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Abstract

Research subject: The use of genetic engineering tools to produce 
industrial strains, especially from non-model microorganisms such as 
cyanobacteria, is always subject to limitations.
Research approach: In this research, a system-oriented method was 
used to design a culture medium instead of strain designing and its 
ability to increase ethanol production by Synechocystis sp. PCC 6803 
was experimentally evaluated. In this method, compounds are added 
to the medium to regulate the activity of target enzymes not for the 
purpose of being consumed by the cells, and thus, the designed culture 
medium eliminates the intracellular constraints on the production. 
A metabolic model was used to determine the minimum level of 
ethanol production and to identify genes that increase or decrease 
of their expression increase this minimum level. Then, regulators of 
the enzyme expressed by the target genes were extracted from the 
Brenda database and their effect on the production was evaluated 
experimentally and design of experiment was performed to optimize 
the concentration of the selected compounds.
Main results: Among the compounds identified, two inhibitors 
(salicylic acid and mercuric chloride) and one activator (pyruvate) 
were selected to be added to the medium and their concentration was 
optimized using the central composite design method. The proposed 
regulatory medium increased the production of ethanol from 352 
to 1116 mg/l, indicating the effectiveness of the added regulatory 
compounds on the cyanobacteria metabolism. The proposed system-
oriented method can be used to design medium culture for other 
important bio-products such as recombinant proteins.
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چکیــده

ــاً  ــی خصوص ــویه صنعت ــد س ــرای تولی ــک ب ــی ژنتی ــای مهندس ــتفاده از ابزاره اس
از ریزانــدام واره هــای کمتــر شــناخته شــده همچــون ســیانوباکترها همــواره 
ــه  ــرا ب ــامانه گ ــق، از روش س ــن تحقی ــت. در ای ــه اس ــی مواج ــا محدودیت های ب
ــط  ــی محی ــرای طراح ــامانه ها ب ــی س ــته ای زیست شناس ــن رش ــش بی ــک دان کم
ــش  ــدی آن در افزای ــد و توانمن ــتفاده ش ــویه اس ــی س ــای طراح ــه ج ــت ب کش
تولیــد اتانــول توســط ســیانوباکتر سینکوسیســتیسsp. PCC 6803 مــورد 
ارزیابــی آزمایشــگاهی قــرار گرفــت. در ایــن روش، مــواد بــا هــدف تنظیــم فعالیــت 
آنزیم هــای هــدف نــه بــا هــدف مصــرف توســط ســلول بــه محیــط کشــت افــزوده 
می شــوند و بنابرایــن محیــط کشــت طراحــی شــده، محدودیت هــای درون 
ــی  ــدل متابولیک ــد. م ــرف می کن ــتی را برط ــول زیس ــد محص ــرای تولی ــلولی ب س
ــه کاهــش  ــی ک ــول و شناســایی ژن های ــزان ترشــح اتان ــل می ــن حداق ــرای تعیی ب
ــه-کار  ــد، ب ــش می دهن ــزان را افزای ــل می ــن حداق ــا ای ــان آن ه ــش بی ــا افزای ی
رفــت. ســپس، تنظیــم کننده هــای آنزیم هــای بیــان شــده توســط ژن هــای 
هــدف از پایــگاه داده Brenda اســتخراج شــد و اثــر آن هــا بــر تولیــد بــه طــور 
ــات  ــازی غلظــت ترکیب ــرای بهینه س ــش ب ــد و طراحــی آزمای ــی ش ــی ارزیاب تجرب
ــده  ــات شناســایی شــده، دو مهارکنن ــان ترکیب انتخــاب شــده انجــام شــد. در می
ــزودن  ــرای اف ــروات( ب ــده )پی ــال کنن ــک فع ــوه( و ی ــیک و کلریدجی )اسیدسالیس
ــا اســتفاده از روش طــرح مرکــب  ــا ب ــط انتخــاب شــدند و غلظــت آن ه ــه محی ب
ــول  ــد اتان ــنهادی تولی ــی پیش ــت تنظیم ــط کش ــد. محی ــازی ش ــزی بهینه س مرک
ــش داد  ــر افزای ــر لیت ــرم ب ــه 1116 میلی گ ــتیس را از 352 ب ــط سینکوسیس توس
کــه نشــان دهنــده اثربخشــی ترکیبــات تنظیمــی اضافــه شــده بــر ســوخت وســاز 
اســت. روش ســامانه  گــرای پیشــنهاد شــده می توانــد در طراحــی محیــط کشــت 
ــای  ــون پروتئین ه ــور همچ ــت فناوری کش ــت زیس ــم صنع ــولات مه ــر محص دیگ

