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   Pichia guilliermondii مواد افزودني مختلف روي ماندگاري مخمر تأثيربررسي 
  *  در کنترل كپك آبي سيبآنهاهاي پودري و کارايي  در حامل

  

  

INFLUENCE OF ADJUVANTS ON SHELF LIFE OF Pichia 
guilliermondii IN POWDER CARRIERS AND THEIR EFFICACY 

 IN CONTROLLING BLUE MOLD OF APPLE 
  
  

 
   ۲رضا خوشايند  محمد و۲، محمدرضا فاضلي۱رضا اعتباريان ، حسن**۱لاچين مختارنژاد

  )۱۶/۶/۱۳۹۰ :رشيخ پذي؛  تار۱۲/۱۰/۱۳۸۹: افتيخ دريتار(

  

  دهيچك

در  Pichia guilliermondiiهـاي مخمـر     سه ماده افزوده سوکروز، آلجينات سديم و صمغ عربي روي پايداري سـلول تأثيردر اين مطالعه 

هاي پودري    با حامل   نيشکر هاي مخمر پس از تكثير در محيط كشت ملاس         سلول. هاي پودري مورد بررسي و مقايسه قرار گرفت        فرمولاسيون

جمعيـت  . تالك، كائولين، سبوس گندم و سبوس برنج و مواد افزوده مختلف شامل سوکروز، صمغ عربي و سديم آلجينات مخلـوط شـدند                     

 ،گـراد  سانتي درجه ۴ نگهداري در دماي در پايان دوره شش ماهه. ماهه مورد بررسي قرار گرفت شده طي دوره شش    موله تهيه  فر ۱۶مخمر در   

سـبوس  (۱۱هاي شـماره    به ترتيب در فرمولاسيون۵/۶×۱۰۱۰ و ۴/۱×۱۰۱۱ با تعداد در هر گرم فرمولاسيونبيشترين جمعيت سلول زنده مخمر 

 سـلول در    ۶/۷×۱۰۷و كمترين جمعيـت سـلول زنـده مخمـر بـا تعـداد             ) سبوس گندم همراه با سوکروز     (۱۵و  ) گندم همراه با صمغ عربي    

 نيز بيشترين جمعيت سلول زنده مخمر       گراد  سانتي درجه   ۲۴هاي نگهداري شده در       در فرمولاسيون  . شد دهيد )كائولين (۲ شماره   فرمولاسيون

 ۲ درجه نيز کمتـرين تعـداد سـلول زنـده در فرمولاسـيون شـماره                 ۲۴در دماي   .  مشاهده شد  ۱۵ در فرمولاسيون شماره     ۵/۶×۱۰۱۰با تعداد   

در بررسي کارايي . حاصل شدقابل قبولي   در بررسي اثر فرمولاسيون در کنترل بيماري کپک آبي سيب در شرايط انبار نتايج.مشاهده گرديد

شترين کاهش مساحت لکه بيماري روي ميـوه سـيب بـا کـاربرد              ، بي گراد  سانتي درجه   ۲۴ و ۴شده در هر دو دماي       هاي نگهداري  فرمولاسيون

 تحقيق حاضر نشان داد که نوع و مقدار مواد به کار رفته در فرمولاسيون               . داراي سوکروز و سبوس گندم مشاهده شد       ۱۵فرمولاسيون شماره   

 اثـر آن در کنتـرل بيمـاري در          باعث حفظ قدرت حيات و کارايي جدايه آنتاگونيست در طي مدت انبارداري شده و موجب حفـظ شـدت                  

  .شود شرايط انبار مي
  

  

  مواد حامل، کنترل بيولوژيک ،Penicillium expansumفرمولاسيون،  : يدي كل يها واژه
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  مقدمه

