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  اتم دادنديوندر آن ظلمت شب آب ح  وش وقت سحر از غصه نجاتم دادندد

  باده از جام تجلّی صفاتم دادند   پرتو ذاتم کردندعهخود از شعشيب

  ن تازه براتم دادنديآن شب قدر که ا  چه مبارک سحری بود و چه فرخُنده شبی

  ادندنها بزکاتم ديمستحق بودم و ا  من اگر کامروا گشتم و خوشدل چه عجب

  که بر آن جور و جفا صبر و ثباتم دادند  ن دولت دادي ادههاتف آنروز بمن مژ

   ذاتم دادندکه در آنجا خبر از جلوه   وصف جمالينهن روی من و آيبعد از ا

  ست کز آن شاخ نباتم دادندياجر صبر  زديرينهمه شهد و شکر کز سخنم ميا

  ن درجاتم دادنديو چندخاک او گشتم   ر مغانيی است عجب بندگی پيايميک

    
  "حافظ"    
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  :تقديم به

  
  

  پدر و مادر گرامي، عزيز و بزرگوارم 

ــدگيم    ــامي مراحـــل زنـ ــشوق مـــن در تمـ ــواره مـ ــه همـ كـ

بـــــوده انـــــد وتمـــــامي ســـــرمايه زندگانيـــــشان، عمـــــر 

ــل      ــر قلـ ــن بـ ــعود مـ ــاي صـ ــه پـ ــويش را بـ ــه خـ گرانمايـ

  .  موفقيت نثار كردند

  صبورم       همسر مهربان و 

ــر     ــسير پـ ــده مـــن در ايـــن مـ ــرم كننـ ــشتوانه و دلگـ ــه پـ كـ

  .پيچ و خم بوده است
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 لبچكيده مطا

يكــي از اهــداف مهــم بيوتكنولــوژي گيــاهي، تهيــه مــواد بيولوژيــك ارزشــمند از منــابع گيــاهي تحــت شــرايط             

"in–vitro"ــ  .  مـــي باشـــد  ــاه آرنبيـ ــده از ريـــشه گيـ ــه دســـت آمـ ــالوس بـ ا در ايـــن تحقيـــق غنـــاي آنزيمـــي كـ

. آكرومـــا نـــسبت بـــه آنـــزيم هـــاي پراكـــسيداز و فنيـــل آلانـــين آمونيـــا ليـــاز مـــورد بررســـي قـــرار گرفتـــه اســـت

ــيط        ــاه در مح ــفيد گي ــالوس س ــي ك ــاي آنزيم ــي ه ــت بررس ــر     LSجه ــت ه ــيط واي ــاه در مح ــز گي ــالوس قرم  و ك

ــدند21 ــه   .  روز واكـــشت مـــي شـ ــفيد در دو مرحلـ ــالوس سـ ــروتئين كـ ــسيداز پـ ــزيم پراكـ % 45جهـــت بررســـي آنـ

كـــالوس % 75و % 45 از دو مرحلـــه رســـوب دهـــي   PALرســـوب داده شـــد و جهـــت بررســـي آنـــزيم     % 80 و

ــد  ــتفاده گرديــ ــز اســ ــزيم    . قرمــ ــت آنــ ــنجي فعاليــ ــار ســ ــت عيــ ــپكتروفتومتري و PALجهــ  از دو روش اســ

 در روش اســـپكتروفتومتري توليـــد محـــصول ســـيناميك اســـيد در      كـــه اســـتفاده شـــد TLCكرومـــاتوگرافي 

ــي   ــنش آنزيمـ ــر واكـ ــد   PALاثـ ــري شـ ــين پيگيـ ــل آلانـ ــسترا فنيـ ــر روي سوبـ ــي بـ ــت   ولـ ــن روش فعاليـ  در ايـ

ــاتوگرافي . آنزيمـــي مـــشاهده نگرديـــد ــود   TLCدر روش كرومـ ــيناميك اســـيد بـ  نيـــز هـــدف پيگيـــري توليـــد سـ

  .  كه در اين روش نيز به دليل عدم فعاليت آنزيمي توليد سيناميك اسيد مشاهده نشد

ــسيداز،   ــزيم پراكـ ــوب رجهـــت بررســـي فعاليـــت آنـ ــفيد % 80سـ ــالوس سـ ــسيدازداراي كـ ــوبي يفعاليـــت پراكـ  خـ

مرحلــه اول . د كــه جهــت فرآينــد تخلــيص انتخــاب شــد و دو مرحلــه تخلــيص بــر روي آن صــورت گرفــت          بــو

ــاتوگرافي تعـــويض آنيـــوني بـــه كمـــك ژل   ــا از روي ايـــن ژل توســـط  .  بـــودDE-52تخلـــيص، كرومـ پـــروتئين هـ

.  شـــسته شـــدند 150 و mM 20 ،40 ،60 ،80 ،100 ،120محلـــول هـــاي كلريـــد ســـديم بـــا غلظـــت هـــاي       

ــز ژل     ــاتوگرافي و نيـ ــده از كرومـ ــع آوري شـ ــاي جمـ ــه هـ ــام نمونـ ــر روي تمـ ــسيداز بـ ــتفاده از تـــست پراكـ ــا اسـ بـ

ــه    ــه نمونـ ــد كـ ــا، تـــشخيص داده شـ ــه هـ ــورز نمونـ ــرو فـ ــسيداز  mM 20الكتـ ــزيم پراكـ ــروتئين و آنـ ــزان پـ  از ميـ

ــت      ــوردار اس ــا برخ ــه ه ــاير نمون ــه س ــسبت ب ــوبي ن ــن ن. خ ــه     اي ــاد ب ــردن در انجم ــشك ك ــك روش خ ــه كم ــه ب مون

جهـــت حـــصول خلـــوص بيـــشتر آنـــزيم در ايـــن مرحلـــه از كرومـــاتوگرافي ژلـــي . صـــورت جامـــد تغلـــيظ گرديـــد

نمونـــه حاصـــل از ايـــن مرحلـــه تغلـــيظ گرديـــده و پارامترهـــاي .  اســـتفاده شـــدG-50بـــه كمـــك ژل ســـفادكس 

 و M4-10×74/1 =Kmتيـــب بـــه مقـــدار   گيـــاه آرنبيـــا آكرومـــا بـــه ايـــن تر    ســـينتيكي آنـــزيم پراكـــسيداز   

