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 چکیده
 عنمان منبع بال ما قلاژن و بازیاف  قلاژن محلمل    استت د و ز میب به  و ای بههدف از این مطالعه استتادا ا از یتتایعاس  مستت  ماه  قرم     ا

 اج ای به  و  اس دی و ز میم  اساخش م ای  زن بم . از این  و، قلاژن از  مس  ماه  قرم     ا- سمب ایموالکا یک و ب  س  خصمص اس ف میکم

( و (I-PSCقلاژن محلمل     رس ن ) و( I-ASCقلاژن محلمل    اس د )های  سمب ایموالکا یک )های محلمل با اسادا ا از  و شد. سرس قلاژن

Salting- out (  ( قلاژن محلمل    است دASC )و ( قلاژن محلمل     رس نPSC)  بازیاف  شد د.  اایج  شان  ا  باز ا اساخ اج و محامی   وتئ ن

-Iهای نها مشابه بم . خلمص بالا    قلاژب شا  بم  د. اما باز ا تمل د     مم ه I-PSCو  I-ASCهای  سب  به  مم ه PSCو  ASCهای قل     مم ه

ASC  وI-PSC    محامی   وتئ ن قل و باز ا استاخ اج ماداوس و باز ا تمل د مشتابه  ا تمه ه ق  . الیمیSDS-PAGE،   ساخااI-ASC  وI-PSC  ا 

 شان  ا .  مای تخ ی  ح ا ت   I-PSCتای د ق  . علاوا ب این ب  ست  ت ق   است دزم نه، محامی ایم نماست د بالات   ا ب ای     Ιعنمان قلاژن  مع به

و  pH های  ب  س  حلال   قلاژن    سطمح مخالف  تع  ن شد.   گ ا    هه ستا ا   99/89و  07/82به ت ت    I-PSCو  I-ASCهای ب ای  مم ه

. به م  یابدبالا و  ای ن   طه ایموالکا یک افمایش  pH ا  قه حلال   با افمایش غلظ  یم   محلمل قاهش و      شتتتان NaClهای مخالف غلظ 

یمین بال ما عنمان یک هایه تما د بم  قهقند طم  قل   اایج  شان  ا   سمب ایموالکا یک قلاژن محلمل،   وتئ ن قلاژن با خلمص بالا  ا تمل د م 

 قلاژن ب ای قلاژن  ساا دا ن باشد.

 ، حلال  ، بازیاف    وتئ ن، یایعاس Ιای، قلاژن  مع    ا قرم ماه  ،  سمب ایموالکا یک واژگان کلیدی:
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Abstract 
The aim of this study was using the silver carp skin wastes as a potential source of collagen and recovering the 

soluble collagen in acid and enzyme solution by isoelectric precipitation method. The physicochemical 

properties of produced collagen investigated as well. Hence, collagen was extracted from the skin of silver 

carp by acidic and enzymatic methods. Then, soluble collagens were recovered using isoelectric precipitation 

(Isoelectric-Acid-soluble collagen (I-ASC) and Isoelectric-Pepsin-soluble collagen (I-PSC)) and salting-out 

(Acid-soluble collagen (ASC) and Pepsin-soluble collagen (PSC) methods. The results showed that the 

extraction yield and total protein content of ASC and PSC samples were higher than I-ASC and I-PSC samples. 

But the production yield was the same in all the samples. The high purity of I-ASC and I-PSC collagens 

represented different total protein content and extraction yield, however similar production yield. The SDS-

PAGE pattern confirmed the structure of I-ASC and I-PSC as type I collagen. In addition, the amino acid 

composition showed high amino acid content for I-PSC. It was estimated that the thermal denaturation 

temperatures for I-ASC and I-PSC samples laying at 28.70°C and 29.99°C, respectively. Finally, the 

investigation of collagen solubility at different pH levels and concentrations of NaCl showed that the solubility 

decreases with increasing ion concentration of the solution, and increases at the pH above and below the 

isoelectric point. Overall, the results showed that the isoelectric precipitation of soluble collagen produces a 

high-purity collagen protein that could be an alternative source to replace mammalian collagens. 
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 . مقدمه1
  وتئ ن غال  باف    م دی    ح ما اس استتت   قلاژن