رداري خـسارات  با وجود امکانات و تجهيزات پيشرفته انبـا       

 ۱۰–۴۰هـا و سـبزيجات در حـدود          بعد از برداشـت ميـوه     

 Wilson & Wisniewski) درصد ارزيـابي شـده اسـت   

1994, Arras & Arrue 1999) هـاي   خسارت پوسيدگي

هـاي   هـا و سـبزيجات بـسته بـه گونـه           بعد از برداشت ميوه   

هـا و    بنـدي  هاي مورد استفاده در بسته     بيمارگر و تکنولوژي  

. داري ماننــد دمــا و رطوبـت متفــاوت اســت  بـار ان شـرايط 

زاي بعـد از     ترين عوامل بيمـاري    هاي قارچي از مهم    بيماري

هاي  قارچ . (Arras & Arru 1999)برداشت سيب هستند 

.Pers Botrytis  cinerea و.Link expansum Penicillium 

دو بيمارگر مهم پس از برداشت هـستند كـه باعـث ايجـاد              

. شـوند  ب در طي مرحله انبـارداري مـي  آلودگي بر روي سي 

 تـا   ۱۲ها حدود    هاي اخير ميزان خسارت اين قارچ      در سال 

  ).Abadias et al. 2003( درصد گزارش شده است ۲۵

هــاي ســنتزي اولــين راه کنتــرل  کــش اســتفاده از قــارچ

موفقيـت    عـدم ها است اما هاي بعد از برداشت ميوه بيماري

 باقيمانـده سـموم     يدارادر صادرات محصولات کشاورزي     

هاي شـيميايي در      اندك روش  تأثيرشيميايي از يك طرف و      

  بالاي هاي زاي پس از برداشت، هزينه     كنترل عوامل بيماري  

 چنـين  هـم محيطـي و     اقتصادي آن، اثرات مخـرب زيـست      

 از طــرف ديگــر ســبب  بيمــارگرظهــور نژادهــاي مقــاوم

ــل    ــرل عوام ــا بخــصوص در كنت ــاربرد آنه ــدوديت ك مح

محققـين در پـي   اي پس از برداشت شده اسـت و      ز بيماري

زيـست    محـيط  خطـر بـراي    بـي هايي جايگزين و     يافتن راه 

هـاي   در سـال . (Wilson & Wisniewski 1989) هستند

اي در اســتفاده از  هــاي قابــل ملاحظــه   اخيــر موفقيــت 

هـاي بعـد از      هاي ميكروبي براي كنترل بيماري     آنتاگونيست

ت زيادي در اين زمينه     برداشت حاصل شده است و اطلاعا     

چنــدين ). Vero et al. 2002(باشــد  موجــود مــي 

 مخمرها كه به صورت طبيعي بـر        ارگانيسم، خصوصاً  ميكرو

ها و سبزيجات وجود دارند، بـراي كنتـرل          روي سطح ميوه  

اند كه برخي داراي     هاي بعد از برداشت شناخته شده      بيماري

بعـد از   هـاي قـارچي      توان بالايي در كاهش شيوع بيمـاري      

ــوه  ــر روي مي ــاس  برداشــت ب ــف در مقي ــاي مختل ــاي  ه ه

باشـند امـا تعـداد كمـي از ايـن            آزمايشگاهي و صنعتي مي   

در ). Abadias et al. 2003(انــد  عوامــل تجــاري شــده

استفاده تجاري، موفقيت يك عامل كنتـرل بيولـوژيكي         

 فـاکتور . تا حد زيادي به فرمولاسيون آن بـستگي دارد        

 عوامـل کنتـرل بيولوژيـک     دن  كـر  اصلي بـراي تجـاري    

(Biological control agents= BCAs) ايجــاد يــك ،

ــه  قابليــت  بتوانــد كــه اســت پايــدارشــده محــصول فرمول

 حفـظ    طي يک دوره زماني مشخص     كنندگي خود را   كنترل

  ).Janisiewics & Jeffers 1997( نمايد

 در کنترل بيولوژيـک موفقيت در زمينه استفاده از عوامل     

، مانـدگاري و    يي اعم از حفـظ قـدرت حيـات        شرايط تجار 

از . كارايي به طور قابل توجهي به فرمولاسيون بستگي دارد        

ــه  ــرآورده آنجائيك ــوثره ف ــاده م ــده، م ــاي  موجــودات زن ه

هــر فرمولاســيوني بايــد دهنــد،  بيولوژيــک را تــشکيل مــي

 كــافي بــوده و قابليــت (shelf life) مانــدگاريمتــضمن 

احـل فرمولاسـيون؛ انبـارداري      كنندگي آن در تمام مر     كنترل

گيري مجـدد حفـظ    آب  و)حداقل يک سال (طولاني مدت

توده علاوه براين هزينه توليد ). Melin et al. 2006(شود 

 سلولي بايد مقرون بـه صـرفه باشـد كـه        (Biomass)زنده  

بـه عنـوان مثـال در    . بتواند در مقياس صنعتي استفاده شـود    

 ملاس نيشكر ايجـاد   محيطي بر پايهCandida sakeمورد 

ــرآورده جــانبي    ــوان ف ــه عن ــاده ب ــن م ــه اي شــده اســت ك

 Adbaias et( كارخانجات توليد شكر قابل دسترسي است

al. 2000 .(   ءدر يك فرمولاسيون، مواد حامـل اولـين جـز 

 بيولوژيـك در محـيط     عوامـل کنتـرل   موثر در پخش شـدن      
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نظـر اسـتفاده     اگر چـه فرمولاسـيون مـايع از        .هدف هستند 

 و آبگيري مجدد بـر فرمولاسـيون پـودري ارجحيـت            آسان

 ولي قابليت مانـدگاري آن در  (Melin et al. 2006)دارد 

 ـ      سه بـا فرمولاسـيون پـودري       طول دوره نگهـداري در مقاي

 هدف از ايـن  .(Melin et al. 2007)باشد  ين مييبسيار پا

 سـوکروز، سـديم آلجينـات و        تأثيربررسي  ضمن  پژوهش،  

 در P. guilliermondiiماني مخمر  صمغ عربي روي زنده

چهار حامل پودري تالک، کائولين، سبوس گندم و سـبوس          

در کنتـرل   را  هاي حاصـل     سيونكارايي فرمولا ميزان  برنج و   

  .کند مشخص مي P. expansumكپك آبي سيب ناشي از 

  

  روش بررسي

  جدايه مخمر و بيمارگر

جداسـازي   Wick  Pichia guilliermondiiجدايه مخمر

  در هاي سيب كه قابليت آنتاگونيـستي آن       از سطح ميوه   هشد

ــده    ــيب مـــشخص شـ ــي سـ ــرل کپـــک آبـ ــتکنتـ  اسـ

(Gholamnejad et al. 2009)  ــروه ــسيون گ  از كلك

انـشگاه تهـران دريافـت      دپزشـكي پـرديس ابوريحـان        گياه

 گرم در   ۸۲/۰(جدايه مخمر در امولسيون گليسرول      . گرديد

گرم در ليتر پتاسـيم      ۱۸/۰پتاسيم هيدروژن فسفات؛     ليتر دي 

 گرم در ليتر سـولفات منيزيـوم        ۲۵/۰هيدروژن فسفات؛    دي

 گرم در ليتر    ۲۱۲ گرم در ليتر سديم سيترات؛       ۵۹/۰متبلور؛  

ي ر نگهـدا  گـراد   سـانتي  درجـه    -۸۰ در فريـزر  ) گليسرول  

ــد ــارگر ).Druvforse 2004( شـ ــه بيمـ ــورد  جدايـ  مـ

از  مي باشـد کـه   .Penicillium expansum Link استفاده

  .(Gholamnejad 2009)است جداسازي شده  ميوه سيب

  

  تهيه زادمايه بيمارگر

 در آناسپورهاي بيمارگر از كشت هفت روزه  سوسپانسيون  

 در  گـراد   سـانتي  درجـه    ۲۴ در دمـاي     PDA  کـشت  محيط

 بـا اسـتفاده از      اسـپورها جمعيت  . تهيه شد مقطر سترون    آب

، غلظـت   اه ـ جهت انجام آزمايش  .  تعيين گرديد  هماسيتومتر

  .اسپور در ميلي ليتر آب مقطر مورد استفاده قرار گرفت ۱۰۵

  