ــرد داشــته باشــد. ــب کارب نوترکی

کلمـات کلیـدی

 محیط کشت تنظیمی
 سوخت زیستی

 فعال کننده و ممانعت کننده
Brenda  پایگاه داده 

 طراحی آزمایش
 مدل متابولیکی مقیاس ژنوم
 سیانوباکتر سینکوسیستیس
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1 مقدمه
بــازار جهانــی مــواد شــیمیایی زیســت بنیــان در ســال 2010 
بالــغ بــر 150 میلیــارد دلار بــوده اســت کــه حــدود 5 درصــد 
 Otero( از بــازار کل مــواد شــیمیایی را شــامل می شــود
می دهــد  نشــان  پیش بینی هــا   .)and Nielsen  2010،
ــه  ــا ســال 2025 ب ــازار مــواد شــیمیایی زیســت بنیان ت کــه ب
ــهم آن از  ــید و س ــد رس ــارد دلار خواه ــر 614 میلی ــغ ب بال
ــه بیــش از 20 درصــد می رســد.  ــازار کل مــواد شــیمیایی ب ب
ســرمایه گذاری در اقتصــاد زیســتی بــه قــدری ســودآور اســت 
کــه پیــش بینــی مــی شــود در ســال 2025 هــر یــک یــورو 
ســرمایه  ذاری در تولیــد فــراورده هــای زیســت بنیــان حــدود 
ــل،  ــن دلی ــه همی ــد. ب ــد می کن ــزوده تولی ــورو ارزش اف 10 ی
صنایــع فعــال در حــوزه فرآورده هــای زیســتی در اروپــا 
ــرای پژوهــش در  ــورو ب ــارد ی ــر 2.8 میلی ــغ ب ــی بال ــه تنهای ب
ــران،  ــن در ای ــد. همچنی ــرمایه گذاری کرده ان ــه س ــن زمین ای
ــورخ                 ــوب م ــت فناوری مص ــی زیس ــند مل ــرآورد س ــق ب طب
ــتی  ــای زیس ــران، ارزش فرآورده ه ــت وزی 19 /1384/2 هیئ
ــزی از آن  ــدار ناچی ــوده و مق ــون دلار ب ــر 400 میلی ــغ ب بال
ــی، ارزش  ــند مل ــن س ــتناد ای ــه اس ــت. ب ــده اس ــادر ش ص
ــه 1.2 میلیــارد  ــد ب فرآورده هــای زیســتی در بلنــد مــدت بای
دلار برســد و ایــران بایــد بــه 3 درصــد از بــازار زیســتی جهــان 
ــود  ــیمیایی خ ــای ش ــد از فرآورده ه ــد و 30 درص ــت بیاب دس
ــد از  ــد. 3 درص ــد کن ــت فناوری تولی ــتفاده از زیس ــا اس را ب
بــازار زیســتی معــادل حــدود 20 تــا 30 میلیــارد دلار اســت. 
دســتیابی بــه ایــن اهــداف در برنامــه چشــم انداز 1404 
ــا  ــا ب ــت آ ن ه ــل رقاب ــتی و قاب ــای زیس ــود فراینده ــا بهب ب
ــویه ها  ــعه س ــت. توس ــر اس ــیمیایی امکان پذی ــای ش روش ه
و تولیــد محیــط کشــت صنعتــی مناســب بــرای تولیــد 
ــتی در  ــث بالادس ــن مباح ــی از اصلی تری ــیمیایی یک ــواد ش م
ــای  ــود فراینده ــه بهب ــد ب ــه می توان زیســت-فناوری اســت ک

زیســتی منجــر شــود.
ــدام  ــره وری ریزان ــود خــواص و به ــرای بهب ــش اساســی ب چال
دســتکاری  بــرای  هــدف  مولکــول  شناســایی  واره هــا، 
 ،1999( اســت  بیوشــیمیایی  مســیرهای  هدفمنــد 
Stephanopoulos(. در ایــن راســتا، مهندســی متابولیــک 
ســامانه-گرا )Systems Metabolic Engineering( به 
ــرای اصــاح مســیرهای  ــامانه ب ــکار در ســطح س ــوان راه عن
 Omics( ــس ــای امیک ــتفاده از داده ه ــا اس ــاز ب سوخت-وس
Data( و روش هــای محاســباتی زیست شناســی ســامانه ها 
 Lee ،2012(   ــت ــده اس ــه ش )Systems Biology( ارائ
et al(. روش هــای طراحــی گونــه کــه بــر اســاس مدل ســازی 
 )Constraint Based Modeling( بــر پایــه محدودیــت
 Genome-Scale( ــوم ــاس ژن ــای متابولیکــی مقی و مدل ه
Metabolic Models( توســعه یافته انــد، نمونــه ای موفــق 
ایــن زمینــه تحقیقاتــی هســتند )2015  از تاش هــا در 
ــن  ــوم وجــود داشــته باشــد، ای ــی ژن ــر توال ،Liu et al (. اگ
ــدام- ــی ان ــه حت ــرای مطالع ــوان ب ــباتی را می ت روش محاس

 )Non-Model Microorganism( واره هــای غیــر مــدل
رو،  ایــن  از   .)Yan and Fong،  2017( کــرد  اســتفاده 
مهندســی متابولیــک ریزانــدام واره هــای غیــر مــدل همچــون 
ــی،  ــه تحقیقات ــن زمین ــوده و ای ــر ب ــکان پذی ســیانوباکترها ام
ــت.  ــرده  اس ــب ک ــود جل ــه خ ــی را ب ــای فراوان عاقه مندی ه
ســیانوباکترها در رشــد فتواتوتروفــی، بــرای تبدیــل دی-

ــد  ــی فراین ــروری در ط ــازهای ض ــه پیش س ــیدکربن ب اکس
ــورد  ــرون م ــید و الکت ــور خورش ــان را از ن ــنتز، انرژی ش فتوس
نیــاز را از آب می گیرنــد. ایــن امــر بیانگــر ایــن مســئله اســت 
کــه ســیانوباکترها برای رشــد خــود به مــواد ســاده و کم-ترین 
هزینــه نیــاز دارنــد. بنابرایــن، مهندســی کــردن ســیانوباکترها 
ــی  ــای ســلولی میکروب ــه کارخانه ه ــا ب ــل شــدن آن ه و تبدی
ــواد زیســت  ــد م ــرای تولی )Microbial Cell Factory( ب
شــیمیایی رویکــردی نویدبخــش در توســعه انرژی هــای پایــدار 
ــیانوباکترها  ــری س ــه کارگی ــش در ب ــن چال ــت. اصلی تری اس
در مقیــاس تجــاری، بــازده تولیــد پاییــن در آن هاســت. 
ســلولی  کارخانه هــای  اینکــه  بــرای  اساســی  اصاحــات 
ســیانوباکترها بــه حالــت تجــاری درآیــد و تولیــد محصــولات 
ســازگار بــا محیــط زیســت داشــته باشــند، لازم اســت )2012، 

.)Rosgaard et al
بــا ایــن حــال، توســعه ســویه های غیــر مــدل همچــون 
ــه دلیــل کمبــود ابزارهــای مهندســی  ــاً ب ســیانوباکترها عمدت
ژنتیــک، پیشــرفت کمــی داشــته اســت. در واقــع، دســتکاری 
ــل  ــه دلی ــوز ب ــدل هن ــر م ــای غی ــدام واره ه ــی ریزان ژنتیک
ــکاتی  ــا مش ــا ب ــدام واره ه ــود در ان ــی موج ــای جزئ تفاوت ه
مواجــه اســت کــه مانــع اســتفاده از ابزارهــای ژنتیکــی 
ــت ورزی  ــود. دس ــا می ش ــدام واره ه ــه ان ــرای هم ــی ب مولکول
ژنتیــک کار  ابزارهــای مهندســی  از  اســتفاده  و  ژنتیکــی 
نبــودن  اثربخــش  احتمــال  و  نیســت  ســاده ای  چنــدان 
دســت ورزی وجــود دارد. به عــاوه ابزارهــای دســت ورزی 
ژنتیکــی بــرای همــه باکتری هــا و قارچ هــا در دســترس 
نیســت. برخــی از مشــکات دســت ورزی عبارتنــد از توســعه 
ــدار  ــدان پاســمید پای ــال ژن، فق ــرای انتق ــد ب ــکار کارآم راه
ــدام واره هــای  ــالا، مقاومــت برخــی از ریزان ــا تعــداد کپــی ب ب
در  موجــود  عمومــی  آنتی بیوتیک هــای  بــه  مــدل  غیــر 
ــدام- ــرای ان ــر ب ــق پروموت ــی مناط ــگاه ها، و پیش بین آزمایش

