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 تاثیر فیتازهای تولید شده از منابع قارچی بر میزان حلالیت فسفر آلی
 4، اکرم حلاج نیا9، مجید مجیدزاده هروی 2، امیرلکزيان6تکتم ولی زاده حجار

استاد، گروه علوم خاک،  - 2، کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد دانشجوی کارشناسی ارشد، گروه علوم خاک، دانشکده - 6

-4، استاديار،گروه علوم دام، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد - 9، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد

 دانشیار، گروه علوم خاک، دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد

 

 چکیده

ايج های قارچی بررسی شد. نتکیفی و سپس به صورت کمی میزان فعالیت آنزيم فیتاز از گونهدر اين تحقیق ابتدا به صورت 

دار بود. معنی (≥06/0P)نشان داد سه گونه قارچ آسپرژيلوس بر فعالیت آنزيم فیتاز و میزان حل شدن فسفر از منبع آلی در  

وده و مقدار دو گونه ديگر بیشتر ب از آسپرژيلوس نايجرمیزان فعالیت آنزيم فیتاز در بین اين سه گونه قارچ آسپرژيلوس، در گونه 

میکرومول در دقیقه   66/4نیز با دارا بودن مقدار فعالیت آنزيمی  آسپرژيلوس فلاووسمیکرومول در دقیقه بود. قارچ   7/66آن 

هتر در حل کردن فسفر از منبع آلی فیتات سديم نیز ب آسپرژيلوس نايجرفعالیت آنزيمی را در بین سه گونه داشت. گونه ترين کم

ترين میزان فسفر داشت. کم(≥06/0P)داری عمل کرده و میزان فسفر محلول در اين تیمار نسبت به دو گونه ديگر اختلاف معنی

 .بود آسپرژيلوس فلاووسمحلول مربوط به گونه 

 فیتات سديم، فیتاز،فسفرآلیآسپرژيلوس فامیگاتوس ،آسپرژيلوس فلاووس ،آسپرژيلوس نايجر،  :های کلیدیواژه

 مقدمه

باشد. مقدار زيادی از فسفر وارد شده به های بیولوژيکی در محیط خاک میای برای سیستمفسفر عنصر غذايی محدود کننده

شود؛ که علت آن ناشی از های معدنی خاک انباشته میگردد و در بخشخارج میخاک توسط کود، به سرعت از دسترس گیاه 

. (2007)کائولی وهمکاران،  گردندفرآيندهای شیمیايی جذب و رسوب است. مقداری از آن نیز در مواد آلی خاک غیر متحرک می

باشند که اگر کل آن قابل استفاده فر میها دارای مقادير زيادی فسدر اين بین نکته قابل توجه اين است که بسیاری از خاک

بخش فسفر آلی ترين . بیش(2002)ريچاردسون و همکاران،  باشدها میباشد، بیش از نیازهای رشد گیاهان و میکروارگانیسم

های تحلیلی مناسب برای فسفر آلی خاک به همراه عدم وجود روشدهد.یاينوزيتول فسفات تشکیل م را درصد( 20)حدود 

های نادرست مديريتی شده است که موجب شده های معدنی شدن فسفر آلی منجر به شیوهد آگاهی از میزان و مکانیسمکمبو

های آلی در خاک به دلیل ديگر فسفات ها و. فراوانی فیتات(6336)هابل و بک،  که اين منبع عظیم فسفر ناديده گرفته شود

ات اتصالات محکمی با فاز جامد خاک دارند و اين باعث پايداری بسیار بالای اين ترکیب . از طرف ديگرهاستحلالیت پايین آن

ها توسط فیتاز بستگی . فراهمی بیولوژيکی اينوزيتول فسفات به هیدرولیز آن(2002)ترنر و همکاران،  شودها در خاک میآن

ور طفیتازها به مولکول فیتات را جدا نمايند.شود که حداقل يک گروه فسفات از ها اطلاق میفیتازها به گروهی از آنزيم دارد.

کنند. های پايینی مختلفی از استرها شامل منواسترهای اينوزيتول هیدرولیز میها را به ردهمتوالی اينوزيتول هگزاکیس فسفات

ها کلیدی وارگانیسمرسد که میکرهای خاک، به نظر میبا توجه به فقدان فیتازهای برون سلولی از منشأ گیاهی و میکروارگانیسم

توانند فیتازهای برون سلولی از منشأ باکتريايی و قارچی می باشند.برای چرخه فسفر از منشأ اينوزيتول فسفات در خاک می

 پايداری و فعالیت فیتاز تراوش شدهفراهمی، حلالیت عنصر غذايی فسفر را زمانی که در ريزوسفر موجود است را بهبود بخشند. 