M.min-1 6-10×19/1=  Vmax   ــه ــسبت بــ ــل و  نــ ــضور فنــ ــدروژن در حــ ــسيد هيــ ــسترا پراكــ ــو -4سوبــ آمينــ

  . تعيين گشتندآنتي پرين 



 6 

اين روش مصرف تركيب . جهت بهبود روش عيار سنجي آنزيم پراكسيداز روشي نوين نيز در اين تحقيق ارائه شده است

. فنل را بطور مستقيم در حضور پراكسيد هيدروژن مورد سنجش قرار مي دهد-آزو-كلروفنيل-فنلي رنگي به نام پارا

 اين واكنش به Vmax و Kmمقادير . پارامترهاي سينتيكي اين روش نسبت به سوبسترا نامبرده شده محاسبه گرديده است

  . مي باشندmin-1 . M 6-10 × 23/36 و M 4-10 × 80/2ترتيب 

ــر  ــروتئين و در آخـ ــوبات   پـ ــروتئين رسـ ــالوس و پـ ــل كـ ــورد و   % 80و % 45كـ ــه دو روش برادفـ ــفيد بـ ــالوس سـ كـ

  .    وزني محاسبه شدند
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 سپاسگزاري

ــين             ــق ب ــدين ح ــال ال ــر كم ــاي دكت ــاب آق ــات جن ــدرداني از زحم ــشكر و ق ــمن ت ــم ض ــي دان ــدا لازم م      در ابت

ســـي ژنتيـــك و زيـــست فـــن آوري و جنـــاب آقـــاي دكتـــر  اســـتاد راهنمـــاي اينجانـــب در پژوهـــشگاه ملـــي مهند 

ســعيد مقــصودي اســتاد راهنمــاي  اينجانــب در دانــشگاه علــم و صــنعت ايــران، بــراي ايــشان و خــانواده هــاي            

  .محترمشان سلامتي و موققيت در تمامي مراحل زندگي، از خداوند متعال مسئلت نمايم

ر و  جنـــاب آقـــاي دكتـــر خـــسرو خواجـــه جهـــت اتيد گرامـــي ســـركار خـــانم دكتـــر فرشـــته نعـــيم پـــواز اســـ     

ــد،       ــرار دادن ــب ق ــار اينجان ــه در اختي ــاتي ك ــا و امكان ــائي ه ــت     راهنم ــه جه ــالم زاده ب ــران ع ــر اي ــانم دكت ــركار خ س

كليــــه اســــاتيد و خــــدمتگزاران در دانــــشگاه علــــم و صــــنعت ايــــران و قبــــول دعــــوت داوري پايــــان نامــــه، 

كليـــه دوســـتان و همكـــارانم تـــشكر نمـــوده،     پژوهـــشگاه ملـــي مهندســـي ژنتيـــك و زيـــست فـــن آوري و      

 .اد زندگي از ايزد يكتا خواستارمسلامتي و موفقيت ايشان را در تمامي ابع

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 8 

  فهرست مطالب

 

  صفحه عنوان
  14  مقدمه

  16-43  ) بررسي منابع(فصل اول 
  17  اهميت بيوتكنولوژي گياهي. 1-1
  18  گياهيتاريخچه بكارگيري كشت آزمايشگاهي سلولهاي . 1-2
  19  )بيوترانسفورماسيون(تبديل زيستي . 1-3
  20  مشكلات بكارگيري سلولهاي گياهي. 1-4
  21  گياه آرنبيا آكروما. 1-5
  22  آنزيم چيست. 1-6
  23  تاريخچه آنزيمها. 1-7
  24  روش توليد مدرن آنزيمها توسط ميكرو ارگانيسمها. 1-8
  25  طبقه بندي آنزيمها. 1-9
  25  ت آنزيمهاخصوصيا. 1-10

  26  آنزيمهاي تسريع كننده واكنش. 1-10-1
  26  عملكرد اختصاصي آنزيمها. 1-10-2
  27  عملكرد آنزيم تحت شرايط متعادل. 1-10-3
  27  كنترل آسان آنزيمها. 1-10-4
  28  آنزيمها جايگزيني مناسب براي مواد شيميايي خطرناك. 1-10-5
  28  زيمهاقابليت تجزيه پذيري زيستي آن. 1-10-6

  28  كاربردهاي صنعتي آنزيمها. 1-11
  31  آنزيم پراكسيداز. 1-12

  32  پراكسيدازهاي درون سلولي. 1-12-1
  32  پراكسيدازهاي ترشح شده قارچي. 1-12-2
  33  پراكسيدازهاي گياهي. 1-12-3

  HRP(  34(آنزيم پراكسيداز تربچه كوهي . 1-13
  34  معرفي آنزيم. 1-13-1
  35  ار آنزيم پراكسيداز تربچه كوهيساخت. 1-13-2

  36  مطالعات انجام شده بر روي آنزيم پراكسيداز. 1-14
  37  مكانيسم عمل آنزيم پراكسيداز. 1-15
  PAL(  38(آنزيم فنيل آلانين آمونيا لياز . 1-16
  PAL   41ناحيه فعال آنزيم . 1-17
  PAL   41پارامترهاي سينتيكي آنزيم . 1-18
  42  شيكونين. 1-19



 9 

  صفحه  عنوان
  44-116  )مواد و روشهاي تحقيق(فصل دوم 

  45  مواد. 2-1
  46  مواد شيميايي. 2-1-1
  47  تركيبات محيط كشت. 2-1-2

  49  تجهيزات. 2-2
  51  روشهاي تحقيق. 2-3

  52  كشت كالوس. 2-3-1
  59  استخراج پروتئين بافتهاي گياهي. 2-3-2
  63  كليات تخليص پروتئينها. 2-3-3
  67  سنجش فعاليت آنزيم. 2-3-4
  68  الكتروفورز. 2-3-5
  71  محلولها. 2-3-6

  71  محلولهاي بافري. 2-3-6-1
  72  محلولهاي الكتروفورز. 2-3-6-2
  73  محلولهاي رنگ آميزي ژل پلي آكريل آمايد. 2-3-6-3
  75  محلولهاي سنجش آنزيمي. 2-3-6-4
  76  افي تعويض يونيمحلولهاي شست و شوي ستون كروماتوگر. 2-3-6-5
  76  محلول رنگ برادفورد. 2-3-6-6