 Yan ،2017 ; Löbs et al،2017( واره هــای غیــر مــدل
ــدام  ــرار دادن چندیــن ژن در یــک ان and Fong(. هــدف ق
ــه  ــوب اســت، ک ــک مطل ــرای مهندســی متابولی ــب ب واره اغل
ــتفاده  ــن، اس ــر ای ــاوه ب ــد. ع ــر می کن ــکل را پیچیده ت مش
از انــدام واره هــای اصــاح ژنتیکــی شــده و تراریختــه توســط 
انســان، هنــوز موضــوع بســیار بحــث انگیــزی اســت )2015 

.)de Moreno de LeBlanc et al،
و  ســلولی  داخــل  محدودیــت  دو  بــا  همــواره  ســلول ها 
ــه  ــا توجــه ب ــد مواجــه هســتند. ب ــرای تولی خــارج ســلولی ب
محققــان  برخــی  ژنتیکــی،  دســت ورزی  محدودیت هــای 
نیازهــای تغذیــه ای ریزانــدام واره هــا کــه همــان  تنهــا 
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محدودیت هــای خــارج ســلولی هســتند را بــرای تولیــد 
بیشــتر محصــول مطلــوب بــا اســتفاده از فنــون زیســت 
ــط  ــد و محی ــرار داده ان ــه ق ــورد مطالع ــامانه ها م ــی س شناس
 Chemically Defined( کشــت تعریــف شــده شــیمیایی
Medium: CDM( را توســعه داده انــد. در واقــع، آن هــا 
ترجیــح دادنــد کــه تولیــد را بــا حــذف محدودیت هــای 
ــتکاری  ــای دس ــه ج ــه ای ب ــای تغذی ــلولی و نیازه ــارج س خ
ــند.  ــود بخش ــلولی بهب ــل س ــک داخ ــیرهای متابولی در مس
 Song et، 2008( ــکاران ــونگ و هم ــال، س ــوان مث ــه عن ب
ــل  ــه و تحلی ــوم و تجزی ــاس ژن ــی مقی al( از شــبکه متابولیک
ــعه  ــرای توس ــار )Orth et al، 2010( )FBA( ب ــه ش موازن
 Mannheimia بــرای ریزانــدام واره غیــر مــدل CDM
succiniciproducens از طریــق شناســایی ترکیبــات 

ــد. ــتفاده کردن ــلول اس ــد س ــرای رش ــروری ب ــی ض غذای
در ایــن تحقیــق، روش جدیــد طراحــی محیــط کشــت 
 Regulatory Defined( تنظیمــی  شــده  تعریــف 
Medium: RDM( بــه عنــوان روش جایگزیــن پیشــنهادی 
بــرای حــل چالــش دســتکاری ژنتیکــی توســعه داده ایــم. در 
ــه  ــم ک ــه کنی ــکاری ارائ ــا راه ــم ت ــاش کرده ای ــت، ت حقیق
ــه  ــا اضاف ــد را ب ــرای تولی ــلولی ب ــل س ــای داخ محدودیت ه
کــردن ترکیبــات بــه محیــط کشــت خــارج ســلولی بــه جــای 
دســتکاری ژنتیکــی برطــرف کنیــم. اینــکار تاکنــون بــا رویکرد 
ــن روش،  ــت. در ای ــده اس ــام نش ــا انج ــرا در دنی ــامانه گ س
ژن هــای کلیــدی بــرای بهبــود عملکــرد ســلولی بــا اســتفاده از 
الگوریتــم ادغــام مــدل متابویکــی مقیــاس ژنــوم بــا داده هــای 
 Motamedian et، 2016( TRFBA بیــان ژن بــه نــام
al( تعییــن می شــوند. ســپس، ترکیبــات جدیــدی بــه محیــط 
ــه عنــوان مــواد مغــذی  ــه ب ــه مــی شــوند کــه ن کشــت اضاف
ــا  ــا ی ــال کننده ه ــای )فع ــم کننده ه ــوان تنظی ــه به-عن بلک
مهارکننده هــا( آنزیم هــای بیــان شــده توســط ژن هــای 
هــدف عمــل می کننــد. ایــن روش بــر روی ســیانوباکتر 
ــی  ــا توانای ــد ت ــرا ش ــتیسsp. PCC 6803 اج سینکوسیس
ــرد.  ــرار گی ــی ق ــورد بررس ــول م ــد اتان ــود تولی روش در بهب
ــز  ــذب گلوک ــای ج ــول در نرخ ه ــد اتان ــزان تولی ــل می حداق
مختلــف محاســبه شــد و ســپس، حــذف ژن هایــی کــه موجب 
افزایــش یــا کاهــش قابــل ماحظــه تولیــد اتانــول می شــوند، 
ــوان ژن هــای  ــه عن ــه ترتیــب ب ــا ب شناســایی شــد و آن ژن ه
ــن شــدند.  ــت تعیی ــا کاهــش فعالی ــش ی ــرای افزای ــدی ب کلی
تنظیــم کننده هــای آنزیم هــای تولیــدی توســط ژن هــای 
هــدف از پایــگاه داده Brenda اســتخراج و آزمایــش شــدند. 
ــازی  ــرای بهینه س ــش )DOE( ب ــی آزمای ــت، طراح در نهای

ــت. ــه کار رف ــزوده شــده، ب غلظــت هــر ترکیــب اف

2 مواد و روش ها

1-2 مواد و روش های محاسباتی
1-1-2 مدل متابولیکی

 )Nogales et al، 2012( iJN678 در ایــن پژوهــش، مــدل
شــامل 678 ژن، 795 متابولیــت و 863 واکنــش با-توجــه 
ــی  ــرای پیش بین ــدل ب ــدی م ــه در توانمن ــی اولی ــه ارزیاب ب
ــش  ــد واکن ــتفاده فاق ــورد اس ــدل م ــد. م ــتفاده ش ــد، اس رش
تولیــد اتانــول بــود کــه ایــن واکنــش بــه مــدل افــزوده شــد. 
بــه منظــور اجــرای مــدل و حــل معــادلات آن، از نــرم افــزار 
ــته  ــای COBRA و SBML و بس MATLAB و جعبه ابزاره
ــش  ــی آزمای ــرای طراح ــد. ب ــتفاده ش ــزاری GLPK اس نرم اف
نیــز از نرم افــزار Design Expert و روش طراحــی مرکــزی 

مرکــب اســتفاده شــد.