  توليد بيوماس مخمر

ــه بيومــاس مخمــر از روش   ــراي تهي ــديزب ــاي و ييل  کين

)Kinay & Yildiz 2008(بـه  .  با کمي تغيير استفاده شد

 PDAاين صورت که، جدايه مخمر از روي محيط كـشت           

ــتر      ــر س ــا آب مقط ــد و ب ــته ش ــوپ برداش ــط ل ون توس

به  ليتر از اين سوسپانسيون    يك ميلي . سوسپانسيون تهيه شد  

ليتـر محـيط      ميلـي  ۵۰ليتري حـاوي      ميلي ۲۵۰هاي   فلاسك

 Nutrient Yeast Dextrose Broth (NYDB)مــايع 

دهنده   ساعت روي دستگاه تكان    ۴۸شد و به مدت     اضافه  

. در دمـــاي اتـــاق قـــرار گرفـــت) دور در دقيقـــه ۱۲۰(

 ۱۰بـه مـدت     (ستفاده از سانتريفيوژ    هاي مخمر با ا    سلول

 جدا شـدند و بـراي       NYDBاز محيط   ) g ۲۸۰۰ دقيقه در 

كردن باقيمانده محيط غذايي، دو بـار بـا آب مقطـر             طرف بر

  .سترون شستشو شدند

ــلول ــپس از س ــترون   س ــر س ــر در آب مقط ــاي مخم ه

ليتر از سوسپانسيون حاصـل   دو ميلي. پانسيون تهيه شد  سسو

ليتر محيط    ميلي ۱۰۰ليتري حاوي    يلي م ۲۵۰هاي   به فلاسك 

دهنـده   كشت ملاس نيشكر اضافه شد و روي دستگاه تكان        

 ۳۶بعد از . در دماي اتاق قرار داده شد     )  دور در دقيقه   ۱۵۰(

به مـدت   (هاي مخمر با استفاده از سانتريفيوژ        ساعت سلول 

از محيط ملاس جدا شد و با آب مقطـر          ) g ۲۸۰۰ دقيقه ۱۰

سازي، جمعيت آن    ند و پس از رقيق    سترون شستشو گرديد  

ليتـر   سـلول در ميلـي    ۱×۱۰۹با استفاده از هماسـيتومتر بـه     

  .رسانده شد
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   تهيه فرمولاسيون

از پودرهاي تالك، كائولين، سبوس برنج و سبوس گندم به          

هـاي ميكروبـي     عنوان ماده حامل بـراي تهيـه فرمولاسـيون        

پانـسيوني  بدين صورت که ابتدا سوس    . مخمر استفاده گرديد  

 % ۵/۱ (w/v، سديم آلجينات    %) v/v ۱۰(حاوي گليسرول   

،(Sigma-Aldrich       تهيه  ۱×۱۰۹ و سلول مخمر با جمعيت 

سه مـاده افـزوده   ). Shabana & Sauerborn 2003(شد 

ــات (Merk)ســوکروز  و صــمغ  (Merk)، ســديم آلجين

بـه طـور    (w/v) % ۱ هـر کـدام بـه مقـدار      (Merk)عربي

سوسپانــسيون . سيون اضــافه گرديــدجداگانــه بــه سوسپانــ

 به مواد حامل كه در      (V/W)حاصل به نسبت يك به چهار       

دو روز متوالي اتوكلاو شده بودند، اضافه و به طـور كامـل             

مخلوط حاصـل بـه   ). Bora et al. 2004(مخلوط گرديد 

 ساعت در شـرايط آزمايـشگاه در محـيط    ۲۴حداکثر  مدت

مولاسيون حاصل در فر. خشك شد) زير هود( سترون  كاملاً

سي سـي    ۵۰هاي فالكون    کن پودر شد و درون لوله      مخلوط

بـراي  .  نگهداري شـد   گراد  سانتي درجه   ۲۵ و   ۴در دماهاي   

گيـري   بـراي انـدازه    .هر تيمار سه تكرار در نظر گرفته شـد        

 اســتفاده گرديــد کريــستف و همکــارانرطوبــت از روش 

)Christoph et al. 2004 .(  ي هـا  رطوبـت فرمولاسـيون

 رطوبـت  درصـد و     ۱۵-۱۲پودر تالـک و کـائولين حـدود         

 ۲۰-۱۸ هاي سبوس گندم و سبوس برنج حدود       فرمولاسيون

  . شدتنظيمدرصد 

  

  ها در طي مرحله انبارداري بررسي ماندگاري فرمولاسيون

نگهــداري شــده در شــرايط هــاي  مانــدگاري فرمولاســيون

و ) يخچـال  (گـراد   سـانتي  درجـه    چهارتاريکي در دماهاي    

 روزه بـا    ۱۸۰پس از دوره    ) انکوباتور (گراد  سانتيدرجه  ۲۴

 بررسـي  (Serial dilution)استفاده از روش سريال رقـت  

هاي   مواد افزوده و حامل در ميزان جمعيت سلول        تأثير. شد

طـي   روز يـک بـار       ۳۰هر  مخمر زنده فرمولاسيون پودري     

يك گرم از .  روزه محاسبه شد۱۸۰دوره زمانينگهداري در   

ليتـر آب مقطـر سـترون        مولاسيون مخمر به نـه ميلـي      هر فر 

 سري رقت تهيه شد و از  ۱۰سپس. اضافه و ورتكس گرديد   

هـا بـه طـور       هاي مورد نظر سوسپانسيون فرمولاسيون     رقت

ليتر   ميكرو ۱۰۰ به مقدار    PDAجداگانه روي محيط كشت     

اي خم شده، پخش شـد و        در هر تشتك پتري با ميله شيشه      

 ، قـرار گرفـت    گـراد   سانتي درجه   ۲۵ماي  در انكوباتور در د   

ها  كلونيهاي مخمر ظاهر شدند،  پرگنه ساعت كه    ۴۸بعد از   

سـه تکـرار    . شمار شمارش شـدند    با استفاده از دستگاه كلوني    

براي هر رقت به کار رفت و تعداد سلول زنده مخمر در گرم             

  ).Bora et al. 2004 (فرمولاسيون محاسبه شد

  