 هد و از از   وتئ ن قل  ا تشک ل م    صتد 07قه حدو  

هتای ب ملمژیک  مات یکس خا ج  ت ین متاق ومملکمل ف اوان

   ای ستتتلمل  استتت . این   وتئ ن قا ب  های گستتتا  ا

های مخالف صتتنع   ا وی  و  مشتتک  ما ند ا ماع شتتاخه

ویژا  ا ستتتمان و ت م ب ها،  خ بخ ه، گازها و با دهای ق م

 هتتا  ا  هتتای  ا وی  و ص صزختب، تتهت تته قرستتتمل   

(Rodziewicz-Motowidło et al., 2008).     م ان ا ماع

 استتت   مع زنت ین ماتتداول І قلاژن،  مع هتتای  وتئ ن

(Giraud-Guille et al., 2000)  ، قه    صتتتنایع  ا وی

  قتتا ب    ا  و غتتیای    زیستتتت   مشتتتک ، ز ایشتتت 

(Chen et al., 2016) .به طم  ستتنا  منابع عمدا قلاژن 

از  مس  و اساخمان گاو،  ،مم   اسادا ا    صنع   І  مع 

های اخ   به عل  افمایش . اما    ستتالخمک و م غ استت 

های ب وز ز دملا مای م غ ، ب متا ی هنمن گاوی و ب ما ی 

استتتادا ا  ،های میهب چن ن محدو ی عدم    یی  و هب

های   ا ایجا  ح ما اس خشک  محدو ی   І  مع  از قلاژن

 به   بالاز این  و مح  ان . (Liu et al., 2014) ق  ا اس 

ح ما اس  І ایمن و هاییمین قلاژن  مع، یافان منابع هدید

. اخ  اً قلاژن مشاق شدا (Chen et al., 2016د )ا خشک 

عنمان یتک هاییمین ب ای قلاژن ح ما اس  از متاه تان بته   

تمهه زیا ی  ا به خم  هل  ق  ا استت  زی ا ه ب ب ما ی 

ها یاف  منا ل شتتتم     زن قه باما د از ماه  به ا ستتتان

    م ایسه با چن ن  ا ای منابع بس ا  وس ع  شتدا و هب 

. (Kawaguchi et al., 2011) ح ما اس خشتتک  هستتاند 

های اخ   یایعاس حاصل از ف زو ی بدین منظم     ستال 

عنمان یک منبع بال ما قلاژن مم   تمهه مح  ان زبمیان به

ص ا  گ فاته استتت  زی ا ط  ف زو ی زبمیتان م دا  زیا ی   

از مما  خام اول ه تمل د    صد 07تا  07یایعاس    حدو  

ها از  ظ  قلاژن غن  از زن   صتتد07شتتم  قه حدو  م 

عنمان خم اک این یتتایعاس یا بهم ستتمم طم  به  هستتاند.

شتتتم د یا با  فع با ا ز   ای ن( استتتادا ا م  ام و قم  )

ستب  زلم گ  مح   زیس    ، امناست     مح   زیست   

ع عنمان منابهشتم د. بناب این استادا ا از این یایعاس ب  م 

افمایش باز ا اصاصتتا ی ب ای صتتنایع  یتتمنبال ما قلاژن 

شتتت لات  از ب وز مشتتتکلاس زیستتت  مح ط  هلمگ  ی  

ستته م حله اصتتل  شتتامل   ط قند. استتاخ اج قلاژن م 

شم .    م حله و بازیاف  ا جام م  ستازی، استاخ اج  زما ا

 NaClقلاژن محلمل استتتاخ اه  با استتتادا ا از ،بازیاف 

 شتتتم بتازیاف  م   Salting-out تام  تحت  ف زینتدی بته   

(Asghar and Henrickson, 1982).  از خصتتمصتت اس  اما

اس به خصمص تمان قلاژن ماه  و سای  زبمیان م    وتئ ن

اشتتتا ا  مم .      طه  9-6ب ن  pHها    ایموالکا یک زن

ایموالکا یک، حلال   و ظ ف   اتصتتال زب زن به قما ین 

  قنتتدمت تتدا  ختم   ستتت تتدا و  ت وتئ ن  ستتتمب م     

(Vojdani, 1996)   از این  و، از این ختاصتتت ت    وتئ ن .

