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 چکیده 
براي تعریف زیست توده میکروبی  1960اي است که براي اولین بار در دهه  تک یاخته واژه پروتئین :زمینه و هدف

رسد تولید پروتئین تک یاخته راه حلی براي غلبه بر مشکل جهانی  به نظر می. تولیدي در فرایندهاي تخمیري استفاده شد
تولید این نوع محصولات بر پایه تبدیل زیستی سوبستراهاي ارزان قیمت و غالباً ضایعات، به مواد با .کمبود پروتئین باشد

ستفاده از متانول به ور با ا در کشت غوطه SCPهدف از این تحقیق تعیین عوامل موثر بر تولید . باشد ارزش غذایی می
 .عنوان تنها منبع کربن بود

توسط باکتري  (SCP)در این تحقیق از طراحی تاگوچی براي بهینه سازي تولید پروتئین تک یاخته  :روش بررسی
عامل موثر شامل غلظت متانول آغازین، دور همزن، نرخ هوادهی  4براي این منظور . بهره برده شد 69متیلوباکتریوم سویه 

   .در نظر گرفته و بهینه شدL9سطح و آرایه متعامد  3در  pHو 
، هوادهی g/L 18نتایج نشان داد که بهینه تولید با این سویه متیلوتروف در کشت غوطه ور در غلظت متانول : ها یافته
vvm 3 دور همزن ،rpm 800  وpH  تحت شرایط بهینه حداکثر غلظت بیومس تولیدي برابر. شود حاصل می 8اولیه  
g/L 16  ًپروتئین تام و واقعی محصول به ترتیب بالغ . برابر غلظت حاصله در کشت بسته ارلن آزمایشگاهی بود 2و حدودا

  . اندازه گیري شد% 62و  74بر 
درصد پروتیئن، میزان زیست توده و الگوي اسید آمینه نشان داد که محصول حاصله از این باکتري به لحاظ  :نتیجه گیري

اما . هاي غذایی حیوانات به کار گرفته شود تواند براي غنی سازي پروتئینی مکمل ینه ضروري غنی بوده و میاسیدهاي آم
  . هاي میدانی بیشتري ضروري است تا ارزش غذایی این محصول را تعیین نماید آزمون
  روش تاگوچی، بهینه سازي، پروتئین تک یاخته، فرمانتور :هاي کلیديواژه

  

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -لمیع مجله
  47-  54صفحه ،یازدهم شماره ،سوم دوره ،1390 زمستان
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

کار گیري روش تا گوچی به منظور بهینه سازي ب 48
  

  مقدمه
تولید غذا همواره به صورت تصاعد حسابی رو به افزایش است در 
حالی که این افزایش در جمعیت حیوانی از نرخ تصاعد هندسی 

تحقیقات صورت گرفته توسط سازمان غذا و . کند پیروي می
در مورد جمعیت انسانی و منابع پروتئینی در  (FAO) ورزيکشا

کمیابی غذاهاي . )3-1(دهد دسترس نیز همین الگو را نشان می
ها انسان فقیر سبب شده تا  غنی از پروتئین و وجود میلیون

دنبال دیگر منابع پروتئینی ارزان قیمت جایگزین  دانشمندان به
از این رو  .)6-4(منابع سنتی همانند سویا و پودر ماهی باشند

ها به عنوان یک منابع غذایی غنی از  توجه روزافزونی به میکروب
. شود گردد که پروتئین تک یاخته نیز نامیده می پروتئین می

ها به عنوان غذا براي  اگرچه ممکن است استفاده از میکروب
رسد که در  و حیوان زیاد قابل پذیرش نباشد اما به نظر می  انسان
ن دور، این محصولات براي حل مشکل غذا به اي نه چندا آینده

هاي  امروزه تولید پروتئین. )9-7(میزان زیاد به کار گرفته شوند
ها صورت  هاي مختلف میکروارگانیسم تک یاخته توسط جنس

ها،  توان به جلبک ها می میکروارگانیسم از جمله این. گیرد می
ها به واسطه رشد  میکروارگانیسم. ها اشاره کرد ها و باکتري قارچ

توانند منابع غذایی مناسب با  سریع و درصد بالاي پروتئین، می
در زمینه تولید پروتئین تک یاخته، . )13-10(قیمت ارزان باشند

