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  چکیده

این ترکیب دسترسی زیستی به . اشدباي میفیتات منبع عمده تأمین فسفر در جیره حیوانات مزرعه

آنزیم فیتاز با تجزیه فیتات، باعث کاهش اثر . دهدها را کاهش میها و کربوهیدراتمواد معدنی، پروتئین

فیتاز . شونداین آنزیم محسوب میبع تولید تجاري ها بهترین منمیکروارگانیسم. شوداي آن میضد تغذیه

به منظور  در این مطالعه. باشدراي استفاده در صنعت مناسب میب باسیلوس سابتیلیستولید شده توسط 

لینکردار طراحی  سازي و بررسی امکان تولید فیتاز نوترکیب، ژن فیتاز با استفاده از آغازگرهايهمسانه

، ژن فیتاز PCRپس از انجام واکنش . ، جداسازي شدPTCC 1156 باسیلوس سابتیلیسشده از باکتري 

یابی قرار و جهت تأیید صحت، مورد توالیکلون شد  pTZ57R/Tدر وکتور  TAزي سابا روش همسانه

توالی به دست آمده پس از ویرایش با  .سازي را نشان دادیابی صحت انجام همسانهنتایج توالی. گرفت

سازي در وکتور به منظور استخراج ژن فیتاز و همسانه. ثبت شد NCBIدر  JN886002شماره دسترسی 

مورد هضم قرار ) HindIIIو  BamHI(هاي برشی ، پلاسمید نوترکیب و وکتور با آنزیم(+)pET-32aبیان 

 BL21(DE3)در نهایت، پس از انجام واکنش اتصال، پلاسمید حاصل به باکتري اشرشیاکلی . گرفتند

یم فیتاز منتقل و ساختاري حاصل شد که ممکن است پس از القاي بیان با القاگر مناسب قادر به تولید آنز

  .نوترکیب باشد

  سازي، همسانهCباسیلوس سابتیلیس، فیتات، فیتاز : هاکلید واژه
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  فصل اول

 مقدمه -1

  اهمیت موضوع - 1-1

درصد کل فسفر موجود در غلات  80ترین شکل ذخیره فسفر در اکثر گیاهان است و فیتات عمده

ها و هاي روغنی، لگومدانه. نیستباشد که براي حیوانات قابل دسترسی ت میها به شکل فیتاو لگوم

ها اسید دهند و یکی از اجزاي مهم سازنده آنمنابع اصلی تغذیه حیوانات و انسان را تشکیل می ،غلات

به عنوان ه حیوانات غیر نشخوارکننده اسید فیتیک در جیر). 1998کراوو و همکاران، ( باشدفیتیک می

این ترکیب  .میزان فسفر فیتینی درون خوراك دام و طیور متفاوت است. وجود داردر فسفر ی از ذخاییک

باشد که حلالیت و هضم بسیاري از مواد مغذي را از طریق تشکیل کننده قوي می کلاتیک عامل 

انات فیتات در انسان و حیو). 2002؛ انجل و همکاران، 1997سل، (دهد هاي فیتات کاهش میکمپلکس

هاي فلزي مختلف مانند کلسیم و مس به عنوان کردن یون کلاتاي مانند طیور و ماهی، به دلیل تک معده

شود که با کاهش جذب در روده دسترسی زیستی به این عناصر را اي محسوب مییک ماده ضد تغدیه

ات و همکاران، ؛ اپلگ1980چریان، ( شودها از طریق مدفوع میافزایش دفع آنداده و باعث کاهش 

از طرف دیگر پایین بودن قابلیت دسترسی فسفر موجود در منابع گیاهی علاوه بر افزایش نیاز به ). 2003
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ها و هاي زراعی، شسته شدن از طریق زه آباستفاده از منابع فسفر غیر آلی، از طریق تجمع در خاك

ها، ش آلودگی آب رودخانههاي سطحی شده و موجب افزایخاك، وارد آبعوامل فرساینده شدید 

  . )1999کارل، ( شودها میجویبارها و دریاچه

آلی فسفر در مقایسه با منابع کلسیم  با توجه به مطالب ذکر شده و بالا بودن قیمت نسبی منابع غیر

جیره، مطالعات زیادي جهت بررسی راهکارهاي کاهش دفع فسفر از طریق مدفوع انجام گرفته است که 

اي فسفر، پرورش مواردي همانند کاهش سطح فسفر خوراك، استفاده از برنامه تغذیه مرحلهتوان به می

استفاده از  جداگانه جنس نر و ماده، تنظیم جیره بر اساس فسفر قابل دسترس به جاي فسفر کل و اخیراً

  ).2007، و همکاران کاوآ(آنزیم فیتاز اشاره نمود 

کند و فسفر هاي فسفاتی را از فیتین جدا میگروه) یدرولازفسفوه هگزا میواینوزیتول(آنزیم فیتاز 

تواند باشد که میاین آنزیم متعلق به خانواده فسفومونواسترازها می. کندرا براي حیوانات قابل دسترس می

فیتاز به عنوان مکمل غذا در جیره . )2007گرینر و فارك، ( سبب آزاد شدن تدریجی فسفات از فیتاز شود