آسپرژيلوس از  سـیلیوم وپنی. باشدها در خاک میاستفاده از آن چگونگی شدن به احتمال زياد عامل مهمی دربرای معدنی 

وسط ت های حل کننده فسفات هستند که میزان معدنی شـدن فسـفرباکتری ها و سودوموناس و باسـیلوس از جملـهجمله قارچ

 . دارد لیت فسـفاتازهافعاها بستگی به فعالیت میکروبی و آن
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روش های مختلفی از قبیل روش کمی و کیفی آزمايشگاهی برای تعیین فعالیت آنزيم فیتاز در محیط کشت وجود دارند. تاکنون 

افتد به چه که در عمل و در محیط خاک اتفاق میگیری فعالیت آنزيم در بخش آزمايشگاهی و آنهای اندازهارتباط بین روش

است. تخمین هر چه بهتر موثر بودن يک گونه در بخش عملی يا همان شرايط واقعی خاک به  خوبی مورد بررسی قرار نگرفته

های مناسب تخمین عملکرد در بخش آزمايشگاهی بستگی دارد. بنابراين هدف از انجام اين تحقیق بررسی فعالیت انتخاب روش

 ترين گونه در اين مورد بود. آنزيم فیتاز سه گونه  قارچ آسپرژيلوس  به صورت کمی و کیفی و انتخاب به

 هامواد و روش

در اين تحقیق ابتدا به صورت کیفی و سپس به صورت کمی میزان فعالیت آنزيم فیتاز بررسی شد. بدين منظور سه گونه قارچی 

 سآسپرژيلوو  آسپرژيلوس فلاووس) تهیه شده از گروه گیاه پزشکی دانشکده کشاورزی مشهد(،  آسپرژيلوس نايجرشامل: 
 PDAها بر روی محیط کشت عمومی )تهیه شده از مرکز ملی ذخاير ژنیتیکی و زيستی ايران( تهیه شدند. تمام گونه فامیگاتوس

( کشت شدند و گارآگرم  20گرم عصاره مخمر ديفکو و  6گرم گلوکز،  20زمینی، گرم سیب 200عصاره : آب مقطر ر)هر لیت

 داری شد.نگه سانتی گراددرجه   28روز در دمای  2نمونه ها به مدت 

 :آلی های فسفات انحلال کمی نیمه ارزیابی

؛ نیترات 2( )گلوکز، synthetic minimum medium (SMMمحیط  ها درجدايه نامحلول، های فسفات انحلال ارزيابی منظور به 

گرم در لیتر( شامل منبع فسفر  06/0و سولفات آهن،   2/0؛ کلريد پتاسیم،  2/0؛ سولفات منیزيم،  2سديم يا نیترات آمونیوم، 

درجه  28روز انکوباسیون در دمای  2شد. پس از مايه زنی عنوان تنها منبع فسفر  گرم در لیتر به 2آلی )فیتات سديم( به میزان 

 ، میزان فسفر معدنی ازاد شده اندازه گیری شد. سانتی گراد

 سنجش میزان فسفر آزاد شده در محیط: 

لیتر از مايع رويی عبور داده شده از کاغذ صافی میلی 2به مدت ده دقیقه( و  g 7000ها سانتريفوژ شدند )روز کشت 2پس از  

( و به روش 6362ها با استفاده از روش مورفی و ريلی )گیری فسفر استفاده شد. فسفر محلول در نمونهبرای اندازه 42واتمن 

میلی لیتر  62مولار،  2/2میلی لیتر اسید سولفوريک   20ف مخلوط شامل گیری شد. در اين روش ابتدا معرسنجی اندازهرنگ

میلی لیتر محلول پتاسیم آنتیموان  2مولار و  6/0میلی لیتر محلول اسید اسکوربیک   90مولار، 092/0محلول مولیبدات آمونیوم  

تر از معرف مخلوط داخل بالن ريخته و با آب میلی لی 8میلی لیتر از محلول رويی و نیز  2مولار تهیه شد. سپس  47/4تارتارات  

 مايه زنیهای لیتر رسانده شد. مقدار فسفر حل شده از طريق محاسبه مقدار فسفر محلول در نمونهمیلی 20ديونیزه به حجم 

 ( و تفريق اين دو مقدار از يکديگر به دست آمد.مايه زنیها و شاهد )بدون شده با جدايه

( با کمی اصلاحات 6368ی تولید فیتاز نیاز به محیط کشت تخمیری است که بر طبق روش شیه و وار )براتولید آنزيم فیتاز: 