علاوه بر سویه مناسب میکروارگانیسم، انتخاب سوبستراي ارزان 
ترکیبات کربنی ارزان . قیمت و فراوان نیز اهمیت به سزایی دارد

توانند به  قیمت متعددي همچون ضایعات صنایع مختلف می
     تفاده ها مورد اس عنوان سوبسترا براي رشد میکروارگانیسم

متانول به واسطه درجه خلوص بالا، . )16-14, 5(قرار گیرند
فراوان، از انحلال مناسب در آب، قیمت نسبتاً پایین و دسترسی 

جمله سوبستراهاي مناسب براي تولید پروتئین تک یاخته 
از این رو در این تحقیق سعی گردید تا تولید  .)18, 17(باشد می

پروتئین تک یاخته با باکتري متیلوتروف بومی در فرمانتور 
در ایران از پودر ماهی به منظور  .بهینه گردد L 1آزمایشگاهی

تکمیل سازي خوراك دام و به عنوان یک منبع غنی از پروتئین 
ه واسطه متاسفانه ب. کنند که بیشتر وارداتی است استفاده می

هاي  شرایط نامناسب نگهداري پورد ماهی وارداتی داراي آلودگی
       . زا باشند توانند به شدت سرطان شدید قارچی بوده که می

رو جایگزین کردن این پودر با محصولی با ارزش افزوده از این
تواند به لحاظ اقتصادي  دیگر یا همان پروتئین تک یاخته می

هدف نهایی این تحقیق نیز دستیابی . شدبسیار مقرون به صرف با

به دانش فنی تولید پروتئین تک یاخته در مقیاس نیمه صنعتی 
  . است

  
  روش بررسی

سویه متیلوتروف کاربردي  :کشت سویه باکتریایی متیلوتروف
جدا شده توسط جعفري و همکارانش  69در این تحقیق، سویه 

به جنس این سویه متلق . در پژوهشکده مهندسی جهاد بود
 .باشد صورتی رنگ می متیلوباکتریوم بوده و متیلوتروف اختیاري

براي تهیه پیش کشت، باکتري لیوفیلیزه در محیط حداقل 
کشت داده و سپس در محیط جامد ) MSB(معدنی متانول 

(MSA) از خالص بودن سویه اطمینان حاصل شد .  
  

ازي براي بهینه س: بهینه سازي رشد در فرمانتور آزمایشگاهی
، مجهز به L 1رشد باکتریاز فرمانتور گوچی با حجم کاري 

پس . سیستم کنترل دما، دور همزن و نرخ هوادهی بهره برده شد
موجود در فرمانتور، متانول  MSBاز استریل نمودن محیط 

به آن افزوده و سپس پیش کشت  µm 2/0استریل شده با فیلتر 
ها  در تمامی آزمون. دیدگر)lit 1حجم نهایی برابر (وارد فرمانتور 

به  nm 620در طول موج ) 8/0(با جذب نوري ثابت  پیش کشت
نتایج حاصله از رشد این سویه در ارلن . محیط کشت افزوده شد

آزمایشگاهی نشان داده بود که میزان هوادهی، دور همزن، 
از جمله مهمترین عوامل موثر  pHغلظت متانول، درصد تلیقح و 

باشد از این رو رشد سویه مذکور در  یبر رشد این سویه م
براي این ). 1جدول (اي از هر عامل موثر ارزیابی گردید  دامنه

اندازي و در فواصل زمانی  منظور فرمانتور در شرایط مورد نظر راه
گیري از فرمانتور صورت گرفت و جذب نوري نمونه  معین نمونه
مختلف بدین ترتیب سینتیک رشد باکتري در شرایط .تعیین شد

  . ترسیم گشت
  

در  :با روش تاگوچی lit 1بهینه سازي رشد در فرمانتور 
        هاي قبل، تاثیر عوامل موثر در رشد مورد بررسی  آزمون

اي تعیین شد که رشد باکتري  قرار گرفت و براي هر عامل دامنه
براي بهینه سازي، غلظت آغازین متانول، دور . حداکثر باشد

به عنوان عوامل اصلی موثر در رشد در نظر  pHهمزن، هوادهی و 
سطح مختلف از این عوامل  3گرفته شد و میزان رشد سویه در 
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یازدهموم، شماره س، دوره 90مستان ز  