تمان مح   م  pHقلاژن و با استتادا ا از ستت ستتاب ت     

ت ستت     وتئ ن قلاژن استتادا ا ق  .    این  و   ب ای 

امکتان  ستتتا تاب  به   وتئ ن قلاژن با خلمص بالا وهم    

های  اخماساه  یی  هلمگ  ی  ا   زی ا از  ستمب   وتئ ن 

،   وتئ ن به صم س ا اخاب  pHقند.    واصع با قنا ل م 

اسادا ا     این مطالعه امکان ، سمب خماهد ق  . بناب این

 ایایعتتاس حتتاصتتتتل از ف زو ی متتاه  قرم     ااز یتتت

(Hypophthalmichthys molitrix) ب ن     ای ان، قتته   

 وب شا ین تمل د  ا به خم  اخاصاص  ا ا  ماه ان گ ماب 

ه ب ،تمل د قل ماه ان گ ماب  استت از    صتتد 07 حدو 

مم   ب  ستتت  ص ا  گ ف . عنمان یتک منبع بال ما قلاژن  

بتازیتافت    وتئ ن قلاژن با استتتادا ا از    بتاز ا  چن ن هب

ب  ستتت   Salting-outو  های  ستتتمب ایموالکا یک و 

شتت م ای  قلاژن -خصتتمصتت اس ف میکمشتتد د و     های  

 بازیاف  شدا به  و   سمب ایموالکا یک ا زیاب  شد.

 

 هامواد و روش. 2

ستتتاراک کلاژن از یتتایپات پوستتت ماهی  ا .2.1

 ایکپورنقره
 مست  ماه  مم   اسادا ا    این  ژوهش از یایعاس  
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زو ی    بازا  ماه  ف وشان  ش  همع ایقرم     ا ماه 

)یخ/  مس   9:8های حاوی یخ به  سب  وست له هعبه و به

ماه ( به ززمایشتیاا ف زو ی محصملاس ش لات   ا شکدا  

منابع طب ع   ا شتیاا گ لان منا ل شتد. یایعاس  مس    

های اول ه ب ای اساخ اج قلاژن به  و  سازیزما ا س از 

 Suzukiو   Nagai استت دی و ز میم  با استتادا ا از  و  

( استتادا ا شتتد د.    م حله   ش ت ما ،  مستت   8778)

