22  B17e 000/0  45  T11d 000/0  68  S5d 211/0  

23  B9h 174/0  46  T374a 000/0        

  

   منتخبهاي جدايه تازي فمي آنزتي فعالي كمنييتعنتايج  3 جدول

  (U/mL)فعاليت فيتاز   )دقيقه(زمان   )˚(Cدما  pH  نام جدايه

5/5  533/1  

7  341/2  

5/8  

50  

320/2  
K46b  

7  65  

60  

056/3  

5/5  874/0  

7  402/1  

5/8  

50  

171/1  
H16h 

7  65  

60  

100/1  

30  273/2  
K46b  7  55  

60  952/1  
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 تازي ف مي آنز يكيتي كاتال تي فعال يساز نهيبه -3-2

   به روش سطح پاسخK46bجدايه 

 مي آنـز  يكيتي كاتـال  تي فعال سازي هاي مرحله بهينه   نتايج آزمايش 

  در  به روش سطح پاسخK46bجدايه  تازيف

هـاي    از انجـام آزمـايش    هـدف   .  نشان داده شده است    4 جدول

بينـي   سازي، بدست آوردن يك مـدل رياضـي بـراي پـيش      بهينه

  جيبا توجه به نتا .]26[باشد  رفتار فرآيند مي

فعاليـت فيتـاز برابـر بـا     مقـدار   و كمتـرين    ، بيـشترين    4 جدول

U/mL 591/4   هاي   شآزمايباشد كه به ترتيب در        مي 351/0 و

 با مقايسه مقدار فعاليت آنزيم فيتـاز        .آمد بدست   4 و   18شماره  

 pHتوان به اهميـت انتخـاب         مي 9 و   4هاي شماره     آزمايشدر  

شـدت در     به K46bكه فعاليت آنزيم فيتاز جدايه       مناسب و اين  

pH   دليـل رسـوب     يابـد كـه احتمـالا بـه         كاهش مي  5/9 قليايي

  .]27[كلسيم و فيتات سديم است، پي برد 

هـاي    آزمـايش همچنين با مقايسه مقدار فعاليت آنزيم فيتـاز در          

از  % 40شود كه آنزيم فيتاز حـدود         مشخص مي  18 و   9شماره  

 حفظ كرده و فيتات سـديم       5/5 اسيدي   pHفعاليت خود را در     

ــي ــه م ــد را تجزي ــاز در   . كن ــزيم فيت ــت آن ــدار فعالي ــايج مق نت

منفـي دماهـاي بـالا    ر يدهنده تاث  نشان6 و  5هاي شماره     مايشآز

C)˚ 75 ( فيتـاز جدايـه     بر فعاليت K46b همچنـين بـا   .  اسـت

 و 14 و 13هـاي شـماره     آزمايشمقايسه مقدار فعاليت فيتاز در      

) 18 و   16،  15،  11،  6،  1 هـاي شـماره     آزمـايش (نقاط مركزي   

 فعاليـت تاثير منفي افزايش بيش از حد غلطت فيتات سديم بـر          

نتـايج  . گـردد   مـشخص مـي    K46b باسيلوس سـابتيليس  فيتاز  

گيـري   بدست آمده اهميت انتخاب شرايط مناسب بـراي انـدازه    

باسـيلوس  فعاليـت آنـزيم فيتـاز و مناسـب بـودن آنـزيم فيتـاز        

 بـراي هيـدروليز فيتـات در روده كوچـك و            K46b سابتيليس

  .]29, 28, 14[دهد   قليايي را نشان ميpHانواع ماهيان داراي 

 ـ فعال يسـاز  نـه يانس براي مدل به    واري لي تجزيه و تحل   جينتا  تي

 نـشان داده    5 جـدول  در   K46b هي ـ جدا تازي ف مي آنز يكيتيكاتال

  بدستP-value و F-valueبا توجه به مقادير . شده است

 

دار  توان گفت كـه مـدل بدسـت آمـده بـسيار معنـي               آمده، مي 

(P<0.01) معادلـه    واريـانس  ليو تحل تجزيه  براساس  .  است ،

 توسط نرم افزار    K46b فيتاز جدايه    فعاليتبيني   زير براي پيش  

Design Expertپيشنهاد شد :  

 
  