  و همکاران پروانه جعفري
سیستم نرم افزاري . )21- 19()2جدول (سنجیده گردید 

Qualitek-4  و آرایه متعامدL9  براي بهینه سازي تولید با روش
هاي طراحی شده در جدول  تاگوچی به کار گرفت شد که آزمون

ها حجم تلقیح و دما ثابت  در تمامی آزمون. آورده شده است 3
فرمانتور در . در نظر گرفته شدC30°و % 20به ترتیب برابر 

اندازي و در فواصل زمانی  شرایط ذکر شده براي هر آزمون راه
سپس جذب نوري و . گیري از آن صورت گرفت مونهمعین ن

pH هر نمونه تعیین و در نهایت سینتیک رشد باکتري در هر
آزمون فوق با  9در نهایت نتایج حاصله از . آزمون ترسیم شد

تجزیه و تحلیل و شرایط بهینه  Qualitek-4سیستم نرم افزاري
اندازي و  فرمانتور در شرایط مذکور راه. رشدي مشخص شد

  .ینتیک رشد باکتري در این شرایط نیز تعیین گشتس
  

گیري  براي اندازه :درصد پروتئین و الگوي اسید آمینه محصول
عنصر اصلی کربن،  4میزان پروتئین موجود در محصول، ابتدا 

 CHNOازت، هیدروژن و اکسیژن موجود در محصول با دستگاه

(CHN-O- rapide-Heraeus)  شکده آزمایشگاه استاندارد پژوه
میزان پروتئین خام به صورت زیر تعیین . صنعت نفت تعیین شد

  100×25/6×مقدار ازت%= پروتئین خام . )23, 22(گردید 
  

براي تعیین میزان پروتئین واقعی موجود در محصول از معرف 
هاي مورد آزمایش پس از اختلاط با  نمونه. بیوره استفاده شد

گرماگذاي  C 25°معرف بیوره به مدت نیم ساعت در دماي 
ها کمپلکس رنگی  مس موجود در معرف با پروتئین. گردیدند

قابل سنجش  nm 540کند که در طول موج برابر  ایجاد می
الگوي اسید آمینه محصول توسط شرکت . )25, 24(باشد می

Deggusa  و با استفاده از آنالیزHPLC در آلمان تعیین گشت. 
در این آنالیز علاوه بر انواع اسیدهاي آمینه موجود، درصد وزن 

  .خشک و پروتئین خام موجود نیز تعیین گردید
  

  یافته ها
نشان دهنده میزان  4تا  1نمودارهاي :میزان رشد در فرمانتور

 1همان طور که شکل . باشند در شرایط مختلف می  شد باکترير
براي رشد  g/l 18تا  12شود غلظت متانول در دامنه  دیده می

هاي بالاتر و کمتر از آن به ترتیب اثر  مناسب بوده و در غلظت
ممانعت کنندگی و محدود کنندگی متانول بر رشد اعمال 

  .شود می
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  lit 1ختلف متانول در فرمانتور در مقادیر م 69رشد سویه . 1شکل 

  
تا  400نتایج نشان داد که رشد باکتري در دامنه همزدن بین 

rpm 800 مناسبو درrpm 600 رشد ). 2شکل (رشد حداکثر بود
مناسب نبود و  rpm 1000و  200باکتري در دورهاي همزدن 

از سوي دیگر فاز تاخیري در این . اي داشت کاهش قابل ملاحظه
انجامید که  به طول می h 14طولانی بود و تا حدود  شرایط بسیار

  . باشد تواند دلیلی براي کاهش تولید  این امر خود می
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  lit 1در دورهاي مختلف همزن در فرمانتور  69رشد سویه  .2شکل 

  
، رشد باکتري تقریباً مشابه و در vvm 3-2در محدوده هوادهی 

ادهی خارج از در مقادیر هو). 3شکل (حد بهینه قرار داشت 
  .دامنه مذکور، کاهش رشد باکتري به وضوح قابل تشخیص بود
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  lit 1مختلف هوادهی در فرمانتور   در نرخ 69رشد سویه .3شکل
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

کار گیري روش تا گوچی به منظور بهینه سازي ب 50
  

هاي مختلف بر رشد باکتري نشان داد که این  pHبررسی تاثیر 
. هاي خنثی بیشترین رشد را داردpHباکتري نوتروفیل بوده و در 