کار گرفته شد. در روش اصلاح شده، دکسترين جايگزين نشاسته محلول شده و پتاسیم دی هیدروژن فسفات بعنوان منبع به

 میلی لیتر شامل موارد ذيل می باشد: 600شود. بنابراين محیط کشت تخمیری اصلاح شده در هر فسفر استفاده می

گرم  02/0گرم پتاسیم دی هیدروژن فسفات،   004/0گرم نیترات سديم،    86/0 0886گرم گلوکز،  2/2گرم دکسترين،   2

 آبه. 7گرم سولفات آهن  0806آبه و  7گرم سولفات منیزيم 02/0پتاسیم کلرايد،  

 باشد.می 282اسیديته محلول نیز قبل از سترون سازی 

 2×607لیتر سوسپانسیون اسپور )میلی 60لیتر لیتر از آن برداشته شد و به آن میلی 600پس از ساخت محیط کشت تخمیر، 

میلی  60روز تهیه شده است و با  7به مدت  PDAبر روی محیط کشت  C°90ها در دمای  اسپور در هر لیتر( که  از کشت گونه

روز در دمای اتاق،  62شد و به مدت  مايه زنی( شستشو داده شده، 80یتر بر لیتر تويین میلی ل 6/0لیتر آب مقطر )شامل 

( شد که میسیلیوم ها جدا شوند و مايع شناور شفاف 60000gدقیقه سانتريفوژ ) 90داری شد. پس از تخمیر، محلول به مدت نگه

درصد اضافه شد و به مدت يک ساعت  22آوری شد. به عصاره استخراج شده سولفات آمونیوم برای رسیدن به غلظت نهايی جمع

( شد.رسوب خارج شد و آمونیوم سولفات به محلول 3000gدقیقه سانتريفوژ ) 90در حالت شیک انکوبه شد و سپس به مدت 

دقیقه  90ساعت با شیک انکوبه شد وعصاره سلولی به مدت  62ت درصد برسد.محلول به مد72رويی اضافه شد تا به غلظت 
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( 2/7میلی مولار، اسیديته برابر با  22) TRIS-HClمیلی لیتر بافر  2( شدند و محلول رويی خارج و رسوب در g3000سانتريفیوژ)

 حل شد و در همین بافر به مدت يک شب ديالیز شد.

 

( 6386یت آنزيم تجزيه کننده فیتات از روش اصلاح شده هیوننو لاهتی ): برای سنجش فعالسنجش فعالیت آنزیم فیتاز

درجه سانتی گراد  4دور در دقیقه در دمای  69000سلولی سانتريفیوژ ) کشت از لیترمیلی 60 روش اين استفاده خواهد شد. در

 ستفاده قرار گرفت. ارزيابیدقیقه( شد و سپس مايع رويی برای اندازه گیری فعالیت آنزيم فیتاز مورد ا 90و به مدت 

 TRIS-HCLبافرهای  از استفاده و با دقیقه 90 مدت به گراد سانتی درجه 97 دمای در و لیترمیلی 2 حجم در اسپکتروفتومتری

 لیتر ازمیلی 682افزودن  با انجام شد. واکنش مولارمیلی 60 سديم فیتات شامل  (2)اسیديته  سديم استات و (4/7)اسیديته 

 600 شد. سپس حجمی( متوقف/حجمی 2:6:6 مولار ) میلی 60 آمونیوم مولیبدات و نرمال 5 سولفوريک اسید استن، معرف

 به گیری شد.اندازه نانومتر 700موج طول در فیتات کننده تجزيه آنزيم فعالیت اضافه گرديد. به آن سیتريک اسید میکرولیتر

مولار فسفات تهیه گرديد. يک واحد فعالیت میلی 2-90غلظت  استفاده از با استاندارد منحنی شده، آزاد فسفات گیریمنظور اندازه

 آنزيم فیتاز مقدار آنزيمی است که موجب آزادسازی يک میکرومول فسفات آلی در دقیقه تحت شرايط آزمايشگاهی گردد.