ــط  ــی محی ــرای طراح ــرا ب ــامانه گ 2-1-2 روش س
ــی ــت تنظیم کش

ــول را  ــد اتان ــل تولی ــه حداق ــی ای ک ــتکاری ژنتیک ــر دس ه
افزایــش دهــد، یــک هــدف مناســب بــرای بهبــود تولید اســت. 
از ایــن رو، اســتراتژی چندمرحلــه ای بــرای شناســایی ژن هــای 
ــرای افزایــش و کاهــش بیــان و طراحــی هدفمنــد  مناســب ب
ــد  ــرایط رش ــد. ش ــه ش ــه کار گرفت ــت ب ــط کش ــزای محی اج
میکســوتروف بــا در نظــر گرفتــن گلوکــز، بی کربنــات و فوتــون 
بــه عنــوان منابــع کربنــی و انــرژی شبیه ســازی شــد و میــزان 
ــر  ــوازی صف ــد بی ه ــازی رش ــرای شبیه س ــیژن ب ــذب اکس ج
در نظــر گرفتــه شــد. ســپس، حداکثــر نــرخ رشــد بــرای گونــه 
طبیعــی محاســبه شــده و میــزان تولیــد بیومــس بــر روی 90 
درصــد رشــد بهینــه محــدود شــد. بــا تغییــر تابــع هــدف بــه 
واکنــش تولیــد اتانــول، حداقــل اتانــول تولیــدی بــرای گونــه 
طبیعــی محاســبه شــد. در ادامــه، بــرای تعییــن تأثیــر هــر یک 
از ژن هــا بــر رشــد و افزایــش یــا کاهــش تولیــد اتانــول، آزمون 
حــذف ژن بــه کار گرفتــه شــد و نســبت حداقــل تولیــد اتانــول 
)fethanol( مطابــق روش فــوق بــرای گونــه حــذف ژن شــده بــه 

گونه طبیعی محاسبه شد.

مقــدار fethanol بیشــتر )کــم تــر( از یــک بــرای هــر ژن نشــان 
می دهــد کــه حــذف آن منجــر بــه افزایــش )کاهــش( میــزان 
تولیــد اتانــول می شــود و آن ژن مناســب بــرای حــذف 
ــا بیشــترین  ــرای تعییــن ژن هــای ب )افزایــش بیــان( اســت. ب
تأثیــر، حدهــای 1/1 و 0/9 بــرای fethanol بــه منظــور تعییــن 
ژن هــای هــدف بــرای بــه ترتیــب کاهــش و افزایــش بیــان در 
ــای  ــط ژن ه ــده توس ــان ش ــای بی ــد. آنزیم ه ــه ش ــر گرفت نظ
هــدف، تعییــن شــده و بــا توجــه بــه مقــدار fethanol، ترکیبــات 
ــگاه داده  ــا از پای ــرای آن ه ــده ب ــا مهارکنن ــده ی ــال کنن فع
Brenda اســتخراج شــد. ترکیبــات پیــدا شــده ممکن اســت 
بــر اجــزای دیگــر ســلول تأثیــر منفــی بگــذارد و از ایــن رو، هر 
ترکیــب بــه طــور جداگانــه بــه محیــط اضافــه شــد تــا تأثیر آن 
بــر تولیــد اتانــول بــه صــورت تجربــی ارزیابــی شــود. ترکیبــات 
ــاب  ــی انتخ ــت تنظیم ــط کش ــتفاده در محی ــرای اس ــر ب موث
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شــدند و طراحــی آزمایــش بــه کمــک روش طراحــی مرکــب 
مرکــزی بــرای بهینه ســازی غلظــت هــر ترکیــب اضافــه 
ــش،  ــی آزمای ــت. در طراح ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــده م ش
ــه  ــف در نظــر گرفت ــج ســطح مختل ــاده در پن ــر م غلظــت ه
ــی  ــت تنظیم ــط کش ــی محی ــد طراح ــارت فراین ــد. فلوچ ش

ــه شــده اســت. پیشــنهادی در شــکل 1 ارائ

2-2 مواد و روش های تجربی

1-2-2 سویه مورد استفاده و شرایط نگهداری
مــورد   sp. PCC  6803 سینکوسیســتیس  ســیانوباکتر 
اســتفاده در ایــن پژوهــش، از شــرکت تحقیقاتــی آریــن گســتر 
ــم را  ــدار ک ــه مق ــول ب ــد اتان ــت تولی ــد و قابلی ــداری ش خری
ــورت  ــه ص ــویه ب ــی، س ــدم آلودگ ــان از ع ــرای اطمین دارد. ب
 BG11 مایــع و در شــرایط اتوتــروف و در محیــط کشــت
کــه فاقــد منبــع کربنــی اســت، رشــد داده شــد تــا بــه وســیله 
ــودن  ــف ب ــل ضعی ــه دلی ــود. ب ــوده نش ــارچ آل ــا ق ــری ی باکت
ــه محیــط کشــت مایــع در  دیــواره ســلولی ایــن ســویه، نمون
شــرایط اتوتــروف رشــد داده و پــس از 4 روز رشــد بــا نوردهــی 
ــانتی گراد در  ــه س ــای 29 درج ــته و در دم ــورت پیوس ــه ص ب
شــیکر-انکوباتور، برداشــت شــده و در شــرایط بی هــوازی 
نگــه داری می شــد و همچنیــن هــر 2 مــاه یــک بــار زیرکشــت 
جدیــد تهیــه می شــد. نگهــداری ســویه نیــز در دمــای محیــط 
ــا  ــت ت ــام می گرف ــید انج ــی خورش ــور طبیع ــرض ن و در مع
ــد و  ــته باش ــن را داش ــد ممک ــزان رش ــن می ــم تری ــویه ک س