حدوده، یعنی با اسیدي و قلیایی شدن محیط، با انحراف از این م
از سوي دیگر نتایج حاصله از . رشد باکتري به شدت کاهش یافت

تلقیح اولیه در % 20نشان داد که رشد سویه با  ها  این آزمون
  .حالت بهینه قرار داد
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  lit 1مختلف در فرمانتور  pHدر  69رشد سویه  .4شکل 

  
نشان  5شکل  :ط بهینهسینتیک رشد در فرمانتور در شرای

در شرایط بهنیه یعنی دور همزدن   دهنده سینتیک رشد باکتري
rpm 600 هوادهی ،vvm 5/2 ،g/l 18  ،متانولpH  و  8برابر
  . باشد پیش کشت می% 20
  

 
   lit 1سینتیک رشدي باکتري در فرمانتور  .5شکل

  
شود در شرایط بهینه  نیز ملاحظه می 5همان طور که در شکل 

  ادامه یافته و  20و  6تاخیري و لگاریتمی به ترتیب تا ساعت فاز 
  
  

 g/lمعادل  14در این شرایط حداکثر جذب نوري حاصله برابر 
  .بیومس خشک باکتري بود 12
  

 4در جدول  :بهینه سازي رشد در فرمانتور با روش تاگوچی
بار تکرار و میانگین نتایج  3آزمایش تاگوچی با  9نتایج مربوط به 

تکرار هر  3میانگین  6در شکل . له نمایش داده شده استحاص
در . آزمایش با میزان خطاي هر آزمایش نمایش داده شده است

تکرار  ،سعی شد با یکسان سازي شرایطها  این سري از آزمون
  . و از خطا به میزان قابل توجهی کاسته شود پذیري افزایش یابد

  

  
  زمایش تاگوچیمیانگین نتایج حاصله از هر آ.  6شکل 

  
براي عوامل موثر در رشد  P-Valueنتایج نشان داد که میزان 

به . به هوادهی تعلق دارد Pمتفاوت بوده و بیشترین میزان 
ترین عامل موثر بر تولید پروتئین تک  عبارت دیگر هوادهی اصلی

عوامل . )5جدول ( باشد می یاخته در دامنه عوامل به کار گرفته
 pHدور همزن، : ب اهمیت عبارتند بودند ازموثر بعدي به ترتی

توان نتیجه گرفت  از این آزمایش می. اولیه محیط کشت و متانول
که متانول در غلظت به کار گرفته شده در آزمایش کمترین تاثیر 

در % 5کمتر از  P-Valueلازم به ذکر است که . را بر تولید دارد
گر اختلاف  انتواند بی ها قابل قبول نیست و می این آزمایش

را   توان آن تصادفی ناشی از تغییر در شرایط آزمایش باشد و نمی
در آزمایش فوق . به تاثیر عامل موثر مورد آزمایش نسبت داد

پس از  .و قابل قبول بودند% 5بیش از  P-Valueتمامی مقادیر 
افزار شرایط بهینه جدیدي  ها و بررسی نتایج با نرم اتمام آزمایش
 vvmمتانول، نرخ هوادهی  g/L 18که عبارت بود از پیشنهاد شد 

   میانگین جذب نوري در. 8برابر  pHو  rpm 800، دور همزدن 3
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بود ولی با به کارگیري سطوح جدید  409/14آزمون قبل برابر  9

در . را انتظار داشت 18/20توان جذب نوري برابر  پیشنهادي می
پیشنهادي، میزان اندازي فرمانتور در شرایط  عمل پس از راه

اختلاف % 15به لحاظ آماري تا . بود 49/22جذب نوري برابر با 
قابل قبول  بین نتیجه مورد انتظار و نتیجه حاصله از آزمون،

نشان دهنده خطا در آزمایش و % 15باشد و اختلاف بیش از  می
در این آزمون میزان اختلاف بین دو . روند طراحی آن است

ود بنابراین نتیجه حاصله قابل پذیرش و ب% 36/12نتیجه برابر 
آزمون فوق با  10سینتیک رشد در  9در شکل .باشد استناد می