 84هتتای غ  قلاژ   بتته متتدس منظم  حتتیف   وتئ نبتته

 9:87مملا  به  ستتتب   NaOH 9/7ستتتاعت     محلمل  

(v/w  ص ا  گ ف . محلمل ه )ستتتاع  تعمید شتتتد.  98

به حال  خنث  با زب م ط   pHها تا  س دن سرس  مس 

به    صد97 مس  با بمت ل الکل  شتستاشتم شد د. چ ب    

ساع  اساخ اج شد. بعد  84( به مدس v/w) 9:87 ستب   

به  ها،  مستتت ز ای  ب ای حتیف ممر ت    یتدا ه  چ ب از 

به  ستتب     صتتد 2O2H 0ستتاع     محلمل  84مدس 

9:87 (v/w. ص ا  گ ف )   مست  زما ا شدا سرس با اس د 

( v/w) 9:07( به  ستتتب  pH= 0/8مملا  ) 0/7استتتا ک 

ستتاع  ا جام شد.  42مخلمط و استاخ اج قلاژن به مدس  

به  g 98777سا ا ید مژ  و  عصتا ا قلاژن با استادا ا از   

 )متتدل گ ا    هتته ستتتتا ا  4 صت  تته      87متتدس 

PIT320R High-Speed Universalزل ، شتت ق   ل  ایدا

( هدا شتتد. ستترس ب ای بازیاف  قلاژن از  و تجه م، ای ان

های محلمل به  و  استتتادا ا شتتتد.     و  اول، قلاژن

مملا   6/8با یک غلظ   های   Salting-out (NaCl و  

 ستتمب  ا ا  ( pH=0مملا ،  Tris-HCl 70/7   حضتتم  

به  g 98777شتتد د. ستترس قلاژن  ستتمب یافاه با  و    

ستتتا ا یدمژ و گ ا    هه ستتتا ا  4 ص  ه     97متدس  

 0/7زو ی شد.  سمب حاصل  وبا ا    اس د اسا ک همع

  و مملا 9/7مملا  حل شتدا و به ت ت      استت داستتا ک  

، cut-off of 14 kDa)ساع   یال م  42زب م ط  به مدس 

شتتد د.     های  محلمل قلاژن ( زم یکا ستت یما زلد یب،

 قن ا جمتتا ی خشتتتتکبتتا  ستتتایتتاا   یتتال م شتتتتدا

( خشتتک ، شتت ق    ا وق مم، ای انFD-5003-BT)مدل 

 ASC (Acid-soluble collagen)شتتتد. قلاژن حاصتتتل 

  ها   ام دا شد. به منظم  اساخ اج ز میم  قلاژن،  مس 

ز میب    صتتتد9مملا  حاوی  0/7محلمل استتت داستتتا ک 

 س یما زلد یب، زم یکا( ،EC 3.4.23.1, 1:10,000)  رس ن

ساع      مای  42(    مدس زمان w/w) 9:07به  سب  

هضتب شتد د. سرس محلمل ویسکمز   گ ا    هه ستا ا   4

 4 ص  ه     87به مدس  g 98777بتدستتت  زمدا با  و   

 س  زمدا    باف  سا ا یدمژ و عصا ا بهگ ا    هه سا ا 

4HPO2Na 78/7 (  8/0مملا =pH به منظم  غ  فعال ق  ن )

ستتاع   یال م شتتد. بعد از  یال م   84ز میب  رستت ن به مدس 

مملا  حل شتتد.  0/7استتا ک  ستتمب بدستت  زمدا    استت د 

ا امه م احل هما ند قلاژن تمل د شتدا به  و  اس دی ا جام  

PSC (Pepsin-soluble collagen ) شتتد. قلاژن حاصتتل 

م دا شتتتد.     و   وم از  ستتتمب ایموالکا یک ب ای  تا 

های محلمل    است د و ز میب استادا ا شد.   بازیاف  قلاژن

   طه ایموالکا یکب ای این منظم  اباتدا محتدو ا ت  یب    

 گ  ی  اا ستت لای با ا دازاقلاژن  مستت  ماه  قرم     ا

های محلمل بدست  زمد. سرس قلاژن  PSCو  ASCزتای 

بتته   طتته  pHبتته  و  ایموالکا یتتک بتتا  ستتتتا تتدن  

 سمب  ا ا شد د.  NaOHشتان با اسادا ا از  ایموالکا یک

ا جام شتتد. قلاژن  Salting-outا امه م احل هما ند  و  

و I-ASC (Isoelectric-Acid-soluble collagen )حاصل 

I-PSC (Isoelectric-Pepsin-soluble collagen ) ام دا 

 شد د.

 یاترکیبات شیمیایی کلاژن پوست ماهی کپور نقره .2.2
 AOACت ق باس شت م ای  قلاژن با اسادا ا از  و   

تع  ن شتتتد. ب ای تع  ن محامی ه د وقستتت   (8770)

 استتتادا ا شتتتد.  Woessner Jr  (9969)  ول ن از  و  

L- عنمان استتاا دا   استتادا ا شتتد و  ه د وقستت    ول ن به

 د. س  زممحامی ه د وقس    ول ن از منحن  اساا دا   به

 یاازده استاراک کلاژن از پوست ماهی کپور نقرهب .2.3
باز ا قلاژن استاخ اج شدا به  و  ز میم  و اس دی  

 اسادا ا محاسبه شد.ب اساس وزن خشک  مس  مم   

=باز ا اساخ اج قلاژن )%(
وزن قلاژن ف یم  ای  شدا )گ م( 

وزن  مس  ف یم  ای  شدا )گ م(
 ×977  
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=باز ا تمل د )%(
محامی ه د وقس    ول ن قلاژن ف یم  ای  شدا )م ل  گ م( 