ها در كنترل بيماري كپـك آبـي         بررسي اثر فرمولاسيون  

   در شرايط انبارP.expansumسيب ناشي از 

 همگي كه دليشز رقم گلدن سيب هاي اين منظور از ميوه به

 اسـتفاده  بودنـد  فيزيولوژيـك  عارضه گونه هر فاقد و سالم

 هيپوكلريـت  در هـا  ميـوه  سـطحي،  ضدعفوني براي .گرديد

 آب بـا  بـار  سـپس دو  و شـده  ور  درصد غوطـه ۱/۰سديم 

 الكل در ثانيه پنج مدت به نهايتاً و شده داده شستشو سترون

سپس با اسـتفاده از يـك   . ور شدند غوطه درصد ۷۰اتيليك 

 و متر  ميلي۵/۲قطر به زخم سه ميوه هر روي سوزن سترون 

ايجـاد    ميـوه  دم از مـساوي  فواصـل  بـا  متـر  ميلي سهعمق 

ده ،  هاي تهيـه ش ـ     از شش ماه نگهداري فرموله     پس .گرديد

 عليـه بيمـاري     آنهـا کنندگي هر يک از      بررسي قدرت کنترل  

يك گرم از هر  . کپک آبي سيب در شرايط انبار آزمايش شد       

بـصورت  ليتـر آب مقطـر سـترون         فرمولاسيون در نه ميلـي    

 ميكروليتــر از ۴۰زخــم هــا بــا   . درآمــدسوسپانــسيون 

 ۲۴تيمـار شـدند و بعـد از     سوسپانسيون هـر فرمولاسـيون  

 هـاي قـارچ     کنيـدي  روليتر از سوسپانـسيون    ميك ۲۰ساعت  
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بـه داخـل هـر زخـم        )  اسـپور در ميلـي ليتـر       ۱۰۵(بيمارگر  

 بون مقوايي هاي سيني در شده تيمار هاي سيب .زني شد مايه

 قرار پلاستيكي هاي كيسه درون و گذاشته تماس با همديگر

 هـا  كيـسه  درون در سـترون  آب كـردن  اسپري شدند با داده

)  درصد۹۵حدود ( بالايي سطح در نهاآ داخل نسبي رطوبت

هـا در دمـاي    سـيب ). Vero et al. 2002(شـد   داشته نگه

تيمارهـاي ديگـر    .  نگهداري شـدند   گراد  سانتيچهار درجه   

  حامل فرمولاسيون، مواد حاملشامل، بيمارگر همراه با مواد

هاي تازه مخمـر     فرمولاسيون به تنهايي، سوسپانسيون سلول    

هاي تازه مخمر بـه تنهـايي، شـاهد          لولهمراه با بيمارگر، س   

 ۴۵(نگهـداري   دوره طـي  از بعد. آلوده و شاهد سالم بودند

 قطـر  و ند شد بررسي پوسيدگي ايجاد نظر از ها زخم )روز

 بـر  آنهـا  مـساحت  و گيري كوليس اندازه از استفاده با ها لكه

 هـر  در اين آزمايش براي. شد محاسبه مربع متر حسب ميلي

 يك شامل تكرار هر كه شد گرفته در نظر رارتك چهار تيمار

  .بود زخم سه داراي ميوه هر و ميوه

  

  تجزيه و تحليل آماري

افـزار   هاي آزمـايش بـا اسـتفاده از نـرم      تجزيه و تحليل داده   

هـا بـا    ميـانگين داده .   انجام گرديـد SAS (V9.1)  آماري

ــه    ــد دامن ــون چن ــتفاده از آزم ــطح Duncanاي  اس  در س

  .مقايسه شد% ۱

  

  نتايج

هاي پودري مختلف در حفظ زنده ماني   فرمولاسيونتأثير

در طول شش ماه نگهداري در دو دماي هاي مخمر  سلول

   گراد سانتي درجه ۲۴ و ۴

نگهــداري شــده در شــرايط هــاي  مانــدگاري فرمولاســيون

 ۲۴و  ) يخچـال  (گـراد   سـانتي  درجـه    ۴تاريکي در دماهاي    

 روزه  ۱۸۰پايـان دوره    پس از   ) انکوباتور (گراد  سانتيدرجه  

هاي ماه ششم نـشان داد       آناليز داده  .)۱جدول  (محاسبه شد   

د افـزوده جهـت     واداري بين مواد حامل و م ـ      اختلاف معني 

ــطح   ــر در س ــداري مخم ــود دارد% ۱پاي ــي . وج در بررس

ــاي     ــده در دم ــداري ش ــيون نگه ــارفرمولاس ــه چه  درج

ــه  گــراد ســانتي ــده جداي ــشترين تعــداد ســلول زن  .P، بي

guilliermondiiسـبوس  ( ۱۱هاي شماره   در فرمولاسيون

سبوس گنـدم همـراه بـا        (۱۵و  ) گندم همراه با صمغ عربي    

مشاهده شد کـه جمعيـت زنـده ايـن جدايـه بـه              ) سوکروز

 لگاريتم تعداد سلول در گرم      ۵/۶×۱۰۱۰ و ۴/۱×۱۰۱۱ترتيب  

از طرفي فرمولاسيون شـماره     . فرمولاسيون تخمين زده شد   

  . ميزان سلول زنده را دارا بودکمترين) کائولين (۲

 ۲۴ هــاي مختلــف در دمــاي نگهــداري فرمولاســيون

 ۱۶ و   ۱۵هـاي     چـشمگير فرمولاسـيون    تأثيردرجه نشان از    

 مخمـر ماني    در حفظ زنده   )سبوس برنج به علاوه سوکروز    (

 و  ۵/۶× ۱۰۱۰داشت بطوريکه جمعيت زنده آن بـه ترتيـب          

 فرمولاسـيون    لگاريتم تعداد سلول زنده در گـرم       ۴/۱×۱۰۱۰

 درجه نيز کمتـرين تعـداد سـلول         ۲۴در دماي   . ارزيابي شد 

 .)۱جـدول   ( مشاهده گرديـد   ۲زنده در فرمولاسيون شماره     

 از نظر تعداد سـلول زنـده        )۲ و ۱هاي   شکل(اساس نتايج    بر

بين مواد حامل و مواد افزودنـي در   ها، در گرم فرمولاسيون

ان از داري وجــود دارد کــه نــش اخــتلاف معنــي% ۱ســطح 

اثـر  . هـا دارد   ماندگاري متفـاوت جدايـه مخمـر در فرمولـه         

% ۱متقابل کـاربرد مـواد حامـل و افزودنـي نيـز در سـطح                

 را بـر    تـأثير ن  به طور کلي سوکروز بيـشتري     . استدار   معني

هـاي   هـاي مخمـر در حامـل       روي افزايش پايـداري سـلول     

هاي نگهداري شده در دمـاي        در فرمولاسيون  .مختلف دارد 

کـردن سـوکروز و      ، اضافه )۱شکل  ( گراد  سانتيدرجه   چهار

اي که از سبوس گنـدم       پايه هاي صمغ عربي به فرمولاسيون   

  به عنوان ماده حامل استفاده شـد باعـث افـزايش پايـداري             
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د سلول حسب لگاريتم تعدا بر ( فرمولاسيون مختلف پودري۱۶ در P. guilliermondi مخمر  A6 ماندگاري جمعيت زنده جدايه.۱جدول 