ها هم به روش صد آنالیز شده و مقايسه میانگیندر 6داری در سطح معنی 66jumpافزار آماریها با استفاده از نرمدر نهايت داده

LSD .انجام شد 

 

 نتایج و بحث

دار بود تاثیر سه گونه قارچ آسپرژيلوس برا فعالیت آنزيم فیتاز و میزان حل شدن فسفر از منبع آلی در سطح يک درصد معنی

 (.2و  6)جداول 

ديگر  از دو گونه آسپرژيلوس نايجرمقايسه بین سه گونه قارچ مورد آزمايش، نشان داد که میزان فعالیت آنزيم فیتاز در گونه 

 66/4نیز با دارا بودن مقدار فعالیت آنزيمی   آسپرژيلوس فامیگاتوسمیکرومول در دقیقه بود. قارچ  7/66 تر بوده و مقدار آن بیش

میکرومول در دقیقه کمترين فعالیت آنزيمی را در بین سه گونه داشت.  نتايج به دست آمده با نتايج که نشان داده شد که 

( مطابقت 2002وهمکاران)  Lee( و 6386) Shieh and War باشد بانتايجننده آنزيم فیتاز میآسپرژيلوس نايجر بهترين تولید ک

 داشت.

گیری شده در اين آزمايش میزان فسفر حل شده از منبع آلی فیتات سديم بود. نتايج نشان داد که گونه پارامتر ديگر اندازه

در حل کردن فسفر از منبع آلی فیتات سديم نیز بهتر عمل کرده و میزان فسفر محلول در اين تیمار نسبت  آسپرژيلوس نايجر

 ود.   ب آسپرژيلوس فلاووستر بود. کمترين میزان فسفر محلول مربوط به گونه ( بیش≥06/0Pداری )طور معنیبه دو گونه ديگر به
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 قارچ آسپرژیلوس به ترتیب از چپ به راست بر فعالیت آنزیم فیتاز و فسفر محلولتجزیه واریانس تاثیر سه گونه  -2و  1جداول 

F ratio 
میانگین 

 مربعات

مجموع 

 مربعات

درجه 

 آزادی

منابع 

 تغییرات

 مدل 2 678/0  083/0  6240

Probe >F 
 

00007/0 
 خطا 6 0004/0 

 کل 8 678/0   0006/0  >

 

                                                                                                                                              
 

 
 

 فعالیت آنزیم فیتاز در سه گونه قارچ آسپرژیلوس -1شکل 

 

 

 
 تاثیر سه گونه قارچی بر میزان فسفر محلول -2شکل 
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F ratio 

میانگین 

 مربعات

مجموع 

 مربعات

درجه 

 آزادی

منابع 

 تغییرات

 مدل 2 64/263  82/603  6466

Probe >F  078/0  48/0 6 خطا 

 کل 8 66/220   0006/0 >
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توانند نقش مهمی در معدنی کردن ها ممکن است حاوی مقادير قابل توجهی فسفر آلی باشند و فسفاتازهای میکروبی میخاک

 ها از فراوانترين انواع فسفر آلی نامحلول موجود در خاک به شمارفیتات عهده داشته باشند.فسفر آلی خاک به 

( 2003)  همکاران و   Sonia Dahiya کند.می آزاد اسید فیتیک از را فسفر متوالی طور به فیتاز آنزيم(.  ,6377Dalalمی آيند )

 و گیاهی کود، بقايای حاوی هایخا از ها دادند. جداسازی میکروارگانیسم انجام را قارچ رشد فاکتورهای سازیبهینه و جداسازی

 سلولی خارج فیتاز یکننده تولید هاآن از سويه 2 که شد قارچ جداسازی نوع 66 از گرفت. بیش انجام فیتات از غنی گیاهان ريشه

واناترين عنوان تبه نايجر آسپرژيلوسهای قارچی بررسی شده گونه طور کلی بر اساس نتايج اين تحقیق از میان گونهبودند. به

 ترين فعالیت آنزيم فیتاز  شناسايی شد. گونه قارچی با بیش
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Abstract  

In this study qualitatively and quantitatively the phytase enzyme activity of fungal species were investigated.The 

results showed that three species of Aspergillus phytase activity and the amount of dissolved organic phosphorus 

source (01 / 0P≤) was significant. The activity of phytase in the three species of Aspergillus, Aspergillus niger 

species from other species and amount of 16.7 micromoles per minute. Aspergillus flavus also having the 

enzyme activity 4.66 micromoles per minute the lower enzyme activity of the three species. Aspergillus niger 

species in the solution of the organic source of phosphorus from phytate sodium and soluble phosphorus in the 

treated better than the other two species were significantly different (01 / 0P≤) found. The minimum amount of 

soluble phosphorus was related to Aspergillus flavus. 

 

 Keywords: Aspergillus niger, Aspergillus Famigatus, Aspergillus flavus, Organic Phosphorous, sodium 

phytate, phytase. 
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