 و غلظـت فيتـات   pH (X2)، (X1) دما    مستقل شامل  يرهايمتغ

 در نظـر  (Y) عنـوان پاسـخ   هب فيتاز مي آنزتيفعال و   (X3)سديم  

دهنده ميـزان     ان نش (R2) مقدار عددي ضريب تعيين      .گرفته شد 

باشـد و بنـابراين مـدل         ها از مـدل رگرسـيون مـي         انحراف داده 

تغييـرات بــين شــرايط   % 79/99توانــد  پيـشنهادي بخــوبي مـي  

 فيتـاز   مي آنـز  تيفعالگيري فعاليت آنزيم و مقدار       مختلف اندازه 

مقـدار عـددي    . بينـي كنـد      را نشان داده و پـيش      K46b هيداج

 بود كه نشان دهنـده     9932/0 (Adj-R2)ضريب تعيين تطبيقي    

هاي رگرسيون   ضريب6 جدول. دار بودن مدل است  بسيار معني 

 را بـراي مـدل رگرسـيون        (P-value)دار بودن    و مقادير معني  

تمـام   مـشخص اسـت      6 جـدول همانطور كه از    . دهد  نشان مي 

  مــستقليرهــايمتغاثــرات خطــي، درجــه دوم و درجــه ســوم 

، pH-همچنين اثرات متقابل دما. (P<0.01)باشند  دار مي معني

غلظـت فيتـات سـديم نيـز در     -pHغلظت فيتات سديم و   -دما

ــي % 95ســطح  ــي معن ــاي  ضــريب. (P<0.05)باشــند  دار م ه

 مثبت و منفي به ترتيـب موجـب افـزايش و كـاهش              رگرسيون

 شكل .شود مي) K46b هيدا فيتاز ج  مي آنز تيفعالقدار  م(پاسخ  

 هي ـ جدا تازي ف مي آنز تيفعال بر   pH تاثير سطوح مختلف دما و       1

K46b     دهـد   در شرايط غلظت فيتات سديم ثابت را نشان مـي .

فيتـاز   مي آنـز  شود نمودار كنتور فعاليت     همانطور كه مشاهده مي   

صورت ماكزيمم ساده و شكل سطح پاسخ آن بصورت پيـك            به

فيتـاز در    مي آنـز  بنابراين بيشترين مقدار فعاليـت    . ]30[باشد    مي

آيد و هرچه به سمت پائين پيك حركـت         بدست مي  بالاي پيك 

 تيفعالبيشترين مقدار    .يابد  كاهش مي  تازي ف مي آنز تيفعالكنيم،    

ــز ــازي فميآن ــاي  ت  pH 7-5/7و  C˚ 5/57-55در محــدوده دم

  .آيد بدست مي
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 K46bسازي فعاليت كاتاليتيكي آنزيم فيتاز جدايه   طرح مركب مركزي و نتايج بهينه4 جدول

  متغيرهاي مستقل
  آزمايش

 (mM)غلظت فيتات سديم   C)˚(  pHدما 
  (U/mL)فعاليت فيتاز 

1  5/57  5/7  75/1  368/4  

2  9/67  7/8  1  409/0  

3  1/47  7/8  5/2  606/0  

4  5/57  5/9  75/1  351/0  

5  75  5/7  75/1  820/0  

6  5/57  5/7  75/1  223/4  

7  9/67  3/6  5/2  962/0  

8  9/67  7/8  5/2  658/0  

9  5/57  5/5  75/1  955/1  

10  1/47  7/8  1  106/1  

11  5/57  5/7  75/1  332/4  

12  9/67  3/6  1  627/2  

13  5/57  5/7  5/0  654/1  

14  5/57  5/7  3  479/3  

15  5/57  5/7  75/1  207/4  

16  5/57  5/7  75/1  370/4  

17  1/47  3/6  5/2  632/2  

18  5/57  5/7  75/1  591/4  

19  1/47  3/6  1  560/2  

20  40  5/7  75/1  603/1  

  

 K46bسازي فعاليت كاتاليتيكي آنزيم فيتاز جدايه   مدل بهينهنتايج تجزيه و تحليل واريانس براي 5 جدول

 F  P  درجه آزادي  ميانگين مربعات  مجموع مربعات  منبع

  13  55/3  11/46  مدل

  6  017/0  099/0  باقيمانده

  19  -  21/46  كل

45/214  0001/0<  

R2 = 0.9979, Adj R2 = 0. 9932, Adeq Precision = 37.346  
  

 مي آنز تي بر فعال  مي سد تاتيغلظت ف و   سطوح مختلف دما     ريتاث

داه  نـشان    2 شكل در    ثابت pH طي در شرا  K46b هي جدا تازيف

 ـ تـاز ي ف مي آنـز  تي ـكه نمودار كنتـور فعال    شده است    صـورت   ه ب

 .باشـد    مـي  كيصورت پ ماكزيمم ساده و شكل سطح پاسخ آن ب       

هـاي    در غلطت  تازي ف مي آنز تيفعالكه  شود    مشاهده مي همچنين  

يابد ولي افـزايش بيـشتر        ميلي مولار افزايش مي    2بالا تا حدود    

 تيبيشترين مقدار فعال.  داردتازي فمي آنزتيفعالآن تاثير منفي بر 

غلظـت   محـدود  و   C˚ 5/57-55ي در محدوده دمـا    تازي ف ميآنز

  .آيد بدست مي ميلي مولار 75/1-12/2 مي سدتاتيف
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 K46bسازي فعاليت كاتاليتيكي آنزيم فيتاز جدايه  دار بودن آنها براي مدل بهينه هاي رگرسيون و مقادير معني  ضريب6 جدول