ــد. ــده نیــز بمان زن
2-2-2 تهیه مایه تلقیح و محیط کشت

از محیــط کشــت BG11 بــرای تهیــه مایــه تلقیــح و کشــت 

ــدا  ــح، ابت ــه تلقی ــه مای ــرای تهی ــتفاده شــد. ب ــیانوباکتر اس س
گلوکــز بــه محیــط کشــت BG11 افــزوده شــد بــه طوریکــه 
غلظــت نهایــی آن 1 گــرم بــر لیتــر باشــد. 19 میلــی لیتــر از 
ایــن محیــط کشــت در ارلــن 100 میلی لیتــری ریختــه شــد 
و ســپس 1 میلی لیتــر از کشــت مایــع حــاوی ســیانوباکتر بــه 

آن اضافــه شــد. محیــط کشــت بــه مــدت 4 روز در انکوباتــور 
ــا دور همــزن 150 دور  ــراد ب ــای 29 درجــه ســانتی گ در دم
در دقیقــه و نوردهــی پیوســته بــا شــدت 3000 لوکــس نگــه 
داری شــد. ســپس، 1 میلــی لیتــر از مایــه تلقیــح بــه 19 میلی 
لیتــر محیــط کشــت BG11 حــاوی گلوکــز 1 گــرم بــر لیتــر 
ــانتی  ــه س ــای 29 درج ــور در دم ــد و در انکوبات ــه می ش اضاف
ــه و نوردهــی پیوســته  ــراد و دور همــزن 150 دور در دقیق گ
ــا شــدت 3000 لوکــس بــه مــدت 10 روز رشــد داده شــد.  ب
ترکیبــات پیــدا شــده بــا اســتفاده از روش ســامانه گــرا مطابــق 
ــه  ــگاه داده Brenda ب ــده از پای ــت آم ــه دس ــای ب غلظت ه

محیــط کشــت BG11 حــاوی گلوکــز اضافــه شــدند.

3-2-2 روش های اندازه گیری
بــرای ســنجش میــزان رشــد از دســتگاه طیــف ســنج نــوری 
اســتفاده شــد و کــدورت ســنجی در طــول مــوج 730 
ــول از  ــت اتان ــری غلظ ــرای اندازه گی ــد. ب ــام ش ــر انج نانومت
ــتفاده  ــی( گازی )GC( اس ــوانگاری )کروماتوگراف ــتگاه س دس
ــه منظــور ســنجش  ــن نمــودار اســتاندارد ب ــرای تعیی شــد. ب
ــش داده  ــای نمای ــر قله ه ــول از روی مســاحت زی غلظــت اتان
شــده روی دســتگاه GC، دو مجموعــه نمونــه در غلظــت 
ــه اول  ــکل 2(. مجموع ــد )ش ــه ش ــول تهی ــاد اتان ــم و زی ک
شــامل 5 نمونــه بــا غلظت هــای 100، 200، 300، 400 و 
ــول و مجموعــه دوم نمونه هــا  ــر اتان ــر لیت 500 میلــی گــرم ب

Metabolic network of 
Synechocystis sp . PCC 

6803 

)iJN678(

Simulation of 
Mixotrophic growth, 
Determination target 

genes

Single gene deletion

Finding regulatory 
target compounds

Determination of 
activators and inhibitors 

Effective compounds

selection

Screening using 
analysis of one variable 

at the time
Concentration 

optimization using 
design of experiment

Central composite 
design

.sp. PCC 6803 شکل 1 روش سامانه¬گرای طراحی محیط کشت تنظیمی برای سیانوباکتر سینکوسیستیس
Figure 1. Regulatory medium design using a systemic approach for Synechocystis sp. PCC 6803.
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ــا غلظت  هــای 400، 800، 1200، 1600 و  ــه ب شــامل 5 نمون
ــود. ــول ب ــر اتان ــر لیت 2000 میلــی گــرم ب

بــرای ســنجش میــزان اتانــول از دســتگاه GC طیــف گســتر 
ــتگاه، از  ــن دس ــد. در ای ــتفاده ش ــدل TG2552 اس ــراز م ف
ــر در  ــی 2 میلی لیت ــا دب ــل ب ــوان گاز حام ــه عن ــدروژن ب هی
دقیقــه بــا نســبت جداســازی 1 بــه 10 اســتفاده شــد. دمــای 
ــب 120، 250  ــه ترتی ــق ب ــل تزری ــاز و مح ــتون، آشکارس س
و 250 درجــه ســانتی گراد در نظــر گرفتــه شــد. دبــی 
ــون  ــاز ی ــرای آشکارس ــده ب ــتفاده ش ــوای اس ــدروژن و ه هی
ــود.  ــه ب ــر در دقیق ــی لیت ــب 30 و 200 میل ــه ترتی ــعله ب ش
ــی  ــک میل ــم ی ــا حج ــرنگ گازی ب ــه از س ــه نمون ــرای تهی ب
ــر در  ــی لیت ــق 0/5 میل ــم تزری ــده و حج ــتفاده ش ــر اس لیت

ــه شــد. نظــر گرفت

3 نتایج و بحث

1-3 شناسایی مواد موثر
روش ســامانه گــرای پیشــنهاد شــده بــرای شناســایی ژن هــای 
ــرد،  ــالا می ب ــول را ب ــد اتان ــطح تولی ــل س ــه حداق ــر ک موث
مــورد اســتفاده قــرار گرفــت. شــکل 3 نشــان مــی دهــد کــه 

ــر نیســت. ــر fethanol موث حــذف اکثــر ژن هــا ب
حــذف ژنــی کــه بــه طــور قابــل توجهــی نــرخ رشــد را کاهــش 
ــرخ رشــد  ــا ن ــی ب ــن، ژن های ــوب نیســت و بنابرای ــد، مطل ده
صفــر از فهرســت گزینــه هــا حــذف شــدند. ایــن روش 14 ژن 

شکل 2 نمودار کالیبراسیون دستگاه سوانگاری گازی به منظور سنجش غلظت اتانول در غلظت های الف( زیاد و ب( کم.
Figure 2. Calibration curve of GC to measure ethanol concentration at A) high and B) low level.
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یافــت کــه حــذف آن هــا باعــث افزایــش نســبت تولیــد اتانــول 
ــای  ــن، بازدارنده ه ــش از 1/1 شــد )شــکل 3( و بنابرای ــه بی ب
ایــن ژن هــا از Brenda اســتخراج شــد. اطاعــات ایــن ژن هــا 
ــت.  ــده اس ــه ش ــدول 1 ارائ ــا در ج ــای آن ه و مهارکننده ه
ــد  ــه شــده در شــکل 3 و جــدول 1 نشــان می ده ــج ارائ نتای
ــل  ــور قاب ــه ط ــا ب ــذف آن ه ــه ح ــود دارد ک ــه 14 ژن وج ک
توجهــی باعــث کاهــش نســبت تولیــد اتانــول بــه کــم تــر از 
ــده  ــال کنن ــردن فع ــدا ک ــرای پی ــود. Brenda ب 0/9 می ش