  77  روشها و دستورالعملها. 2-3-7
  77  آماده سازي ها. 2-3-7-1
  78  جداسازي و تخليص پروتئين. 2-3-7-2
  82  كروماتوگرافي. 2-3-7-3
  86  تغليظ نمونه. 2-3-7-4
  89  شناسايي كيفي وكمي پروتئين. 2-3-7-5
  91  كشت كالوس. 2-3-7-6
  93  استخراج عصاره آنزيمي. 2-3-7-7
  95  حذف نمك با استفاده از دياليز. 2-3-7-8
  PAL  96بررسي وجود آنزيم . 2-3-7-9
  101  بررسي وجود آنزيم پراكسيداز. 2-3-7-10
  DE-52   102كروماتوگرافي تعويض آنيون بوسيله ژل . 2-3-7-11
  103  تغليظ نمونه. 2-3-7-12
  104  كتروفورزروش ال. 2-3-7-13
  G-50 108كروماتوگرافي بر اساس اختلاف جرم مولكولي بر روي ژل سفادكس . 2-3-7-14
  109  تغليظ مجدد. 2-3-7-15
  109  بررسي ميزان آنزيم پراكسيداز در نمونه هاي حاصل از ستون سفادكس. 2-3-7-16



 10 

  صفحه  عنوان
  110  تعيين پارامترهاي سينتيكي آنزيم پراكسيداز. 2-3-7-17
  111   فنل-آزو-كلروفنيل-بررسي سينتيكي آنزيم استاندارد با سوبستراي پارا. 2-3-7-18
-كلروفنيل-بررسي تفاوت دو روش سنجش آنزيمي پراكسيداز با فنل و  پارا. 2-3-7-19

  112   فنل-آزو

  112   فنل-آزو-كلروفنيل-محاسبه ضريب خاموشي پارا. 2-3-7-20
  113  سنجش پروتئين. 2-3-7-21
  114  سنجش پروتئين با روش نوين ارائه شده در تحقيق. 2-3-7-22
  116  محاسبه وزن خشك كالوس نسبت به وزن تر كالوس. 2-3-7-23
  117-138  )نتايج(فصل سوم 

  118  كشت كالوس. 3-1
  118  بررسي اختلاف جرم كالوس تر و كالوس خشك. 3-2
  119  استخراج و تخليص. 3-3
  120  وتئين هاالكتروفورز پر. 3-4
  121  تعيين فعاليت آنزيمي. 3-5

  PAL  121تعيين فعاليت آنزيم . 3-5-1
  121  روش اسپكتروفتومتري. 3-5-1-1
  TLC  125روش . 3-5-1-2

  126  بررسي فعاليت آنزيم پراكسيداز. 3-5-2
  DE-52 128كروماتوگرافي تعويض آنيون بوسيله ژل . 3-5-2-1
  DE-52 131هاي حاصل از ستون كروماتوگرافي الكتروفورز نمونه . 3-5-2-2
  G-50  132تخليص بر اساس اختلاف جرم مولكولي بر روي ژل سفادكس . 3-5-2-3

  133  تعيين پارامترهاي سينتيكي آنزيم پراكسيداز آرنبيا اكروما براي پراكسيد هيدروژن. 3-6
  135  ابداع روش حساستر جهت عيار سنجي مستقيم پراكسيداز. 3-7
  136 بررسي تفاوت دو روش عيار سنجي آنزيم پراكسيداز. 3-8
  138  فنل-آزو-كلروفنيل-پارا ) ε(محاسبه ضريب خاموشي . 3-9

  139-150  )بحث و پيشنهادات(فصل چهارم 
  140  كشت كالوس. 4-1
  140  بررسي اختلاف جرم كالوس تر و كالوس خشك. 4-2
  141  استخراج و تخليص. 4-3
  141  پروتئينهاالكتروفورز . 4-4
  141  تعيين فعاليت آنزيمي. 4-5

  PAL   141تعيين فعاليت آنزيمي . 4-5-1
  142  روش اسپكتروفتومتري. 4-5-1-1
  144   بروش كروماتوگرافي لايه نازكPALپيگيري فعاليت . 4-5-1-2

  145  بررسي فعاليت آنزيم پراكسيداز. 4-5-2



 11 

  صفحه  عنوان
     146      ي آنزيم پراكسيدازتعيين پارامترهاي سينتيك. 4-6
  148  بررسي تفاوت دو روش عيارسنجي آنزيم پراكسيداز. 4-7
  149   آنزيم موجود در كالوس  اكتيويتهمحاسبه. 4-8

    فهرست جدولها
  30  آنزيمهاي متداول در صنعت. 1-1جدول 
  34  گروه بندي پراكسيدازها. 2-1جدول 
  41   منابع مختلف حاصل ازPALخصوصيات آنزيم . 3-1جدول 
  46  مواد شيميايي مورد استفاده در تحقيق. 1-2جدول 
  48  مواد به كار گرفته شده در محيط كشت كالوس گياه. 2-2جدول 
  50  تجهيزات به كار گرفته شده در طي تحقيق. 3-2جدول 
  53  عناصر ماكرو مواد معدني مورد نياز در محيط كشت. 4-2جدول 
  54   مواد معدني مورد نياز در محيط كشتعناصر ميكرو. 5-2جدول 
  55  نوع و مقادير مواد آلي مورد نياز در محيطهاي كشت سلولهاي گياهي. 6-2جدول 
  58  مقادير آهن در محيطهاي كشت مختلف. 7-2جدول 
  59  مقادير مصرفي هورمونها بنابر غلظتهاي مورد نياز. 8-2جدول 
  82  وتئينيتعدتدي از رسوب دهنده هاي پر. 9-2جدول 
  TLC  100حلالهاي انتخابي جهت . 10-2جدول 
  105  درصدهاي مختلف آكريل آمايد. 11-2جدول 
  108  مراحل رنگ آميزي ژل به روش نيترات نقره. 12-2جدول 
  110  مقادير مورد استفاده در بررسي سينتيكي آنزيم پراكسيداز. 13-2جدول 
  111  سينتيكي آنزيم پراكسيداز استانداردمقادير مورد استفاده در بررسي . 14-2جدول 
  112  مقادير استفاده شده در آزمايش بررسي تفاوت دو روش سينتيكي. 15-2جدول 
  118  تفاوت وزن تر و خشك كالوس. 1-3جدول 
  119  نتايج تعيين ميزان پروتئين كالوس گياه آرنبيا آكروما. 2-3جدول 
  TLC 125سيستم حلالي انتخابي جهت . 3-3جدول 
  DE-52  131سرعت واكنش آنزيمي نمونه هاي حاصل از ستون كروماتوگرافي . 4-3جدول 
  133  مقادير مورد استفاده در بررسي سينتيكي آنزيم پراكسيداز. 5-3جدول 
  144  فاصله نقاط بيشينه مواد سنتز شده. 1-4جدول 