فیتاز آنزیمی است که فیتات غیر . شودمانند طیور و تا حدودي ماهی بطور گسترده استفاده میحیواناتی 

هاي ایجاد شده نسبت به افزایش کند و در طی دو دهه اخیر در پاسخ به نگرانیقابل هضم را تجزیه می

از . است گیري مورد بررسی قرار گرفتههاي فسفري در محیط زیست به میزان چشمبیش از حد آلودگی

ؤثري از گیري از این آنزیم به طور متوان با بهرهجایی که منابع فسفاتی جهان تجدید ناپذیر هستند میآن

آن به خوبی اثبات شده  دفعکاهش  قابلیت این آنزیم در فراهمی فسفر و. فسفر جلوگیري کرد هدر رفتن

شود تی تبدیل به فسفر قابل دسترس میگیري از فیتاز، فسفر فیتابا بهره ).2004واتس و بنرجی، ( است

بدین ترتیب نرخ استفاده از . تواند به طور مستقیم در دسترس حیوانات و یا گیاهان آبزي قرار گیردکه می

فیتاز علاوه بر . )2007، کاوو و همکاران( یابدفسفر به صورت قابل توجهی با استفاده از فیتاز افزایش می

یدرولیز کند، با بهبود در دسترس قرار گرفتن مواد معدنی باعث افزایش غلظت تواند فیتات را هاین که می
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ویلما (شود ها و کل بدن میبرخی مواد معدنی از قبیل منیزیم، کلسیم ، منگنز و روي در پلاسما، استخوان

 افزایش دهد تواند ضریب قابلیت هضم ظاهري مواد معدنی رافیتاز میبنابراین . )1998و همکاران، 

  ).2004چنگ، (

به دلیل عدم وجود مقادیر مناسب و کافی فیتاز طبیعی براي کاربرد در جیره حیوانات، مطالعاتی بر 

فیتاز مورد استفاده به . تر است، در حال انجام استها راحتروي شناسایی فیتازهایی که تولید تجاري آن

از باید به غیر فعال این فیت .رش آزاد کندتات را در دستگاه گواعنوان مکمل غذایی باید بتواند فسفات فی

ثبات و . یندهاي گرمایی و ذخیره شدن مقاوم باشد و همچنین تولید آن ارزان باشدشدن توسط فرآ

درجه  95تا  65یند پلت کردن غذا بین دماهاي مقابل دما به ویژه هنگامی که فرآ پایداري فیتاز در

رسد که فیتاز به دست آمده از به نظر می). 2007فارك، گرینر و (شود مهم است سانتیگراد انجام می

توانایی آزادسازي فسفر . در برابر حرارت داشته باشد دوست بیشترین مقاومت راهاي گرماارگانیسم

در دستگاه گوارش را با توجه به خصوصیات آنزیمی، مانند راندمان تجزیه، سوبستراي اختصاصی،  یفیتات

جا که محل اصلی عمل فیتاز در معده کنند و از آنپروتئولیز تعیین میدر برابر  بهینه و مقاومت pHدما و 

لی و همکاران، ( بهینه اسیدي و مقاومت در برابر پپسین ضروري است pHاسیدي است،  pHو در 

هاي متفاوتی در برابر پپسین و تریپسین از خود فیتازهاي باکتریایی و قارچی میزان حساسیت ).2001

در  را در مقایسه با فیتازهاي قارچی مقاومت بالاتري ییهاباکتري فیتازهاي رسدبه نظر می. دهندنشان می

هاي براي گونه آلفیتاز ایدهلازم به ذکر است که ). 2007گرینر و فارك، ( نددارمقابل تجزیه پروتئولیتیکی 

  .فاوت استها متدستگاه گوارش و به ویژه معده در آن pHمختلف متفاوت است، زیرا 

هاي صنعتی به کار برده د آنزیمیها در دهه اخیر بیشتر براي تولو دیگر باسیل باسیلوس سابتیلس

آمیلاز فیتاز، ی مانند یهاها در بعضی از این تحقیقات به شکل طبیعی براي تولید آنزیماین باکتري. اندشده

از قارچی شناخته شده از نظر توالی، خصوصیات با فیت باسیلوس سابتیلیسفیتاز . اندو پروتئاز استفاده شده
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داراي  باسیلوس سابتیلیساند فیتاز تحقیقات نشان داده .دارد هاییآنزیمی و مسیر هیدرولیز تفاوت

یداو و (باشد باشد و از این رو براي تولید صنعتی آنزیم فیتاز مناسب میپایداري حرارتی بالایی می

  ).2011همکاران، 

 یقاهداف تحق - 1-2

 هـدف از ایـن تحقیـق   در مورد اهمیت فیتاز در تغذیه حیوانـات بیـان شـد،     با توجه به مطالبی که

از جملـه  . اسـت  باسـیلوس سـابتیلیس  از بـاکتري   ژن فیتاز سازيهمسانهبهینه کردن شرایط جداسازي و 

  .باشدمیثر ؤم یبنوترکید آنزیم با هدف تولامکان سنجی بیان ژن فیتاز  اهداف دیگر این تحقیق

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  