بــرای ایــن ژن هــای هــدف مــورد بررســی قــرار گرفــت.
از میــان مــواد در دســترس شناســایی شــده بــه کمــک 

ــاده  ــج م ــده و پن ــوان فعال کنن ــه عن ــاده ای ب Brenda، م
ــده انتخــاب شــدند. در جــدول 1 ژن هــای  ــه عنــوان بازدارن ب
معرفــی  آن هــا  بازدارنده هــای  و  فعال کننده هــا  و  هــدف 
ــی  ــر افزودن ــورد اســتفاده از ه ــن غلظــت م شــده اند. همچنی

نیــز از Brenda اســتخراج و در جــدول 1 ارائــه شــده اســت.

ــاری از  ــط ع ــیانوباکتر در محی ــت س ــج کش 2-3 نتای
ــی افزودن

بــرای  اتانــول  تولیــد  و  زیســت توده  رشــد  نمــودار 
ــی در  ــاری از افزودن ــت ع ــط کش ــتیس در محی سینکوسیس
ــد از  ــه بع ــود ک ــه شــده اســت. ماحظــه می ش شــکل 4 ارائ
ــی و غلظــت  ــاز لگاریتم ــای ف ــه انته ــلول ب ــد، س 10 روز رش
اتانــول بــه حداکثــر میــزان 484 میلــی گــرم بــر لیتــر رســیده 

ــت. اس

 3-3 ارزیابــی تأثیــر هــر یــک از ترکیبــات شناســایی 
ه شد

بــه منظــور شناســایی اثــر هــر کــدام از فعال کننده هــا و 

شکل 3 تأثیر حذف هر ژن بر نسبت تولید اتانول.
Figure 3. Effect of gene deletion on the ethanol production ratio.

.شکل 4 میزان تولید اتانول و رشد سیانوباکتر در محیط کشت عاری از افزودنی
Figure 4. Ethanol production and growth in an additive-free medium.
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جدول 1 افزودنی های شناسایی¬شده به کمک پایگاه داده Brenda و ژن های هدف.
Table 1. Additives identified by Brenda and target genes.

Row Compound Target gene EC number Concentration 
(mmol/l)

Predicted 
effect

1 Pyruvate pta 2.3.1.8 5 Activator
2 Sodium 

chloride
nifJ 1.2.7.1 30 Inhibitor

3 Mercury 
chloride (II) 

cfxE 5.1.3.1 0.1 Inhibitor

4 Copper 
chloride (II)

hoxH 1.12.1.2 0.2 Inhibitor

5 Calcium 
chloride

ndhB

1.6.5.3 50 Inhibitor

ndhA
ndhI
ndhG
ndhE
hoxF
hoxU
hoxY
ndhH
ndhC
ndhJ

6 Salicylic 
acid

ndhB

1.6.5.3 0.5 Inhibitor

ndhA
ndhI
ndhG
ndhE
hoxF
hoxU
hoxY
ndhH
ndhC
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ــورت  ــه ص ــدام ب ــر هرک ــول تأثی ــد اتان ــا در تولی بازدارنده ه
مجــزا مــورد بررســی قــرار گرفــت. بــرای اطمینــان از نتایــج، 
ــام  ــرار انج ــار تک ــورت دو ب ــه ص ــا ب ــدام از آزمایش ه ــر ک ه
ــت.  ــده اس ــه ش ــدول 2 ارائ ــل در ج ــج حاص ــت و نتای پذیرف
بــا توجــه بــه نــرخ رشــد کــم سینکوسیســتیس، مــوادی کــه 
افــزودن آن هــا ممانعــت کننــده رشــد باشــد، انتخاب مناســبی 
حتــی در صورتــی کــه تولیــد اتانــول را بهبــود دهنــد، نیســت. 
ــی  ــر کم ــتفاده تأثی ــورد اس ــواد م ــه م ــود ک ــه می ش ماحظ
ــورد بررســی،  ــواد م ــان م ــر کاهــش رشــد داشــته اند. از می ب
ســه مــاده پیــروات، کلریدجیــوه )II( و اسیدسالیســیلیک 
ــته اند و  ــول داش ــد اتان ــش تولی ــر را در افزای ــترین تأثی بیش
آن را بــه میــزان بــه ترتیــب 48/3، 99/2 و 68/2 درصــد 
افزایــش داده انــد؛ حــال آنکــه میــزان رشــد را بــه میــزان بــه 
ــات  ــد. تحقیق ــش دادن ــد کاه ــب 8/2، 13/6 و 9/5 درص ترتی
 )van der Merwe and Dubery،  2006( پیشــین 
ــر  ــر بازدارنگــی ب ــه اسید سالیســیلیک تأثی ــد ک نشــان می ده
تولیــد آنزیــم بــا کــد 3.5.6.1 داشــته کــه باعــث غیــر فعــال 
کــردن اثــر ژن هــاي hox و ndh می شــود و تأثیــر ایــن امــر 

ــد. ــد ش ــش تأیی ــن پژوه ــول در ای ــد اتان ــش تولی در افزای

ــتفاده از  ــا اس ــواد ب ــه م ــت بهین ــن غلظ 4-3 تعیی
ــش ــی آزمای طراح

در مرحلــه بعــد بــه منظــور تعییــن غلظــت بهینــه هــر کــدام 
ــری از  ــا بهره گی ــت، ب ــط کش ــی در محی ــاده انتخاب ــه م از س
روش طــرح مرکــب مرکــزی طراحــی آزمایــش انجــام شــد. بــا 
توجــه بــه تعــداد ســه متغیــر، ایــن طــرح در مقایســه بــا روش 
فاکتوریــل کامــل، تعــداد آزمایش هــای کــم تــری را پیشــنهاد 
می دهــد و در عیــن حــال انحنــای مــدل نیــز ســنجیده 
می شــود. بــازه غلظــت مــورد اســتفاده از هــر مــاده در جــدول 
ــه غلظت هــای  ــا توجــه ب ــن بازه هــا ب 3 آورده شــده اســت. ای