    فهرست شكلها
  21  آرنبيا آكروماي ايران. 1-1شكل 
  35  گياه تربچه كوهيريشه . 2-1شكل 
  35  گياه تربچه كوهي. 3-1شكل 
  43  مسير بيوسنتز شيكونين. 4-1شكل 
  56   و كاينتين مورد استفادهD ،2 ،IAA-4ساختمان هورمونهاي . 1-2شكل 
  85  ساختمان شيميايي دي اتيل آمينو اتيل سلولز. 2-2شكل 



 12 

  صفحه  عنوان
  120  كالوس سفيد% 80و % 45رسوبات . 1-3شكل 
  127  كالوس سفيد در برابر پراكسيداز استاندارد% 80و % 45رسوبات . 2-3شكل 
  DE-52   131نمونه هاي حاصل از ستون . 3-3شكل 

    فهرست نمودارها
  67  مقايسه تكنيكهاي مختلف جداسازي پروتئين. 1-2نمودار 
  80  تاثير قدرت يوني بر حلاليت پروتئين در نقطه ايزو الكتريك. 2-2نمودار 
  119  نمودار استاندارد سنجش پروتئين به روش وزني. 1-3نمودار 
  pH 122=7 با M 01/0طيف فنيل آلانين در بافر فسفات پتاسيم . 2-3نمودار 
  pH  122=7 با M 01/0طيف سيناميك اسيد در بافر فسفات پتاسيم . 3-3نمودار 
  123  ر لحظه صفرطيف فنيل آلانين با عصاره آنزيمي كالوس قرمز د. 4-3نمودار 
  123   ساعت بعد1طيف فنيل آلانين با عصاره آنزيمي كالوس قرمز . 5-3نمودار 
  124  طيف فنيل آلانين با عصاره آنزيمي كالوس سفيد در لحظه صفر. 6-3نمودار 
  124   ساعت بعد1طيف فنيل آلانين با عصاره آنزيمي كالوس سفيد . 7-3نمودار 
  126  در حالت پايدار% 45يم پراكسيداز در رسوب سرعت واكنش آنز. 8-3نمودار 
  127  در حالت پايدار% 80سرعت واكنش آنزيم پراكسيداز در رسوب . 9-3نمودار 
  DE-52 128 نمونه هاي جمع شده از ستون nm 280جذب . 10-3نمودار 
  mM 20  129تست پراكسيداز نمونه . 11-3نمودار 
  mM 40  129تست پراكسيداز نمونه . 12-3نمودار 
  mM 60  129تست پراكسيداز نمونه . 13-3نمودار 
  mM 80  130تست پراكسيداز نمونه . 14-3نمودار 
  mM 100  130تست پراكسيداز نمونه . 15-3نمودار 
  mM 120  130تست پراكسيداز نمونه . 16-3نمودار 
  mM 150  131تست پراكسيداز نمونه . 17-3نمودار 
  G-50   132نمونه هاي جمع شده از ستون سفادكس  nm 280جذب . 18-3نمودار 
  134  منتن-ميكائيليس. 19-3نمودار 
  134  برك-خط ويور. 20-3نمودار 
  135  منتن با پاراكلروفنل-ميكائيليس. 21-3نمودار 
  136  فنل-آزو-كلروفنيل-برك با پارا-ويور. 22-3نمودار 
  137  واكنش آنزيم پراكسيداز با فنل. 23-3نمودار 

  137  فنل-آزو-كلروفنيل-واكنش آنزيم پراكسيداز با پارا. 24-3ودار نم
  138  نمودار استاندارد محاسبه ضريب خاموشي. 25-3نمودار 
  142   ساعت بعد1طيف فنيل آلانين با عصاره آنزيمي كالوس قرمز . 1-4نمودار 
  142  طيف فنيل آلانين با عصاره آنزيمي كالوس سفيد در لحظه صفر. 2-4نمودار 
  143   ساعت بعد1طيف فنيل آلانين با عصاره آنزيمي كالوس سفيد . 3-4نمودار 

  151-159  فهرست پيوستها



 13 

  صفحه  عنوان
  152  جدول درصد اشباع سولفات آمونيم. Iپيوست 
  153  متابوليسم نيتروژن. IIپيوست 
  154  متابوليسم فنيل آلانين. IIIپيوست 
  155  متابوليسم تايروزين. IVپيوست 
  156  بيوسنتز آلكالوئيد. Vپيوست 
  157  مسير سنتز ليگنين ها و فنيل پروپانوئيدها. VIپيوست 
  158  شماي كلي بيوسنتز شيكونين. VIIپيوست 
  159  3-1مخفف هاي موجود درجدول . VIIIپيوست 

  160-167  منابع
  168  خلاصه انگليسي 

    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
  



 14 

 مقدمه

ــد    ــي گردنـ ــسوب مـ ــوبي محـ ــي خـ ــابع آنزيمـ ــان منـ ــد   . گياهـ ــوارد در توليـ ــي مـ ــاهي، در برخـ ــاي گيـ ــزيم هـ آنـ

تركيبــاتي شــركت مــي كننــد كــه ايــن تركيبــات در هــيچ موجــود زنــده ديگــري توليــد نمــي شــوند بــدين               

ــوردار         ــژه اي برخ ــت وي ــا از اهمي ــزيم ه ــن آن ــط اي ــده توس ــد ش ــات تولي ــا تركيب ــه تنه ــت ن ــود   جه ــه خ ــت بلك  اس

امــروزه گياهــان منبــع اصــلي و عمــده آنــزيم هــاي       . آنــزيم هــا بــسيار مهــم و بــا ارزش محــسوب مــي شــوند       