محامی ه د وقس    ول ن  مس  )م ل  گ م(
 ×977  

 پتانسیل زتا .2.4

دا های بازیاف  شایموالکا یک قلاژنب ای تع  ن   طه 

از ززممن  اا ست ل زتا استادا ا شد.    Salting-outبه  و  

های حل شتتدا    استت د استتا ک قلاژن pHبدین منظم ، 

    ل ا م ل م ل  گ م     0/7مملا  بتا یتک غلظت      0/7

تنظ ب شتد. سرس  اا س ل زتای ز ها   8-98 یک محدو ا

، ZETA-checkبا استتادا  از  ستتایاا زتا  اا ستت ل )مدل 

، زلتتمتتان( COLLOID METRIX GmbHشتتتت قتت   

و از منحن  بدستتت  زمدا   طه ایموالکا یک گ  ی ا تدازا 

 .ها بدس  زمدقلاژن

 الگوی پروتئین کلاژن. 2.5

با  Laemmli (9907) الیمی   وتئ ن قلاژن به  و 

استتادا ا از الکا وفم ز ژل ستتدیب  و ستت ل ستتملداس  ل    

های تع  ن شتتتد. ابادا  مم ه( SDS-PAGEد )زق یتل زم  

( به مدس یک ساع  v/w)   صد SDS 0قلاژن    محلمل 

های حل حل شتد د. سرس  مم ه گ ا    هه ستا ا   20   

 Tris – HCl 0/7( با باف   مم ه )v/v) 9:6شتتدا به  ستتب  

 80(، گل ستتت ول v/w)   صتتتد pH 2/6 ،SDS 0مملا  با 

( مخلمط و   صد 70/7 مملا  و ب ممفنمل بلم 4، او ا   صتد 

های  ص  ه همشا دا شد د.  مم ه 90   زب هم  به مدس 

م ک ول ا (  اختتل ژل  ل  زق یتتل زم تتد  96قلاژن زمتا ا ) 

( تم یق   صتتد 4و ما اقب قنندا    صتتد 0/0)هدا قنندا 

م ل  زمر  با  00شتد د و سرس الکا وفم ز    ه یان راب   

  Mini-PROTEIN II ستتتتتاتتیتتاا   استتتتاتتدتتا ا از  

(Bio-Rad Laboratories،   ا جام شتتتد.  شتتتا ی )زم یکا

 .PM1700, SMOBIO Technology, Inc)  ت وتتئت ن   

Science Park, Hsinchu City 30075, Taiwan ) ب ای

ها استتادا ا شد. قلاژن  مع تخم ن وزن مملکمل    وتئ ن

Ι   عنمان  مستتت  گمستتتالته )ستتت یما زلد یب، زم یکا( به

 اساا دا   اسادا ا شد.

 ترکیب اسیدآمینه کلاژن .2.2

 Pico.Tagبه  و   های قلاژنا زیتاب  استتت تد زم نه  

های قلاژن(. Bidlingmeyer et al., 1984شتتتد )ا جتام  

گ ا  سا ا    هه 997  مال     HCl 6ف یم  ای  شدا    

 ستتتاع  ه د ول م شتتتد د و ستتترس ت ق    84به مدس 

، HPLC (Waters Assocز هتتا تمستتت   استتت تتد زم نتته

 ش ما زو،ق متم، ژا ن( ب  س  شد.

 بررسی حلالیت کلاژن .2.7
مملا     سطمح  0/7ها    اس د اسا ک حلال   قلاژن

 بتته  و  NaClهتتای مخالف و غلظتت  pHمتختاتلف    

Montero  ( با ا دق  اصلاح ب  س  شد9999)و همکا ان. 