  گراد سانتي درجه ۲۴ و ۴در دماي   روز۱۸۰ پس از طي دوره انبارداري به مدت ،)مخمر در گرم فرمولاسيون

Table 1. Survival of P. guillermondi in formulation with using different carriers and adjuvants  (Log of viable 
cells per gram) at 4°C and 24°C 

Formulations                                                                          Temperatures 
4˚C                                                    24˚C                                                                                

1. Talc                                                                  8.71�  ± 0.067   def �  �                        6.75 ± 0.033   g 

2. Kaolin                                                               7.87± 0.153       g                                 6.22 ± 0.171    i 

3. Wheat bran                                                       10.44 ± 0.040   ab                                 8.95 ± 0.104    c 

4. Rice bran                                                           9.62 ± 0.050     c                                  8.20 ± 0.069   d 

5. Talk with sodium alginate                                8.94 ± 0.018     d                                  6.79 ± 0.77     g 

6. Kaolin with sodium alginate                            8.77 ± 0.033     de                                 6.57 ± 0.084   gh 

7. Wheat bran with sodium alginate                    8.25 ± 0.187      efg                               8.79 ± 0.060   c 

8. Rice bran with sodium alginate                       8.69 ± 0.066     def                                8.39 ± 0.088   d 

9. Talc with gum arabic                                       8.62 ± 0.112     def                                6.35± 0.218   hi 

10. Kaolin with gum arabic                                 7.16 ± 0.119      h                                   5.97 ± 0.026   j 

11. Wheat bran with gum arabic                         10.97 ± 0.592    a                                   8.95 ± 0.029   c 

12. Rice bran with gum arabic                            8.63 ± 0.104    def                                 8.19± 0.143    d 

13. Talc with sucrose                                           8.15 ± 0.218     fg                                  7.85 ± 0.059   e 

14. Kaolin with sucrose                                       8.30 ± 0.521     efg                                 7.20 ± 0.146   f 

15. Wheat bran with sucrose                               10.82 ± 0.013    a                                   9.95 ± 0.020   a 

16. Rice bran with sucrose                                  10.14 ± 0.140    b                                   9.46 ± 0.067   a 

  ).براي هر تكرار سه پتري در نظر گرفته شد( اعداد متن جدول ميانگين سه تكرار است *
*Each data in table is means of three replications. 

  .دارند دار معني اختلاف درصد يك سطح در دانكن آزمون با دان شده داده نشان مختلف حروف با در كه هايي يانگينم **
**Means were separated by Duncan’s multiple range tests (P≤ 0.01). 

  

در . هـــا گرديـــد هـــاي مخمـــر در فرمولاســـيون ســـلول

هاي بر پايه سبوس برنج، هر سه مـاده افـزوده            فرمولاسيون

در  مثبـــت در پايـــداري مخمـــر تـــأثيرش مـــورد آزمـــاي

هـايي کـه از پـودر        در فرمولاسـيون  . ها داشـت   فرمولاسيون

تالک به عنوان حامـل اسـتفاده شـد، اضـافه کـردن سـديم               

ــد   ــداري ش ــزايش پاي ــث اف ــات باع ــم. آلجين ــين ه  در چن

هايي که از کائولين به عنوان ماده حامل استفاده          فرمولاسيون

شد، سديم آلجينات و سوکروز موجـب افـزايش پايـداري           

هاي نگهـداري شـده       در فرمولاسيون  .ها گرديد  فرمولاسيون

 اضـافه کـردن     )۲شـکل   ( گـراد   سـانتي  درجـه    ۲۴در دماي   

هايي که از سبوس گندم، سبوس برنج يا         سوکروز به فرموله  

پودر تالک بـه عنـوان مـاده حامـل اسـتفاده شـده موجـب                

. مـاني مخمـر در طـول دوره نگهـداري شـد            افزايش زنـده  

   عربي و سديم آلجينات به اين       کردن صمغ  که اضافه  حالي در
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 حاوي مواد گراد سانتي درجه ۴هاي نگهداري شده در دماي   در گرم فرمولاسيونP. guilliermondii لگاريتم جمعيت زنده مخمر .۱شکل 

، A. ل شش ماه در طو)□(هاي فاقد ماده افزوده  و فرمولاسيون) ×(، صمغ عربي )О(، سوکروز )∆(افزوده سديم آلجينات 

هاي بر  ، فرمولاسيونD. هاي بر پايه سبوس برنج ، فرمولاسيونC. هاي بر پايه کائولين ، فرمولاسيونB. هاي بر پايه تالک فرمولاسيون

  .پايه سبوس گندم

Fig.1. Shelf life of the formulations of P. guilliermondii during storage at 4 °C consided of different adjuvants; 
Sodium alginate (∆), Socruse (О), Gum arabic (×) and without adjuvant (□). A, Talc-based formulation; 
B, Kaolin based formulation; C, Rice bran-based formulations; D, Wheat bran-based formulations. 

 

مخمـر در  هـاي   داري در پايداري سلول  معني تأثيرها   فرموله

هـاي بـر پايـه       در فرمولاسيون . طول دوره نگهداري نداشت   

کائولين، اضافه کـردن سـوکروز و سـديم آلجينـات باعـث             

هـا گرديـد و    هاي مخمـر در فرمولـه    افزايش پايداري سلول  

  .داري نداشت  معنيتأثير اضافه کردن صمغ عربي

ها در شرايط انبار در جلوگيري        فرمولاسيون تأثيربررسي  

  Penicillium expansumارگراز بيم

در بررسي کارايي فرمولاسـيون نگهـداري شـده در دمـاي            

، بيـشترين کـاهش     )a،  ۳شـکل   ( گـراد   سـانتي  درجـه    چهار

ــاربرد       ــا ک ــيب ب ــوه س ــاري روي مي ــه بيم ــساحت لک م

  هاي پودر تالـک بـا سـديم آلجينـات، سـبوس             فرمولاسيون
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 با مواد گراد سانتي درجه ۲۴هاي نگهداري شده در دماي   در گرم فرمولاسيونP. guilliermondii مخمر لگاريتم جمعيت زنده .۲شکل 

هاي بر  ، فرمولاسيونA. )□(هاي بدون هيچ ماده افزوده و فرمولاسيون)×(، صمغ عربي )О(، سوکروز )∆(افزوده سديم آلجينات 

  .هاي بر پايه سبوس گندم ، فرمولاسيونD. ي بر پايه سبوس برنجها ، فرمولاسيونC. هاي بر پايه کائولين ، فرمولاسيونB. پايه تالک

Fig.2. Shelf life of the formulations of P. guilliermondii during storage at 24 °C including different adjuvants; 
Sodium alginate (∆), Socruse (О), Gum arabic (×) and without adjuvant (□). A, Talc-based formulations; 
B, Kaolin based formulation; C, Rice bran-based formulations; D, Wheat bran-based formulations. 