ــاي          ــه ه ــا در جنب ــارگيري آنه ــه ك ــا و ب ــزيم ه ــن آن ــتفاده از اي ــت اس ــه جه ــي روندك ــمار م ــه ش ــسياري ب ــنعتي ب ص

ــه ا        ــنتزي ك ــاي بيوس ــسير ه ــا و م ــزيم ه ــن آن ــد اي ــكي باي ــنعتي و پزش ــي، ص ــف علم ــا   مختل ــا در آنه ــزيم ه ــن آن ي

  .فعاليت دارند شناخته شود

از جملـــه آنـــزيم هـــاي صـــنعتي مهمـــي كـــه در واكـــنش هـــاي اكـــسيداسيوني كـــاربرد دارد پراكـــسيداز حاصـــل   

  .  مي باشد) HRP(از گياه تربچه كوهي 

 كـــه در مجـــاورت پراكـــسيد هيـــدروژن مولكولهـــاي متفـــاوتي را اكـــسيد مـــي پراكـــسيداز يـــك متـــالوآنزيم اســـت

از جملــه  . بــه همــين دليــل ايــن آنــزيم كاربريهــاي صــنعتي و پزشــكي متفــاوتي پيــدا كــرده اســت          . ]1[كنــد 

ــام         ــوان ن ــي ت ــساجي را م ــنايع ن ــشي و ص ــنايع آراي ــوب، ص ــذ و چ ــنايع كاغ ــرد ص ــات]. 2-4[ب ــر  تحقيق ــه اخي  ده

نيـــز نـــشان داده اســـت كـــه ايـــن آنـــزيم در تجزيـــه طبيعـــي ليگنـــين و تهيـــه ســـلولز مناســـب ميتوانـــد نقـــش  

ــد   ــته باش ــت      ]5-6[داش ــزوده اس ــزيم اف ــن آن ــنعتي اي ــت ص ــه اهمي ــايج ب ــن نت ــع    . و اي ــك منب ــر ي ــال حاض در ح

ــوهي    ــه كـ ــشه تربچـ ــسيداز ريـ ــه پراكـ ــراي تهيـ ــده بـ ــناخته شـ ــد ) Horseradish(شـ ــي باشـ ــسيداز . ]7[مـ پراكـ

بـــراي عملكـــرد ) Heam(يـــك آنـــزيم اكـــسيدوردوكتاز مـــي باشـــد كـــه كـــوانزيم هـــم  ) HRP(تربچـــه كـــوهي 

  . ري استآن ضرو

 ايـــزوزيم در ريـــشه تربچـــه گيـــاهي شـــناخته شـــده امـــا يـــك ايـــزوزيم موســـوم بـــه   30از ايـــن آنـــزيم حـــدودا 

ــسيداز  ــت   Cپراك ــته اس ــشتري داش ــت بي ــا       . ]8[ اهمي ــوزه ب ــي گليك ــره اي ــك زنجي ــد ي ــي پپتي ــك پل ــزيم ي ــن آن اي

ــد  308 ــي باشـ ــه مـ ــيد آمينـ ــزيم  .  اسـ ــن آنـ ــاختمان ايـ ــود دارد  4در سـ ــولفيدي وجـ ــد دي سـ ــاهرا  پيونـ  2و ظـ

ــون  ــد   Ca+2  يـ ــي دارنـ ــژه ايـ ــت ويـ ــاختمان آن اهميـ ــداري سـ ــز در پايـ ــدود HRP. ]9[ نيـ  KD  46  در حـ

ــه ايزوالكتريـــك   ــا نقطـ ــد و 2/7بـ ــي باشـ ــرد آن  pH مـ ــراي عملكـ ــد 7 مناســـب بـ ــي باشـ ــراي نقـــش . ]10[ مـ بـ

 ــ ت امـــا فيزيولوژيـــك پراكـــسيداز در ســـلولهاي گيـــاهي و حيـــواني شـــواهد بـــسيار زيـــادي جمـــع اوري شـــده اسـ
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ــت و            ــزيم اس ــن آن ــه اي ــسوب ب ــام من ــور ع ــه ط ــلولي ب ــاء س ــسايش و احي ــدهاي اك ــده در فرآين ــرل ش ــركت كنت ش

  .]10[پروتئين كل آنها نيز مي رسد% 30از اين رو مفدار اين آنزيم در سلولهاي گياهي بعضاً تا 

ــاز             ــين آمونيــا لي ــل آلان ــزيم فني ــا آكرومــا آن ــاه آرنبي ــر گي ــزيم هــاي ديگ ــاير آن ــه س ــد  از جمل ــي باش آنــزيم . م

ــا ليـــاز يـــا   يكـــي از مهمتـــرين آنزيمهـــايي اســـت كـــه در ســـاخت  ) .PAL) 5 .1 .3 .4 ECفنيـــل آلانـــين آمونيـ

ايـــن آنـــزيم اولـــين مرحلـــه ســـاخت اكثـــر  . متابوليـــسمهاي ثانويـــه گيـــاهي نقـــش كليـــدي را ايفـــا مـــي كنـــد 

ــد    ــي كنـ ــسريع مـ ــاهي را تـ ــه گيـ ــاي ثانويـ ــط   . متابوليتهـ ــه توسـ ــشي كـ ــسريع PALواكنـ ــود دي   تـ ــي شـ مـ

ســـيناميك  . و آمونيـــاك مـــي باشـــد3 جهـــت توليـــد تـــرانس ســـيناميك اســـيد2فنيـــل آلانـــين-L 1آميناســـيون 

 و 6 و كومـــارين هـــا5، فلاونوئيـــدها4اســـيد پـــيش ســـاز گـــروه عظيمـــي از فنيـــل پروپانوئيـــدها مثـــل ليگنـــين هـــا

اكوئـــل هـــستند و ليگنـــين هـــا تركيـــب اصـــلي ديـــواره بافتهـــاي و. تركيبـــات فنلـــي ديگـــر در گيـــاه مـــي باشـــد

 در UVفلاونوئيـــدها بـــه عنـــوان رنگدانـــه و تعيـــين كننـــده رنـــگ گلهـــا و گـــاهي محـــافظ گيـــاه در برابـــر نـــور  

ــند   ــي باش ــوازي م ــدامهاي ه ــين        . ان ــواد ليگن ــاه، م ــرفتن گي ــرار گ ــي ق ــه ميكروب ــا حمل ــدن وي ــت دي ــس از جراح پ