پیشــنهادی در پایــگاه داده Brenda تعییــن شــده اســت.
در ایــن آزمایــش، غلظــت هــر مــاده در پنــج ســطح مختلــف 
ــش  ــن شــش آزمای ــا در نظــر گرفت ــه شــد و ب در نظــر گرفت
ــرح  ــط ط ــش توس ــوع 20 آزمای ــزی، در مجم ــه مرک در نقط
ــزان  ــد. می ــنهاد ش ــدول 4، پیش ــق ج ــزی مطاب ــب مرک مرک
تولیــد اتانــول بــه عنــوان پاســخ طراحــی آزمایــش و غلظــت 

جدول 2. میزان تولید اتانول و رشد سویه در حضور فعال کننده ها و بازدارنده ها
Table 2. Ethanol production and growth in the presence of activators and inhibitors.

.جدول3 مواد افزودنی به کار رفته در طراحی آزمایش و بازه غلظت آن ها
Table 3. Additive used in the design of experiments and their concentration range.

Compound Abbbreviation Predicted 
effect EC number

Concentration interval (mmol/l)

Low level High level

Pyruvate A Activator 2.3.1.8 0 10

Mercury 
chloride (II) 

B Inhibitor 5.1.3.1 0 0.1

Salicylic acid C Inhibitor 1.6.5.3 0 1

Compound Concentration 
(mmol/l)

Predicted 
effect

Produced 
ethanol (mg/l)

OD730

No additive - - 327 ± 3 9.32 ± 0.21 

Pyruvate 5 Activator 485 ± 50 8.56 ± 0.2 

Sodium 
chloride

30 Inhibitor 361 ± 9 8.3 ± 0.22 

Mercury 
chloride (II) 

0.1 Inhibitor 622 ± 69 8.05 ± 0.39 

Copper 
chloride (II)

0.2 Inhibitor 309 ± 8 9.22 ± 0.27 

Calcium 
chloride

50 Inhibitor 311 ± 11 8.88 ± 0.39 

Salicylic acid 0.5 Inhibitor 550 ± 3 8.43 ± 0.17 
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ــه شــده اســت. همچنیــن،  زیســت تــوده در ایــن جــدول ارائ
ــی  ــه افزودن ــد هرگون ــرل فاق ــش کنت ــرای دو آزمای ــج ب نتای

ــت. ــده اس ــه ش ــدول 4 ارائ ــای ج در انته
همــان طــور کــه مشــاهده می شــود، میــزان رشــد در 
تمامــی آزمایش هــا نســبت بــه میــزان رشــد در محیــط 
کشــت کنتــرل تغییــر چشــمگیری نکــرده و ایــن امــر تأییــد 
ــی  ــواد افزودن ــویه، م ــد س ــد رش ــی فراین ــه در ط ــد ک می کن
نقــش تنظیمــی داشــته اند و بــا کنتــرل ســوخت وســاز و نــه 

ــد. ــود داده ان ــد را بهب ــترا تولی ــوان سوبس ــه عن ــرف ب مص
ــای  ــه ه ــی مولف ــرای ارزیاب ــس )ANOVA( ب ــل واریان تحلی
 F-value آمــاری اســتفاده شــد. طبــق جــدول 5، مــدل بــا
معــادل 85/32 و مقــدار p-value >0/05 معنــی دار اســت. 
عبارت هــای معنــی دار جــدول 5 نشــان مــی دهــد کــه 

ترکیبــات A تــا C بــه طــور معنــی داری باعــث افزایــش 
ــه  ــد ک ــان می ده ــج نش ــن نتای ــده اند. ای ــول ش ــد اتان تولی
تولیــد اتانــول تابعــی درجــه دو از متغیرهــا اســت. همچنیــن، 
ــا  ــوه ب ــوه و کلریدجی ــا کلریدجی ــروات ب ــای پی برهم کنش ه
برهم کنــش  بررســی  اســت.  معنــی دار  اسیدسالیســیلیک 
و   ndh ژن هــای  و  کلریدجیــوه  بازدارنــده  بــا   cfxE ژن 
hox بــا بازدارنــده اسیدسالیســیلیک بــه کمــک تحلیــل 
ــن  ــان ای ــم زم ــذف ه ــه ح ــان داد ک ــی نش ــذف ژن دوتای ح

ــود. در  ــول می ش ــد اتان ــبت تولی ــش نس ــث افزای ــا باع ژن ه
واقــع، مــدل متابولیکــی نیــز برهم کنــش بیــن ایــن ژن هــا و 
ــد  ــی تأیی ــج تجرب ــا نتای ــق ب ــا را در تطاب ــای آن ه بازدارنده ه

می کنــد.
ــی  ــزار طراح ــا نرم اف ــت 1 ب ــه مطلوبی ــا درج ــازی ب بهینه س

جدول 4 نتایج آزمایش های پیشنهادی توسط طرح مرکب مرکزی به همراه دو آزمایش کنترل فاقد هرگونه افزودنی.
Table 4. Results of the proposed experiments by the central composite design with two control 

experiments without any additives.

Row
Concentration (mmol/l) Produced 

ethanol 
(mg/l)

Biomass
OD730Pyruvate Mercury 

chloride (II) 
Salicylic 

acid
1 2 0.04 0.2 605 8.56
2 8 0.04 0.2 654 8.45
3 2 0.16 0.2 660 8.93
4 8 0.16 0.2 1012 8.14
5 2 0.04 0.8 632 8.56
6 8 0.04 0.8 629 8.64
7 2 0.16 0.8 658 8.27
8 8 0.16 0.8 1032 8.04
9 0 0.1 0.5 430 9.21

10 10 0.1 0.5 752 8.73
11 5 0 0.5 470 8.78
12 5 0.2 0.5 975 8.31
13 5 0.1 0 723 8.67
14 5 0.1 1 745 8.75
15 5 0.1 0.5 947 8.86
16 5 0.1 0.5 971 9.01
17 5 0.1 0.5 932 8.79
18 5 0.1 0.5 955 8.65
19 5 0.1 0.5 932 8.77
20 5 0.1 0.5 929 8.87
21 0 0 0 342 9.52
22 0 0 0 335 9.38
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آزمایــش  و  شــد  انجــام   Design Expert آزمایــش 
ــام  ــاری انج ــدل آم ــط م ــده توس ــنهاد ش ــنجی پیش اعتبارس
شــد. بــه منظــور حصــول اطمینــان در درســتی نتیجــه، ایــن 
آزمایــش بــه صــورت پنــج بــار تکــرار انجــام شــد کــه نتایــج 
پیش بینــی مــدل را تأییــد کــرد. در جــدول 6 میــزان غلظــت  
ــت. ــده اس ــده آورده ش ــنهاد ش ــی پیش ــواد افزودن ــه م بهین