 P value  ضريب  منبع

β0  35/4  -  

β1  23/0-  0051/0*  

β2  48/0-  0001/0*  

β3  54/0  0001/0<* 

β12 12/0  0389/0**  

β13 12/0-  0348/0**  

β23 17/0  0102/0**  

β1
2  12/1-  0001/0<* 

β2
2  14/1-  0001/0<* 

β3
2 64/0-  0001/0<* 

β123 31/0  0005/0*  

β1
2
β2 27/0-  0083/0*  

β1
2
β3 77/0-  0001/0<* 

β1β2
2  048/0-  5204/0  

 P<0.05دار در سطح  معني**  و P<0.01دار در سطح  معني* 

  
 K46b بر فعاليت آنزيم فيتاز جدايه pH تاثير متقابل دما و نمودار سطح پاسخ 1 شكل

  
  K46bنمودار سطح پاسخ تاثير متقابل دما و غلظت فيتات سديم بر فعاليت آنزيم فيتاز جدايه  2 شكل
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  K46b و غلظت فيتات سديم بر فعاليت آنزيم فيتاز جدايه pHنمودار سطح پاسخ تاثير متقابل  3 شكل

  

 ـ بـر فعال   مي سـد  تـات يغلظت ف و   pHف   سطوح مختل  ريتاث  تي

 نشان  3 شكل در    دما ثابت  طي در شرا  K46b هي جدا تازي ف ميآنز

 ـ نمودار كنتـور فعال   .داه شده است    ـتـاز ي فمي آنـز تي صـورت   ه ب

 .باشـد    مـي  كيماكزيمم ساده و شكل سطح پاسخ آن بصورت پ        

هـاي بـالا تـا        در غلطت  تازي ف مي آنز تيفعالكه  شود    مشاهده مي 

يابد ولي افزايش بيشتر آن تاثير        ميلي مولار افزايش مي    2حدود  

 ـبيشترين مقدار فعال.  دارد تازي ف مي آنز تيفعالمنفي بر     مي آنـز تي

 مي سـد  تاتيغلظت ف  محدودو   pH 7-5/7 و    در محدوده  تازيف

 همچنين سطوح پاسـخ     .آيد  بدست مي  ميلي مولار    12/2-75/1

-C)˚ 47ان دادند كه آنزيم فيتاز در گستره وسيعي از دماها           نش

68(  ،pH  ها)ميلي مولار  5/2-4/1(و فيتات سديم    ) 0/8-3/6  (

از خـود نـشان     ) از فعاليـت بيـشينه     % 73-60(فعاليت مناسبي   

  .دهد مي

   فضاي  در بهينه  سازي سطح پاسخ يافتن نقطه  هدف از بهينه

تواند بيشينه، كمينه يا  اسخ ميباشد كه در آن پ طرح آزمايشي مي

در اين مرحلـه هـدف يـافتن        . در محدوده آزمايش، ثابت باشد    

اي اسـت كـه در آن        گونـه  گيري فعاليت فيتـاز بـه      شرايط اندازه 

 جينتا.  بيشينه باشد  K46bجدايه   تازي ف مي آنز يكيتي كاتال تيفعال

 K46bجدايـه   تازي فمي آنزيكيتي كاتالتي صحت مدل فعال دييتا

 در شرايط مختلف شامل نقطـه بهينـه كـه           وش سطح پاسخ  به ر 

بينـي شـده در      سازي موجود در نرم افزار پيش      توسط ابزار بهينه  

نتايج بدست آمده نـشان داد كـه        . داه شده است  نشان   7جدول  

بينـي شـده    تطابق خوبي بين مقادير فعاليت فيتاز واقعي و پـيش      

. ييـد شـد   خـوبي تا   توسط مدل وجود دارد و بنابراين مـدل بـه         

، C˚ 5/56دماي (بنابراين فعاليت آنزيم فيتاز تحت شرايط بهينه   

pH 3/7   تـا   )  ميلي مولار فيتات سديم    05/2 وU/mL 627/4 

گيري فعاليت آنزيم    افزايش يافت كه در مقايسه با شرايط اندازه       

  .دهد بهبود را نشان مي % 137فيتاز تحت شرايط غير بهينه 

  

  به روش سطح پاسخK46bجدايه  تازي فمي آنزيكيتي كاتالتيفعالمدل نتايج تاييد صحت  7 جدول

  دما  آزمايش

C)˚(  
pH  

  غلظت فيتات سديم

(mM) 