ــه حفاظـــت    ــاه را از ايـــن حملـ ــودكه گيـ ــد مـــي شـ ــاه توليـ ــواحي گيـ ــد فنيـــل  ماننـــدي در برخـــي نـ  مـــي نمايـ

  ].11و12[پروپانوئيدها از عوامل تلقيح، توليد و رشد گرده ها در گياهان به شمار مي روند 

ــاي        ــه جـ ــنعتي بـ ــاوت صـ ــدهاي متفـ ــزيم درفرآينـ ــتفاده از آنـ ــراي اسـ ــوژي بـ ــرايش بيوتكنولـ ــه گـ ــه بـ ــا توجـ بـ

كي آنهـــا تياتـــالي شـــيميايي، لازم اســـت تـــا منـــابع غنـــي از آنـــزيم هـــا شـــناخته شـــده و رفتارهـــاي ك هـــايمعرف

 ايـــن تحقيـــق بـــه مطالعـــه آنـــزيم هـــاي  از ايـــن رو. هاي مختلـــف شـــناخته شـــودبمنظـــور اســـتفاده در فرآينـــد

  .  اختصاص داده شده استAeپراكسيداز و فنيل آلانين آمونيا لياز موجود در كالوس 

 

 

 

 

  

                                                 
1 Deamination 
2 L-phenylalanine 
3 Trans-cinnamic acid 
4 Lignins 
5 Flavonids 
6 Coumarins 
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  اهميت بيوتكنولوژي گياهي. 1-1

ــ ــدارد         گياه ــا ن ــات آنه ــي در حي ــش اساس ــولا نق ــه معم ــد ك ــي كنن ــد م ــادي تولي ــه زي ــاي ثانوي ــرآورده ه ــالي ف ان ع

ــا          ــد ي ــي كنن ــشاني كمــك م ــرده اف ــه گ ــه ب ــشراتي ك ــذب ح ــد ج ــاثيراتي مانن ــد ت ــي توانن ــوژيكي م ــر اكول ــا از نظ ام

 بـــسياري ].13[باشـــندداشـــته دفـــاع شـــيميايي در مقابـــل ميكروارگانيـــسمها، حـــشرات يـــا موجـــودات عـــالي تـــر 

از ايــن فــرآورده هــاي طبيعــي مــي تواننــد منبعــي بــراي توليــد محــصولات صــنعتي ماننــد مــواد شــيميايي،              

ــند ــروزه تقا]. 14[دارويـــي و كـــشاورزي باشـ ــامـ ــاهي بخـــصوص  ضـ ــرآورده هـــاي ثانويـــه گيـ ــنايع دا بـــراي فـ ر صـ

ــذايي و ــت    غ ــزايش اس ــه اف ــي رو ب ــد ان. داروي ــتولي ــوم بيوتكن   ب ــهاي مرس ــه روش ــواد ب ــن م ــد   وه اي ــي توان ــوژي م ول

ــرف        ــا را برطـ ــراض آنهـ ــر انقـ ــين خطـ ــان و همچنـ ــن گياهـ ــي ايـ ــت طبيعـ ــت و برداشـ ــت، داشـ ــشكلات كاشـ مـ

ــازد ــي          . س ــاهش م ــز ك ــيميايي ني ــده ش ــوده كنن ــه و آل ــنايع پرهزين ــه ص ــشر را ب ــاز ب ــها ني ــن روش ــارگيري اي ــه ك ب

  .دهد

ول در بيوتكنولـــوژي تحقيقــات وســيعي بـــراي توليــد فـــرآورده هــاي ثانويـــه گيــاهي بـــه كمــك روشـــهاي متــدا       

ــد        ــيده ان ــنعتي رس ــه ص ــه مرحل ــا ب ــدودي از آنه ــداد مح ــون تع ــا كن ــه ت ــت ك ــه اس ــام گرفت ــن  . انج ــالاي اي ــه ب هزين

ــرايط     ــاهي در شـ ــلولهاي گيـ ــد سـ ــد كنـ ــي از رشـ ــدتا ناشـ ــه عمـ ــها كـ ــودن  in-vitroروشـ ــم بـ ــداري وكـ  ، ناپايـ

ــدود سـ ـ        ــه را مح ــن زمين ــت در اي ــد موفقي ــي باش ــلولها م ــن س ــصول در اي ــزان مح ــتمي ــالا  ]. 15[اخته اس ــراي ب ب

ــا از     ــلولهاي گيـــاهي شـــناخت مـــسيرهاي توليـــد و تنظـــيم ســـاخت فـــرآورده هـ بـــردن مفدارمحـــصول دهـــي سـ

 ســلولهاي گيــاهي نــه تنهــا منجــر بــه شــناخت خــط        in-vitroمطالعــات  . اهميــت بــسزايي برخــوردار اســت   

ليــه ارزان، شــرايط پايــدار   بيوســنتزي تركيبــات مفيــد مــي گــردد بلكــه عوامــل ارتقــاء دهنــده ســنتز، مــواد او          

  ].13[را مشخص مي نمايد... كننده سلولها و

ــيكونين        ــز ش ــه قرم ــد رنگدان ــاهي تولي ــه گي ــاي ثانوي ــنعتي متابوليته ــد ص ــق تولي ــه موف ــك نمون ــه  1ي ــد ك ــي باش  م

آنچـــه امـــروزه در مـــورد شـــيكونين مـــي دانـــيم   .دارد نيـــز يـــياروكاربردهـــاي د ،عـــلاوه بـــر كاربردهـــاي رنگـــي

ــون ن  ــدتا مره ــا    عم ــامورا تابات ــسور م ــشهاي پروف ــايج پژوه ــن      2ت ــو ژاپ ــشگاه كيوت ــي دان ــوم داروي ــش عل ــتاد بخ  اس

ــد  ــي باشـ ــه   . مـ ــداي دهـ ــي را از ابتـ ــات منظمـ ــيكونين در   70وي تحقيقـ ــي شـ ــد طبيعـ ــر روي توليـ ــيلادي بـ  مـ

                                                 
1 Shikonin 
2 Mamura Tabata 
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ــاه  ــشه گيـ ــلولهاي ريـ ــزونسـ ــپرميوم اريتروريـ ــودLe1  ليتوسـ ــاز نمـ ــ.  آغـ ــاًانتـ ــهاي او نهايتـ ــه يج تلاشـ ــر بـ  منجـ