  .یکدیگر مقایسه گردیده است
  

  
آزمایش صورت  10در  69مقایسه سینتیک رشد سویه  .9شکل 

  گرفته براي بهینه سازي با روش تاگوچی 
  

ها  زمونآ :درصد پروتئین و الگوي اسید آمینه محصول تولیدي
پروتئین خام % 75/74نشان داد که محصول تولیدي داراي 

نیز الگوي اسید آمینه  6در جدول . باشد پروتئین واقعی می% 62و
این بررسینیز نشان . موجود در محصول نمایش داده شده است

باشد که  پروتئین خام می 34/72داد که محصول تولیدي داراي 
 . نماید ایید میرا ت CHNOنتیجه حاصله از آنالیز 

  بحث
هاي پیشنهادي براي جبران  تولید پروتئین تک یاخته راه حل

براي . کمبود مواد غذایی پروتئینی مورد نیاز دام و انسان است
الرشد با  اي سریع تولید این محصول، اولین قدم دستیابی به سویه

  در بین . باشد درصد پروتئین بالا و الگوي مناسب اسید آمینه می
  

ها سرعت رشد بیشتر و در نتیجه  ها، باکتري روارگانیسممیک
در ایران نیز عدم دسترسی به . میزان پروتئین بالاتري دارند

پروي معضلی رو به رشد  منابع پروتئین به خصوص در زمینه دام
از این رو در طرح ملی تصویب شده در پژوهشکده . است

ن تک یاخته مهندسی جهاد مبادرت به تولید نیمه صنعتی پروتئی
هاي  براي این منظور ابتدا سویه. بر پایه سوبستراي متانول گردید

متیلوتروف از منابع مختلف جدا و پس از بهینه سازي رشد در 
ها در فرمانتور آزمایشگاهی با روش تاگوچی بهینه  ارلن، رشد آن

و غلظت  pHنتایج نشان داد که نرخ هوادهی، دور همزن، . گردید
ترین عوامل کنترل کننده رشد باکتري متیلوتروف متانول از مهم

اکسیژن در دسترسمهمترین عامل کنترل .باشند به کار گرفته می
کننده میزان رشد این باکتري به شدت هوازي بود که براي 

کاهش دسترسی به . متابولیسم فعال نیاز بالایی به اکسیژن دارد
سریع و شد که باکتري توانایی اکسیداسیون  اکسیژن سبب می

کامل متانول را نداشته و در این شرایط اکسیداسیون ناقص 
گردید که کاهش  می  هاي سمی متانول منجر به تولید متابولیت

در فرمانتورها دو عامل دور همزن و نرخ . رشد را در پی داشت
. باشند هوادهی تعیین کننده میزان اکسیژن در دسترس می

همگام با افزایش نرخ نتایج نشان داد که نرخ رشد باکتري 
البته لازم به ذکر است که با افزایش . یافت هوادهی افزایش می

، با ایجاد شرایط اکسیدي در محیط vvm 3هوادهی بیش از 
هاي  آزمون. یافت کشت، تولید به نحو چشمگیري کاهش می

صورت گرفته نشان داد که در دورهاي پایین همزن، اختلاط و 
فته و از این رو رشد به شدت کاهش هوادهی به خوبی صورت نگر

نیز کاهش  rpm 1000در دورهاي همزن بیش از . نمود پیدا می
شد که احتمالاً ناشی از  اي در رشد باکتري دیده می قابل ملاحظه

رسد با استفاده از  به نظر می. استرس بالاي وارده به باکتري بود
دورهاي همزن متغیر در فازهاي مختلف یک دوره تخمیري، 

یعنی کشت . توان رشد و تکثیر باکتري را بهبود بخشید می
ها به  ها را با دور پایین همزن شروع کرد و با ورود باکتري باکتري

دور همزن را بالا برد تا علاوه بر کاهش مدت زمان   فاز لگاریتمی
حداکثر رشد را نیز در دورهاي بالاي همزن بدست فاز تاخیري، 

غلظت آغازین متانول از عوامل موثر دیگر در رشد  .آورد
در (تواند محدود کننده  باشد که می هاي متیلوتروف می باکتري
. باشد) هاي بالا در غلظت(یا ممانعت کننده رشد ) هاي کم غلظت