 
گندم با صمغ عربي و سبوس گندم با سوکروز مشاهده شد           

 بـه ترتيـب بـه        در مقايسه با شـاهد آلـوده       که مساحت لکه  

. ش يافـت  مربـع کـاه    متر  ميلي ۰۶/۸۹۵ و   ۱۳/۹۲۵،  ۳۶/۹۸۱

فرمولاسيون کائولين و کائولين با سـوکروز کمتـرين ميـزان           

 .کــارايي در کــاهش مــساحت لکــه بيمــاري را دارا بودنــد

هاي مختلف در    بررسي نتايج حاصل از کارايي فرمولاسيون     

 نـشان داد کـه، فرمولاسـيون        گـراد   سـانتي  درجـه    ۲۴دماي  

بـا مـساحت لکـه      ) کائولين به علاوه سـوکروز    ( ۱۵شماره  

 را در   تأثيرن  مربع، بيشتري  متر  ميلي ۲۱/۱۱۹۳ماري برابر با    بي

 و کنتـرل بيمـاري نـشان داده و           مخمـر   کارايي جدايه  ظحف

 در  راتـأثير ن  کمتـري  ۱۴ و   ۱۰ ،   ۲هاي شـماره     فرمولاسيون

  .b)، ۳شکل (کنترل بيماري دارا بودند 

  

  بحث

هاي بـسيار مهـم      فرمولاسيون عوامل بيوكنترل يكي از جنبه     

  .  (Melin et al. 2007)باشد ات كنترل بيولوژيك ميمطالع
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 و (A) ۴در دماي   روز۱۸۰پس از طي دوره انبارداري به مدت   P. guilliermondii A6 فرمولاسيون مختلف مخمر۱۶کارايي . ۳شکل 

۲۴(B) گراد سانتي درجه ۴ در کنترل کپک آبي سيب در دماي گراد سانتي درجه .P ،؛ گرآلوده به بيمارNIبه بيمارگر؛آلوده ، غير  C ،

سبوس : ۴سبوس گندم، : ۳کائولين، : ۲پودر تالک،  : ۱به ترتيب شماره ها  هاي تازه مخمر و فرمولاسيون ، سلولA6 ;مواد حامل

 سديم سبوس برنج با: ۸سبوس گندم با سديم آلجينات، : ۷کائولين با سديم آلجينات، : ۶پودر تالک با سديم آلجينات، : ۵برنج، 

سبوس برنج با صمغ عربي، : ۱۲سبوس گندم با صمغ عربي، : ۱۱کائولين با صمغ عربي، : ۱۰پودر تالک با صمغ عربي، : ۹آلجينات، 

اعداد اين شکل . سبوس برنج با سوکروز: ۱۶سبوس گندم با سوکروز و : ۱۵کائولين با سوکروز، : ۱۴پودر تالک با سوکروز، : ۱۳

 داراي اختلاف (P≤ 0.01)اند در آزمون دانكن  تيمارهايي كه با حروف مختلف نشان داده شده. است) زخم ۱۲(ميانگين چهار تکرار 

  .باشند دار مي معني

Fig. 3. Efficacy  of 16 formulations of P. guilliermondii after storage in the dark at 4 (A) and ٢۴°C (B) over a 180-
day period on control of blue mold of apple at 4°C. P, infected by pathogen; NI, non infected control; C, 
Carriers; A6, Fresh cells of yeast; Formulations: 1, Talc; 2, kaolin; 3, Wheat bran; 4, Rice bran; 5, Talc 
with Sodium alginate; 6, Kaolin with Sodium alginate; 7, Wheat bran with Sodium alginate; 8, Rice bran 
with Sodium alginate; 9, Talk with Gum arabic; 10, Kaolin with Gum arabic; 11, Wheat bran with Gum 
arabic; 12, Rice bran with Gum arabic; 13, Talk with Sucrose; 14, Kaolin with Sucrose; 15, Wheat bran 
with Sucrose; 16, Rice bran with Sucrose. Each data in table is means of four replications. Mean values 
followed by the same letter are not significantly difference according to Duncan test (P≤ 0.01). 
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استفاده تجاري از عوامل آنتاگونيست به مايه تلقيحـي نيـاز           