ــر  ــر لیت ــرم ب ــی گ ــده 1116 میل ــد ش ــول تولی ــینه اتان بیش
توســط مــدل آمــاری پیشــنهاد شــد و بــازه اعتبــار جواب هــای 
آزمایــش اعتبارســنجی 1058 تــا 1173 میلــی گــرم بــر لیتــر 
ــج  ــدول 7 نتای ــد. در ج ــرآورد ش ــزار ب ــط نرم اف ــول توس اتان

آزمایــش اعتبارســنجی مــدل مشــاهده می شــود. ایــن میــزان 
تولیــد حــدود 3/2 برابــر بیشــتر از اتانــول تولیــدی در نمونــه 
ــه  ــادر ب ــنهادی ق ــتراتژی پیش ــع، اس ــت. در واق ــرل اس کنت
تغییــر جریــان کربــن در ســوخت وســاز بــا افــزودن تعــدادی 
ــول  ــد اتان ــه تولی ــوری ک ــه ط ــود ب ــی ب ــات تنظیم از ترکیب
افزایــش یابــد. ترکیبــات پیشــنهادی بــه راحتــی در دســترس 
ــاً  ــه عموم ــش یافت ــای جه ــه اندام واره ه ــی ک هســتند در حال
بــا  مقایســه  در  شــوند.  مــی  داری  نگــه  آزمایشــگاه  در 
دســت ورزی ژنتیکــی، محیــط کشــت تنظیمــی را می تــوان بــا 
زمــان و هزینــه کــم تــر و بــا حداقــل تجهیــزات آزمایشــگاهی، 

Variable F-value P-Value Comment

Model 85.32 0.0001 Significant

A: Pyruvate 58.32 0.0001 Significant

Mercury chloride (II) :B 225.36 0.0001 Significant

Salicylic acid :C 5.19 0.0436  Significant

AB 93.3 0.0001 Significant

BC 5.19 0.0437  Significant

A2 202.56 0.0001 Significant

B2 51.83 0.0001 Significant

C2 90.94 0.0001 Significant

جدول 5 عبارت های معنی دار ارائه شده توسط تحلیل واریانس.
Table 5. The ANOVA results.

Pyruvate Mercury chloride (II) Salicylic acid

8 0.19 0.52

.)mmol/l :جدول 6 غلظت بهینه مواد افزودنی پیشنهاد شده توسط مدل آماری )واحد
Table 6. Optimal concentration of additives suggested by the statistical model (unit: mmol/l(.

Sample number Produced ethanol (mg/l)
1 1074
2 1143
3 1129
4 1159
5 1094

جدول 7 نتایج آزمون اعتبارسنجی مدل آماری. بیشینه تولید اتانول پیشنهادی توسط مدل آماری برابر با 1116 میلی گرم بر لیتر است.
Table 7. Results of validation test proposed by the statistical model. The predicted maximum ethanol 

production by statistical model is 1116 mg/l.
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ــر  ــرای ه ــوان ب ــی می ت ــه راحت ــرار داد. ب ــتفاده ق ــورد اس م
گونــه محصــول و انــدام واره مخصوصــاً بــرای انــدام واره هــای 
غیــر مــدل کــه دســتکاری ژنتیکــی آن هــا ممکــن اســت بــا 
برخــی از مشــکاتی همــراه باشــد یــا شــرایطی کــه محدودیت 
ــدام واره هــای اصــاح شــده ژنتیکــی وجــود  اســتفاده از ریزان
دارد، اســتفاده کــرد. عــاوه بــر ایــن، طراحــی محیــط همــراه 
ــی  ــناخته شــده صنعت ــلول های ش ــی س ــا دســتکاری ژنتیک ب
می توانــد تولیــد را تــا حداکثــر مقــدار ممکــن بهبــود بخشــد.

4 نتیجه گیری
ــد  ــلولی می توانن ــارج س ــلولی و خ ــل س ــت داخ دو محدودی
کارایــی ســلول را کاهــش دهنــد و از ایــن رو، مــدل ســازی بــر 
ــرای شناســایی اهــداف ژنتیکــی  ــد ب پایــه محدودیــت می توان
داخــل ســلولی در راســتای مهندســی ســوخت وســاز ســامانه 
گــرا و نیــز شــناخت محدودیت هــای تغذیــه ای خــارج ســلولی 
مــورد اســتفاده قــرار گیــرد. محیط کشــت پیشــنهادی توســط 

ــی،  ــه اســت ول ــل تهی ــانی قاب ــه آس ــازی ب ــوع مدل س ــن ن ای
محدودیــت  بــا  مــوارد،  بعضــی  در  ژنتیکــی  دســتکاری 
ــرا و  ــامانه گ ــردی س ــق، راهب ــن تحقی ــت. در ای ــه اس مواج
روش جدیــد طراحــی محیــط کشــت مبتنــی بــر بهبــود حــد 
ــرای توســعه محیــط تعریــف شــده  پاییــن تولیــد محصــول ب
ــر محدودیــت هــای داخــل ســلولی  ــه ب ــرای غلب تنظیمــی، ب
ــه راحتــی  ــوان ب ــرد را می ت ــن راهب پیشــنهاد شــده اســت. ای
بــرای هــر ســلول بــه خصــوص ســلول های غیــر مــدل بــه کار 
ــا دســتکاری ژنتیکــی  ــی، اســتفاده از آن همــراه ب ــرد و حت ب
ــا  ــد را ت ــد تولی ــه ای می توان ــای تغذی ــت ه ــذف محدودی و ح
ــن  ــن، ای ــد. همچنی ــود بخش ــت، بهب ــن اس ــه ممک ــا ک آنج
ــترس  ــود در دس ــات موج ــری ترکیب ــی غربالگ ــرد توانای راهب
ــم  ــاز را فراه ــوخت وس ــر س ــر ب ــات موث ــن ترکیب ــرای یافت ب

می کنــد.
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