تواند میزان  هاي مناسب متانول می از این رو فراهم آوردن غلظت
  .رشد را به حداکثر برساند
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کار گیري روش تا گوچی به منظور بهینه سازي ب 52
  

pH  نتایج . از دیگر عوامل موثر در رشد باکتري به کار گرفته بود
خنثی تا کمی  pHحاصله نشان داد که رشد باکتري در محدوده 

شان داد که در ن pHتعیین سینتیک . باشد تر می قلیایی مناسب
اي ه محیط کشت به دلیل تولید متابولیت pHطی تخمیر 

به   از این رو میزان رشد باکتري. یابد اسیدي به تدریج کاهش می
قلیایی بهینه بود زیرا در این شرایط حتی   کمی pHکار گرفته در 

محیط چندان اسیدي  pHهاي اسیدي،  پس از تولید متابولیت
رسد که  از این رو به نظر می. ماند نشده و در حد خنثی باقی می

دوره تخمیري تولید پروتئین تک  در طی pHدر صورت کنترل 
 .توان محصول بیشتري را انتظار داشت یاخته با این باکتري، می

با روش  L 1پس از بهینه سازي میزان رشد در فرمانتور 
 g/L16و معادل  23تاگوچی، حداکثر جذب نوري حاصله بالغ بر 

بود که در مقایسه با نتیجه حاصله در ارلن آزمایشگاهی یعنی 
g/L 8 این نتیجه قابل قیاس با نتایج .اي داشت  فزایش قابل توجها

مرکز  در فرشاد زمانی .باشد حاصله از تحقیق سایر محققان می
در کشت بسته به  تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی شهرکرد

در مصر نیز . است دست یافته g/L19/5حداکثري تولیدي معادل
شیاو  تولید پروتئین تک یاخته توسط مخمر پی 1990در سال 

. و همکارانش صورت گرفت Rashadسوبستراي متانول توسط 
پروتئین % 2/52با  g/L 6/3حداکثر محصول تولیدي آنان معادل 

در  .)26(اسید نوکلئیک بود% 2/14پروتئین واقعی و % 36خام، 
حال حاضر تنها شرکتی که به تولید تجاري پروتئین تک یاخته 

ورزد شرکت دانمارکی  از سوبستراي تک یاخته مبادرت می
آغاز نموده  1998نورفرم است که تولید تجاري خود را از سال 

ها با نام بیوپروتئین داراي تاییدیه  محصول تولیدي آن. است
             کپسولاتوس بر روي متان اتحادیه اروپا و با کشت متیلوکوکوس

براي تولید بیوپروتئین از فرمانتور پیوسته و لوپ  .شود حاصل می
-3ها برابر  راندمان تولید آن. شود بهره برده می m 90به ارتفاع 

% 80تا  60بر پایه وزن خشک و محصول تولیدي حاوي % 2
توان  با مقایسه نتایج حاصله می .)29-27(  پروتئین خام است

بیان داشت که کسب این مقدار بیومس خشک از سویه 
در تمام . باشد متیلوتروف در کشت بسته بسیار جالب توجه می

ئه شده تا کنونی چنین راندمان داخلی و خارجی ارا هاي گزارش
از سوي دیگر آنالیز  .تولیدي در کشت بسته گزارش نشده است

گر تناسب الگوي اسید آمینه و پروتئین  محصول تولیدي نمایش
  تحقیقات نشان داد که این محصول . خام موجود در محصول بود

  

  
با محصول پرونین تولیدي توسط شرکت نورفرم و پودر ماهی 

  .)30, 29()7جدول (است قابل قیاس
  

  گیري نتیجه
شود ارزش غذایی محصول تولیدي  همان طور که دیده می

به لحاظ ترکیب اسید آمینه قابل قیاس با دو  69توسط سویه 
گر ارزش غذایی محصول تولیدي  باشد که بیان محصول فوق می

توان انتظار داشت که استفاده از این محصول  از این رو می.است
زین پودر ماهی در خوراك دام مورد توجه قرار به عنوان جایگ

البته نکته شایان ذکر است که در این ارتباط باید به انجام . گیرد
هاي چندي لازم  آزمایش. هاي میدانی توجه ویژه داشت آزمون

است تا تاثیر استفاده از این محصول بر روي موجود مصرف 
ایی و اثرات ز تنها پس از اثبات عدم بیماري. کننده تعیین شود

توان این محصول را در جیره غذایی دام  نامناسب است که می
  .جایگزین نمود
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