 مدت زياد زنده بماند و به آسـاني         هاي آن به   دارد که سلول  

در مطالعـات قبلـي    .(Connick 1988) حمل و نقل شـود 

مشخص شده بود که مواد حامل سـبوس گنـدم و سـبوس             

ــسيل را   ــشترين پتانـ ــرنج بيـ ــارايي  بـ ــداري و کـ در پايـ

guilliermondii P.   جهــت تهيــه فرمولاســيون مــوثر دارا

 ـ     ـ       بوده و پودر تال  قابـل   سبتاًک و کـائولين داراي پتانـسيل ن

بنـابراين  . (Mokhtarnejad et al. 2010) باشند قبولي مي

سبوس (در تحقيق حاضر، امکان استفاده از مواد حامل آلي          

و ) پودر تالك و كـائولين    (و غير آلي    ) گندم و سبوس برنج   

 اضـافه نمـودن سـه مـاده افزودنـي سـوکروز، سـديم               تأثير

 ارزان و   هاي آلجينات و صمغ عربي جهت تهيه فرمولاسيون      

 مـورد  P. guilliermondiiموثر از جدايه مخمر بيوکنترل 

  .بررسي قرار گرفت

هاي مخمر ماندگاري و پايـداري خـود را           سلول هرچند

در مواد حامل مختلف به مـدت بـيش از شـش مـاه حفـظ                

و   که نـوع مـاده حامـل و افـزوده           مشخص شد  ولی ندکرد

 مخمـر  ايه دماي نگهداري فرمولاسيون بر زنده ماني سلول     

در دمـاي   هـداري گطـي ن  کـه  طوري هداري دارد ب   معني تأثير

، ماده حامل سبوس گنـدم فاقـد يـا          گراد  سانتي درجه   چهار

داراي هر يک از مواد افزودني صمغ عربي و سوکروز نقش           

 و ايـن در  شـته دا موثري در حفظ زنده ماني جدايه مخمـر 

م ، سبوس گند  گراد  سانتي درجه   ۲۴حالي است که در دماي      

يا برنج به همراه ماده افزودني سوکروز نقـش چـشمگيري            

بنـابراين بـه نظـر      . در حفظ زنده ماني جدايه مخمر دارنـد       

 درجه  چهاررسد صمغ عربي تنها در انبارداري در دماي          مي

 اين جدايه در سـبوس گنـدم        ماني  زنده در حفظ    گراد  سانتي

 درجـه   ۲۴نقش در خور توجهي داشته که با افزايش دما به           

 قابـل   تأثير. يابد داري مي  ، اين نقش، کاهش معني    گراد  سانتي

مـاني ايـن جدايـه و تفـاوت بـسيار            قبول سوکروز در زنده   

هـاي   اندک ميـزان مانـدگاري ايـن جدايـه در فرمولاسـيون           

سبوس گندم و برنج حاوي سوکروز در پايان انبـارداري در          

ه العاد  نشان از نقش فوق    گراد  سانتي درجه   ۲۴ و   چهاردماي  

 ايـن   مـاني   زنـده سبوس گندم، سبوس برنج و سـوکروز در         

هـا    بـسيار مهـم فرمولاسـيون      ءاد افزوده جز  مو .جدايه دارد 

  تشکيل مانند و ديگر خصوصيات     ماني  زندههستند كه روي    

ــسيون  ــا امول ــسيون ي ــدار سوسپان ــدگي در پاي  آب و پراكن

. گذارنـد   مـي  تـأثير حصول بيوكنترلي روي سـطح هـدف        م

 اين تحقيق، اضافه کردن سديم آلجينـات بـه          اساس نتايج  بر

. شود ها باعث افزايش پايداري فرمولاسيون مي      فرمولاسيون

سديم آلجينات يک پلي ساکاريد است کـه محـيط مناسـبي     

ــداري ســلول  ــراي نگه ــزايش   ب ــا اف ــوده و ب ــده ب ــاي زن ه

 در چنـين  هـم ويسکوزيته باعث پايداري فرمولاسيون شـده    

  .سيون نقش داردچسبندگي و ماندگاري فرمولا

مزيت مهم ايـن پليمـر سـازگاري بـا محـيط زيـست و               

باشد بـدون اينکـه مـواد        پذيري در محيط زيست مي     تجزيه

مـشخص  . ها توليد کنـد    سمي و مضر براي ميکروارگانيسم    

سديم آلجينات عامل پايداري، چـسبندگي و       شده است که    

. (Kinay & Yildiz 2008)باشـد   دوام فرمولاسـيون مـي  

ــديم آ ــستي   س ــيت آنتاگوني ــزايش خاص ــراي اف ــات ب لجين

هـاي   هاي مخمر در فرمولاسيون براي کنترل بيمـاري        سلول

 (Spadaro & Gullino, 2004)پس از برداشت معرفي شده 

ــين و  ــم چن ــست در    ه ــل آنتاگوني ــداري عام ــث پاي  باع

 مـاه   شـش هاي خشک طي نگهداري به مـدت         فرمولاسيون

 در ايـن مطالعـه   .(Muller-Stover et al. 2004)گرديـد  

 مشخص شد صمغ عربي در مقايسه بـا سـديم آلجينـات و            

هـاي مخمـر    ماني سلول  کمتر در افزايش زنده  تأثيرسوکروز  

هـاي   مـاني سـلول    صمغ عربي علاوه بر افزايش زنـده      . دارد

 ايجـاد   ها، به دليل   هاي مختلف در برخي فرمولاسيون     جدايه

ب را  هاي هيدروفيليک، رسـوب و تجمـع ذرات در آ          قطب
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  از پايـدار تـشکيل سوسپانـسيون      به تأخير انداخته و باعث    