ه ( بل ا گ م ب  م ل م ل  0محلمل قلاژن ) ل ا م ل  2

 9زن    محدو ا  pHی منا ل و ل ا م ل  90یتک فالکمن  

  مال تنظ ب  HCl 6  مال یا  NaOH 6بتا محلمل   97تتا  

 pHشتد. سترس حجب محلمل با اسادا ا از زب  یم  ما قه   

افمایش  ل ا م ل  97تنظ ب شتتتدا بم ، به  97تتا   9زن از 

 ص  ه همم ا شتتتد و  07یتافت . مخلمط به ز ام  به مدس   

  هه  4 ص  ه     07بته مدس   g 97777ستتترس بتا  و   

سا ا یدمژ شد. غلظ    وتئ ن    سم   ا ااس به  گ ا سا ا 

( بتا استتتادا ا از ستتت م  9909) و همکتا ان  Lowry و  

 عنمان یک   وتئ ن اساا دا   تع  ن شد.زلبمم ن گاوی به

( ل ا گ م ب  م ل م ل  6از محلمل قلاژن ) ل ا م ل  0

های مخالف ستت      غلظ  NaClمحلمل  ل ا م ل  0با 

( مخلمط شتتتد د. v/w)   صتتتد98و  97، 2، 6، 4، 8، 7

به مدس گ ا  سا ا    هه 4ها به ز ام     سترس مخلمط 

 07به مدس  g 97777با  و   ص  ه همم ا شتتتد د و  07

ستتا ا یدمژ شتتد د. غلظ   گ ا    هه ستتا ا  4 ص  ه    

  وتئ ن    ستتتم   تا ااس با  وشتتت  قه صبلا    مان بالا  

 گ  ی شد.تمص ف شدا ا دازا

 تپیین دمای تاریب حرارتی کلاژن .2.8

محلمل ب  استتتاس  متتای تخ یتت  ح ا ت  قلاژن    

و همکا ان   Zhangت    اس ویسکمزیاه با اسادا ا از  و 

بتا ا دق  اصتتتلاح تع  ن شتتتد. ب  این استتتاس    (8770)
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 0/7مملا  با غلظ   0/7های قلاژن    اس د اسا ک  مم ه

ل ا  از م ل  90حل شتد د. سرس   ل ا م ل م ل  گ م    

گ  ی ویستتکمزیاه با استتادا ا از ب ای ا دازا محلمل قلاژن

، CANNON، شتتت قتت  Ubbelohdeیتتک ویستتتکمما  )

به  استتادا ا شتتد.  گ ا   هه ستتا ا  00تا  90از  زم یکا(

گ  ی ویستتتکمزیاه  ما م حله به م حله بالا هنیتام ا دازا 

 ص  ه    ه   ما باص  ما د. ویسکمزیاه  97 ف  و به مدس 

 قلاژن    ه   ما به ش ح زی  محاسبه شد:

= ویسکمزیاه
ا دازا گ  ی شدا ویسکمزیاه −  ویسکمزیاه حداصل

ویسکمزیاه حداقث  − ویسکمزیاه حداصل
 

( بم  قه از ط یق spηویستتکمزیاه، ویستتکمزیاه خاص )

 معا له زی  محاسبه شد:

0) / t0t-= (tsp η 

t 0، زمتتان خ وج محلمل قلاژن وt زمتتان خ وج حلال ،

 شم  قه   اس .  مای تخ ی  ح ا ت  به  مای  گداه م 

 حداقث  خم  قاهش یابد. زن ویسکمزیاه به  صف م دا 

 هاداده تجزیه و تحلیل آماری. 2.9

  افمال ل  اایج و  سب  مم ا ها از   مهه  تجمیه و تح

استتادا ا شتتد. ب ای ب  ستت   Origin Proو  SPSSزما ی 

ه اخالاف ب ن ت متتا هتتا از ززممن وا یتتا س یتتک ط فتت 

(ANOVA)  از ززممن  ی، ا معن ب ای تع  ن ستتتط  و

   صد اسادا ا گ  ید. 0(     سط   Tukeyتمق  )

 

 نتایج. 3

 ترکیبات شیمیایی کلاژن پوست ماهی .3.1
 های اتایج حاصتتتل از ز ال م ت ق   شتتت م ای   مم ه 

زو  ا شدا اس . ب اساس  اایج بدس   9قلاژن    هدول 

ب ن  خاقستتتا  و  ا ی    م ا ی  چ ب زمتدا تداوس معن  

از  ظ  م دا   طمب ، (. P < 70/7ها مشتاهدا  شد )  مم ه

 ا ی ( بتته طم  معن I-PSCو  PSCهتتای ز میم  ) مم تته

 های استت دیت ی  ا  ستتب  به  مم هم مان  طمب   ای ن

(ASC  وI-ASC)  ( 70/7 شتتتان  ا  تد > P  صابل ذق .)