ع قـــتهيـــه شـــيكونين در وا .  مـــيلادي گـــشت 1983 شـــيكونين درســـال   in-vitroنعتي توليـــد طـــرح صــ ـ

ــت    ــوژي اسـ ــاهي در بيوتكنولـ ــلولهاي گيـ ــارگيري سـ ــوق از بكـ ــال فـ ــين مثـ ــالات  . اولـ ــي مقـ ــه بررسـ ــان كـ آنچنـ

علمـــي نـــشان مـــي دهـــد جـــداي از ژاپنـــي هـــا، كـــره جنـــوبي، چـــين، امريكـــا و اخيـــرا اروپـــا نيـــز تخقيقـــات   

 ) Ae (2 يـــا منـــايع گيـــاهي ديگـــري چـــون آرنبيـــا آكرومـــا Le وليـــد ايـــن رنگدانـــه از گيـــاهوســـيعي را بـــراي ت

  . آغاز كرده اند

آنچـــه در مـــورد شـــيكونين و يـــا هـــر تركيـــب طبيعـــي ديگـــر اهميـــت دارد شـــناخت دقيـــق بيوســـنتز آن مـــي   

ز آن  مناســـب بيوســـنت4 و يـــا بازدارنـــده هـــاي3از آنجـــا بـــه بعـــد مـــي تـــوان بـــا بكـــارگيري مـــواد مـــوثر. باشـــد

ــود      ــدايت نمـ ــري هـ ــب ديگـ ــشكيل تركيـ ــت تـ ــا در جهـ ــرد و يـ ــف كـ ــا متوقـ ــك و يـ ــب را تحريـ ــه . تركيـ اينگونـ

ــنعتي             ــاي ص ــرآورده ه ــد ف ــش تولي ــد بخ ــا نوي ــند ام ــي باش ــد م ــوژي جدي ــاي بيوتكنول ــه در دني ــات اگرچ تحقيق

 .هاي نوين مي باشدمتنوعي به روش

   

  تاريخچه بكارگيري كشت آزمايشگاهي سلولهاي گياهي. 1-2

ــدت ــر روي توليـ ــات بـ ــالوسحقيقـ ــاهي از كـ ــاي گيـ ــلولي5 متابوليتهـ ــشتهاي تعليقـــي سـ ــيع 6 و كـ ــاس وسـ  در مقيـ

نتــــايج بدســــت آمــــده از كــــشت ]. 16و17[ مــــيلادي در امريكــــا و كانــــادا شــــروع شــــد50از اواخــــر دهــــه 

قيقـــات بيـــشتر جهـــت توليـــد در مقيـــاس صـــنعتي حســـلولهاي توتـــون و مـــوارد مـــشابه ديگـــر محركـــي بـــراي ت

ايـــن تحقيقـــات نـــشان داد كـــه مـــي تـــوان از ســـلولهاي گيـــاهي هماننـــد تخميـــر  . هاي مختلـــف بـــوددر كـــشور

ــود    ــد نمـ ــد توليـ ــواد مفيـ ــوع مـ ــاي متنـ ــي در فرمانتورهـ ــعي   . ميكروبـ ــن سـ ــنعتي ژاپـ ــركتهاي صـ ــسياري از شـ بـ

ــات م      ــاري تركيب ــد تج ــراي تولي ــوژي ب ــن تكنول ــد از اي ــد  فكردن ــتفاده كنن ــد اس ــي    . ي ــركت ژاپن ــون دو ش ــم اكن ه

تهيـــه رنگدانـــه هـــاي گيـــاهي    بـــه ترتيـــب در حـــال توليـــد و8 و نيتودنكـــو7هـــاي پتروشـــيمي ميتـــسوييبـــه نام

                                                 
1 Lithospermum erythrorhizon 
2 Arnebia euchroma 
3 Effectors 
4 Inhibitors 
5 Callus 
6 Cell suspension culture 
7 Mitsui Petrochemical Industry Co. 
8 Nitto Denko Co. 
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شـــركتهاي ديگـــر . در مقـــادير تجـــاري هـــستند) درخـــت چـــسبان (1شـــيكونين و تـــوده ســـلولي جـــين ســـينگ 

ــو ــاكو2هـــم همچـــون آجينوموتـ ــدها،   3 و نيپـــون شـــين يـ ــزان تجمـــع آلكالوئيـ ــا ميـ  هـــم تـــلاش مـــي كننـــد تـ

ــتروئيدها و  ــد      اس ــزايش دهن ــلولي اف ــشتهاي س ــر را در ك ــه ديگ ــاي ثانوي ــرآورده ه ــدادي     .ف ــد تع ــي رس ــر م ــه نظ ب

  ]. 13[از داروهاي ضد سرطان نيز به زودي به توليد انبوه برسند

ــت      ــه اسـ ــز نهفتـ ــري نيـ ــاهي ارزش ديگـ ــلولهاي گيـ ــشت سـ ــي در كـ ــواد طبيعـ ــستقيم مـ ــد مـ ــر توليـ ــلاوه بـ . عـ

ــي از آن   ــواد طبيعـ ــد مـ ــراي توليـ ــاهي بـ ــلولهاي گيـ ــشت    سـ ــه در كـ ــد كـ ــي كننـ ــتفاده مـ ــف اسـ ــاي مختلـ زيمهـ

بنــابراين از ايــن ســلولها ويــا عــصاره هــاي      . آزمايــشگاهي ســلولها بطبــع ايــن آنزيمهــا نيــز تكثيــر مــي شــوند        

  .4آنان بعضا مي توان براي انجام واكنشهاي شيميايي استفاده نمود

  

  )بيوترانسفورماسيون( تبديل زيستي. 1-3

ــلولها   ــتفاده از س ــا اس ــروزه ب ــب را        ام ــستراي مناس ــك سوب ــوان ي ــي ت ــا م ــي آنه ــاي آنزيم ــصاره ه ــا ع ــاهي وي ي گي

ــرد     ــديل ك ــوردنظر تب ــاي م ــرآورده ه ــه ف ــتفاده از       . ب ــا اس ــر ب ــنعت تخمي ــي در ص ــسترده اي ــور گ ــه ط ــن روش ب اي

-L آســـپارتيك اســـيد و -Lبـــه طـــور مثـــال  .نزيمهـــاي آنـــان بـــه كارگرفتـــه شـــده اســـت آميكروارگانيـــسمها و 