  1فعاليت فيتاز واقعي

(U/mL)  

  2بيني شده فعاليت فيتاز پيش

(U/mL)  
1  50  5/6  5/1  337/3  586/3  

2  60  7  1  631/3  203/3  

3  45  6  2  522/2  454/2  

  661/4  627/4  05/2  3/7  5/56  )نقطه بهينه (4

  

  

                                                           

1. Actual phytase activity 
2. Predicted phytase activity 
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ويـژه بـراي كاربردهـاي     هاي فيتاز به شناخت خصوصيات آنزيم  

صنعتي آنها از اهميت زيادي برخوردار است زيرا كه فيتازهـاي         

, 9[جداسازي شده از منابع مختلف خصوصيات مختلفي دارند         

نتــايج ايــن تحقيــق مــشابه بــا تحقيقــات قبلــي در مــورد . ]31

-KHU گونـه   باسـيلوس ،  س سـابتيليس  باسيلوهاي فيتاز    آنزيم

امـا  . ]33, 32, 20[باشـد     مي rePhyCm و فيتاز نوتركيب     10

ــاران  ــولاتي و همك ــاران )2007(گ ــوخي و همك ، )2013(، الت

نتـايج  ) 2008(و نونال و همكـاران      ) 2014(برجي و همكاران    

، باسـيلوس لاولاكتيكـوس   هـاي فيتـاز      متفاوتي را بـراي آنـزيم     

 ATCC باسيلوس ليچنيفـورميس ، MJA باسيلوس سابتيليس

14580 (PhyL)گــزارش باســيلوسهــاي مختلــف   و ســويه 

  .]36-34, 15[كردند 

نتايج اين تحقيق نشان داد كه افزايش غلظت فيتـات سـديم تـا              

 ميلي مولار تاثير مثبتي بر فعاليت آنزيم فيتاز دارد در     1/2حدود  

 نشان داد كه    حالي كه در مقادير بالاتر تاثير بازدارندگي از خود        

 شـيگلا هاي فيتاز باكتري     مشابه با نتايج بدست آمده براي آنزيم      

  .]38, 37[باشد   ميشيزوفيلوم كومن و قارچ CD2گونه 

  

  گيري كلي  نتيجه-4
هـاي ميكروبـي كـه از منـابع      در اين تحقيق تعـدادي از جدايـه     

مختلف جداسازي شدند از نظر توليـد بيـشترين مقـدار آنـزيم             

نتايج نشان داد كه    . وري بررسي شد   ش تخمير غوطه  فيتاز به رو  

 بهينـه   pH يك نوع آنزيم فيتاز قليايي كه داراي         K46bجدايه  

سـازي شـرايط     بهينـه . كند باشد، توليد مي   در محدوده قليايي مي   

 و غلظت سوبسترا تاثير     pHكاتاليتيكي نشان داد كه عوامل دما،       

نابراين يافتن شـرايط    داري بر فعاليت آنزيم فيتاز دارند و ب        معني

گيري فعاليت آنزيم فيتاز از اهميت زيادي برخوردار         بهينه اندازه 

 U/mL 591/4سازي، فعاليت آنزيم فيتاز تا       پس از بهينه  . است

افزايش يابد كه در مقايسه با مقدار اوليه در محيط كـشت پايـه              

U/mL 952/1 افزايش نشان داد % 135 حدود.  
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Optimization of catalytic activity of phytase from isolate K46b 

using response surface methodology 
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Phytases (myo-inositol 1,2,3,4,5,6 hexakis phospho-hydrolase), found in plants, animal tissues and 
microorganisms, are a group of phosphatases capable of hydrolyzing phytic acid, the most abundant 
inositiol phosphate in nature, to myo-inositol and inorganic phosphates. In this study, 68 microbial 
isolates from different sources were screened using submerged fermentation for the best phytase 
production. The results showed that isolate K46b had the highest phytase production (1.952 U/mL) 
among other isolates. Subsequently, the catalytic activity of phytase enzyme of isolate K46b at 
different conditions of temperature, pH and sodium phytate concentration was optimized using 
response surface methodology (RSM). Under optimum conditions i.e. 56.5 ºC, pH 7.30 and 2.05 mM 
sodium phytate, the phytase activity increased to 4.627 U/mL which compared to the screening step, it 
showed a 137% increase. Moreover, the phytase showed 60-73% of its optimum activity in wide 
ranges of temperature (47-68 ºC), pH (6.3-8.0) and sodium phytate (1.04-2.50 mM). It can be 
concluded that isolate K46b phytase has potential applications in dephytinization of food ingredients 
such as cereals and meals in in food and animal feed industries, aquaculture and combating 
phosphorous pollution in the environment. 
 
Key words: Phytase enzyme, Submerged fermentation, Catalytic Activity, Optimization, Response 
surface methodology. 
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