شود صمغ عربي به     بنابراين توصيه مي  . شود فرمولاسيون مي 

همراه يـک مـاده افـزوده ديگـر ماننـد سـوکروز و سـديم                

 مخمر دارند، به    ماني  زندهبر روي     بيشتري تأثيرآلجينات که   

 انـدگاري مها اضافه گردد تا علاوه بر افـزايش          فرمولاسيون

 فرمولاسيون در آب نيز     سوسپانسيون پايداريفرمولاسيون،  

 در اين تحقيق مشخص شـد کـه اضـافه کـردن             .بهبود يابد 

کننـدگي    و خاصيت کنترل   ماني  زندهسوکروز باعث افزايش    

 کينـاي و ييلـديز    بلـي   قدر مطالعـات    . شود جدايه مخمر مي  

 گــزارش کردنــد کــه اضــافه کــردن يــک درصــد  )۲۰۰۸(

 Metschinkoviaه فرمولاســيون مخمــر  ســوکروز بـ ـ

pulcherrima  ــزايش ــث اف ــده باع ــاني زن ــيت  و م خاص

 اضـافه کـردن مقـادير بـالاتر         ولـی شـود    کنندگي مـي   کنترل

 درصــد باعــث کــاهش حلاليــت    ۱۰ســوکروز ماننــد  

نقش سـوکروز در پايـداري و       . شود فرمولاسيون در آب مي   

ثبـات  ها در مقالات متعددي بـه ا       نگهداري مخمرها و قارچ   

 & McCabe & Soper 1985, Caesar)رسـيده اسـت   

Burr 1991; Kinay & yildiz 2008)   کـه مـشخص 

کردند سوکروز در حفاظت مايه تلقيح طي مرحلـه خـشک           

مايه تلقيح پس از انتقال بـه گيـاه          کردن، افزايش جوانه زني   

 عوامـل ميکروبـي     مـاني   زندهتر کردن دوره     هدف و طولاني  

  .آنتاگونيست نقش دارد

 مشاهده (Connic et al. 1998) کونيک و همکاران

کردند که اضافه کردن سوکروز به فرمولاسيون گرانولي آرد         

 Colletotrichum ماني زندهگندم و کائولين باعث افزايش 

truncatum   سوکروز با جايگزين    .شود  در فرمولاسيون مي

هـاي ليپيـدي دو لايـه، يـک          هاي آب در لايه    کردن مولکول 

کنـد کـه باعـث       ارگانيسم ايجـاد مـي     ر اطراف ميکرو  غشا د 

کردن و افـزايش دوره      محافظت از آن در طي مرحله خشک      

 در .(Zidack & Quimby 1999)گـردد    مـي مـاني  زنـده 

 ـ        هـاي   فرمولاسـيون کلـي    طـور  هتحقيق مـا مـشخص شـد ب

 در مقايـسه    گراد  سانتينگهداري شده در دماي چهار درجه       

 گـراد   سانتي درجه   ۲۴ شده در    هاي نگهداري  با فرمولاسيون 

مانـدگارتر بـود و بـه     (Shelf-life) ماني  از نظر حفظ زنده

کاهش جمعيت در فرمولاسيون نگهداري شده      عبارتي نرخ   

 گـراد   سـانتي  درجه   ۲۴ در مقايسه با     گراد  سانتي درجه   ۴در  

هـاي    که با نتايج به دست آمـده از فرمولاسـيون          کمتر است 

 و Candida sake CPA-1 (Abadias et al. 2003) مخمـر 

ــر   & Metschinkovia pulcherrima (Kinayمخم

Yildiz 2008)تــر در  مانــدگاري طــولاني.  مطابقــت دارد

تر عامل   ينيتوان به فعاليت متابوليكي پا     تر را مي   ينيدماي پا 

ــسبت داد   ــائين نـ ــاي پـ ــست در دمـ ــي آنتاگونيـ ميکروبـ

(Druvefors 2004).  

ــرلقابليــت کمــشخص شــده اســت کــه   ــدگي  نت کنن

هــاي  هــا، رابطــه مــستقيمي بــا تعــداد ســلول آنتاگونيــست

 و درابـي . (Hofstein et al. 1994)نيز دارد آنتاگونيست 

 كنتـرل  در كـه  دريافتنـد  (Droby et al. 2004) همكاران

 ميـزان  فـروت،  گريپ ميوه در  P. digitatumبيولوژيك 

 Candida oleophilaمخمر غلظت وکاربرد  زمان به مقاومت

. (Usall et al. 2000) همكـاران  و يوسـال . دارد بـستگي  

 C. sakeمخمـر   هاي سلول غلظت كه هنگامي كردند گزارش

 افـزايش   ml-1 CFU ۱۰۶× ۶/۱ به   ml-1 CFU ۱۰۵×۶/۱از

 روي سـيب كـاهش      P.expansumهـاي     اندازه لكه  .يافت

ــت ــاربرد     .ياف ــه ک ــد ک ــشخص ش ــز م ــا ني ــه م در مطالع

بيشترين تعداد سـلول     حاوي   ايه سوسپانسيون فرمولاسيون 

واقع  تر در كاهش بيماري كپك آبي سيب موثر       زنده مخمر، 

ها در كـاهش مـساحت       هر چند كارايي فرمولاسيون    .شدند

هـا در    لكه ايجاد شده توسط بيمارگر در برخي فرمولاسيون       

تـري قـرار     هاي تازه مخمر در سطح پـايين       مقايسه با سلول  

 بـراي كنتـرل بيمـاري       دسـت آمـده    داشت ولـي نتـايج بـه      
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مواد حامـل اسـتفاده شـده در ايـن          . باشد بخش مي  رضايت

تحقيق به تنهايي قادر به كاهش مساحت لكـه ايجـاد شـده             

ايـن  سـيببا   هاي   ميوه تيمار   چنين  همتوسط بيمارگر نبوده و     

هاي سـيب     منفي روي ميوه   تأثيرمواد نشان داد كه اين مواد       

داد که نوع مواد بـه کـار       بنابراين تحقيق حاضر نشان      .ندارد

رفته در فرمولاسيون باعث حفظ قـدرت حيـات و کـارايي            

 چنين  همجدايه آنتاگونيست در طي مدت انبارداري شده و         

ضمن سهولت انتقال، موجب حفظ شدت اثر آن در کنتـرل           

  .شود بيماري در شرايط انبار مي

کردن يـک محـصول      فرمولهدر پايان بايد متذکر شد که       

ها يک حلقه از زنجيره فرايندي است کـه بـراي           بيوکنترل تن 

فرمولاسـيوني کـه از    .باشد توليد فرمولاسيون مؤثر لازم مي

ــارايي عو    ــزايش ک ــات و اف ــدرت حي ــظ ق ــر حف ــل نظ ام

ثر بـوده و دوره نگهـداري آن        ؤآنتاگونيست در انبار بسيار م    

بخش باشد تـا در نهايـت بـه صـورت انبـوه و               هم رضايت 

از . اختيـار کـشاورزان قـرار گيـرد       تجاري توليد شده و در      

ــه تجــاري  کــردن عوامــل کنتــرل  اولــين شــرايط مربــوط ب

هـاي ايـن زنجيـره       ديگر حلقه . شود بيولوژيک محسوب مي  

  ،جداســازي دقيــق ميکروارگــانيزمشــامل کــشف عامــل و 

هـاي طبيعـي و      رديابي و پايش عامـل بيـوکنترل در محـيط         

اني ارزيــابي ديناميــک جمعيــت آن در طــي يــک دوره زمــ

 توليد انبوه با تکيه بر افزايش کميـت و کيفيـت و             مشخص،

  .هستندهاي آن   ملاحظاتي درمورد هزينهچنين هم

  

  يارزسپاسگ

اين پژوهش با اسـتفاده از امكانـات آزمايـشگاهي پـرديس            

ابوريحان دانشگاه تهـران و همكـاري صـميمانه كارشـناس           

فـر و خـانم      محترم سركار خانم مهندس مهرنوش محمـدي      

دس مونا مختاري انجام شده كه بدين وسيله نگارندگان         مهن

  .دارند مراتب تشكر و قدرداني خود را ابراز مي

  

  منابع

متن انگليـسي مراجعـه     ) 147-145(جهت ملاحظه به صفحات     

  .شود

  