ــورت    ــه صـ ــيد بـ ــك اسـ ــيد فوما  ماليـ ــسمها از اسـ ــط ميكروارگانيـ ــاري توسـ ــوند  رتجـ ــي شـ ــد مـ ــك توليـ ]. 13[يـ

  .همچنين استروئيدهاي مختلف نيز به وسيله تبديل زيستي ميكروبي توليد مي گردند

ــد  ــلولهاي       -βتوليـ ــتفاده از سـ ــا اسـ ــت بـ ــي اسـ ــاي قلبـ ــه  داروي بيماريهـ ــسين كـ ــل ديجيتوكـ  D.lanataمتيـ

 mg/lو ميـــزان ] 13[  مـــورد مطالعـــه قـــرار گرفتـــه اســـت5فـــرمنبـــه طـــور گـــسترده ايـــي توســـط رانيهـــارد و آل

  . ليتري توليد شده است200 از اين ماده توسط شركت بوئرينگرمانهايم در راكتور700-600

ــن بلاســـتين از            ــه نـــام ويـ ــرطان گرانفيمتـــي بـ ــد داروي ضـــد سـ ــي را بـــراي توليـ ــركت آللكـــس مراحلـ شـ

ــاران ــا نهــ ـ   6نتيكاتـ ــستي بنـ ــديل زيـ ــط تبـ ــدولين توسـ ــركت     ] 13[اد و ونيـ ــط شـ ــر توسـ ــال حاضـ ــه در حـ كـ

ــت      ــه اسـ ــعه يافتـ ــدن توسـ ــاري شـ ــمت تجـ ــه سـ ــال بـ ــسوئي پتروكميكـ ــنعتي  ]. 18[ميتـ ــد صـ ــين توليـ همچنـ

                                                 
1 Ginseng 
2 Ajinomoto 
3 Nippon Shin-yako 
4 Biotransformation 
5 Reinhard andAlfermann 
6 Catharanthine 
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تركيبــات وابــسته بـــه توليــد ويـــن بلاســتين نيـــز بــا اســـتفاده از آنزيمهــاي پراكـــسيداز و گلوكزاكــسيداز مـــورد        

  ].13[مطالعه قرارگرفته اند

  

   گياهيمشكلات بكارگيري سلولهاي. 1-4

ــرايط مـــصنوعي   ــاهي در شـ ــلولهاي گيـ ــارگيري سـ ــه مـــي باشـــد   بكـ ــا مـــشكلاتي مواجـ ــه توليـــد ايـــن . بـ هزينـ

ــانطور كـــه توســـط برخـــي از محققـــين همچـــون زينـــك و گلداشـــتاين تخمـــين زده شـــده بـــود     ــا همـ متابوليتهـ

ــت  ــوز بالاس ــد         ] 13[هن ــي باش ــده م ــشت ش ــاهي ك ــلولهاي گي ــد س ــدرت تولي ــودن ق ــايين ب ــت آن پ ــك . و عل زين

ــاهي            ــاي گي ــرآورده ه ــه ف ــود ك ــي ش ــج م ــورتي راي ــا در ص ــاهي تنه ــلول گي ــشت س ــاي ك ــه تكنيكه ــرد ك ــان ك بي

ــد              ــت تولي ــده در طبيع ــد ش ــاي تولي ــرآورده ه ــر از ف ــا كمت ــر ي ــي براب ــه اي ــا هزين ــق ب ــن طري ــده از اي ــت آم بدس

ــود ــت و         .ش ــلول اس ــر س ــه ازاي ه ــد ب ــازده تولي ــزايش ب ــه اف ــاهش هزين ــراي ك ــا ب ــرين كاره ــلي ت ــي از اص ــن يك  اي

  .بدان معني است كه مقادير زيادي از محصولات با تمام سرعت ممكن توليد شود

ــرآورده            ــح ف ــد و ترش ــي باش ــاهي م ــلول گي ــي در س ــاي طبيع ــرآورده ه ــره ف ــراي ذخي ــان ب ــرين مك ــل مهمت واكوئ

ه در كـــهـــا بـــه خـــارج از محـــيط ســـلولي در گياهـــان بـــه نـــدرت ديـــده مـــي شـــود، بـــازده زيـــاد متابوليـــت را  

در حـــال حاضـــر تحقيقـــاتي بـــر . يـــسمها مـــشاهده مـــي شـــود نمـــي تـــوان در گياهـــان انتظـــار داشـــتميكروارگان

روي نفـــوذ پـــذير كـــردن غـــشاء ســـلولهاي گيـــاهي در حـــال انجـــام اســـت كـــه در ايـــن صـــورت فـــرآورده مـــورد 

ــر         ــل ب ــن عم ــر اي ــرد، اگ ــد ك ــراوش خواه ــلول ت ــارج س ــه خ ــي ب ــه راحت ــر ب ــر   نظ ــاهي اث ــه گي ــر گون ــد و تكثي تولي

ــا ــود        مطلوبي نن ــد نم ــادي خواه ــك زي ــد كم ــاي تولي ــه ه ــدن هزين ــم ش ــه ك ــد ب ــته باش ــلولهاي   . داش ــم س ــاز ك ني

  .گياهي به هوادهي يك مزيت نسب به كشتهاي ميكروبي به شمار مي آيد

  :كه عبارتند از. علاوه بر مشكلات ذكر شده، مشكلات فراواني هم در سطح بيوشيميايي وجود دارد

  بيان اندك فرآورده ها -1

 طوط سلوليناپايداري خ -2

ــت            ــاه دس ــه گي ــسبت ب ــه ن ــاي ثانوي ــاوتي از متابوليته ــر و متف ــادير كمت ــب مق ــده اغل ــشت ش ــاهي ك ــلولهاي گي س

ــد          ــي كن ــر م ــان تغيي ــول زم ــي در ط ــي و كيف ــاي كم ــن ويژگيه ــد و اي ــي كنن ــد م ــورده تولي ــر  . نخ ــي ديگ از طرف

ــاه       ــه گيـ ــسبت بـ ــاوتي نـ ــا متفـ ــشتري و يـ ــاي بيـ ــه متابوليتهـ ــود دارد كـ ــشت وجـ ــواعي از كـ ــكاانـ ــت (لمـ دسـ