باز ه  اساخ اج و تمل د    ، است  قه م مان   وتئ ن قل 

 مم ه (  ستتتبت  بته   I-PSCو  PSCز میم  ) هتای  مم ته 

 ا ی بالات  بم  ( به طم  معن I-ASCو  ASCاستتت تدی ) 

(70/7 > P.) های بازیاف  شتتدا به  و   همچن ن  مم ه

 ستتتب   و   (I-PSCو I-ASC)  ستتتمب ایموالکا یتک 

Salting-out (ASC  وPSC ) خلمص بتتالات ی  ا  شتتتان

 .(P < 70/7)  ا  د

 ای )%(ترکیبات شیمیایی و بازده استخراج و تولید کلاژن پوست ماهی کپور نقره -1جدول 

 ASC I-ASC PSC I-PSC ت ق   قلاژن

 ab70/7 ± 46/9 b98/08±7/97 74/7 ± 67/0 a79/7 ± 90/2  طمب 

 ab97/49±7/97 b89/±7 80/29 a79/±7 04/98 a79/±7 20/99   وتئ ن قل

 a79/7 ± 78/7 a70/7 79±/7 a99/7 ± 78/7 a79/7 ± 78/7 خاقسا 

 a76/7 ± 78/7 a79/7 ± 79/7 a70/7 ± 78/7 a79/7 ± 79/7 چ ب 

 b70/7 20±/48 c07/7 80±/47 a90/7 00±/02 a98/7 04±/00 باز ا اساخ اج

 b70/7 20±/09 b99/7 20±/09 a97/7 92±/04 a79/7 92±/04 باز ا تمل د

 c70/7 04±/82 a72/7 90±/49 d99/7 79±/02 b79/7 02±/69 خلمص

 باشنداعدا   اخل هدول ب ا ی  م ا ی ن و ا ح اف مع ا  حاصل سه تک ا  م 

 

 پتانسیل زتا .3.2

    PSC و ASCهای ،  اا ستت ل زتای قلاژن9شتتکل

 هد. با تمهه به  مم ا  م   شتتان ا  98تا  pH 8 محدو ا

   pH 8  با  شبکه مثب   اشاند. اما با  ه   و قلاژن 6تا

ها قاهش )با  مند ( یاف . شتتتبکه قلاژن با  pHافمایش 

به ت ت       PSCو  ASC هتایت    طه ایموالکا یک       



 80 ...ایقرم     ا  قلاژن  مس  ماه  اسخصمص یاب ا ز

 

 ها صد  بم  بدس  زمد.قلاژنقه    زن محدو ا با  ستط  شبکه   98/6و  02/0محدو ا 

 

 ایبررسی پتانسیل زتای کلاژن پوست ماهی کپور نقرهنمودار  -1 شکل

 

 SDS-PAGEالگوی . 3.3

 های قلاژن SDS-PAGE، مشتتخصتتاس الیمی 8شتتکل

I-ASC  وI-PSC  و قلاژن  معΙ   مست  گمستتاله به هم اا 

 شتتتا ی    وتئ ن  ب ای تع  ن وزن مملکمل   ا  شتتتان  

 I-ASC شتتان  ا  قه  SDS-PAGE هد.  اایج الیمی م 

 مس  گمساله از  و ز ج  ا  Ιهما ند قلاژن  مع  I-PSCو 

α  ماداوسα9  وα8 (977 تشتتک ل شتتدا )داق لم  الامن  .

  م     βلا، ز ج  ا علاوا ب این ت ق باس با وزن مملکمل  با

ASC I-  وI-PSC   ق لم  الامن مشتتتاهدا  847    تاح ه

 شد.

 ترکیب اسیدآمینه .3.4

به  I-PSCو  I-ASCهای ت ق ت  استتت تدزم نته قلاژن   

گما   شتتدا استت .   8تع  ن و    هدول HPLCوستت له 

ت ق   استت دزم نه  I-PSCو  I-ASC اایج  شتتان  ا  قه  

 ت ین استت دزم نه    مشتتابه  ا  د. گل ستت ن بعنمان ف اوان 

I-ASC  وI-PSC 9777    087و  090به ت ت   به م مان 

م ا ی   HPLCب این ز ال م  استتت تدزم نه یاف  شتتتد. علاوا 

 های زلا  ن،   ول ن و گلمتام ک ستتباا بالای  از استت دزم نه

ما م  ن، ت  وزین و  استتت تد و م ا ی  قم  از استتت دزم نه 

 ه سا دین  ا  شان  ا . س سائ ن   م شناسای   شد.

 

 ایکلاژن پوست ماهی کپور نقره SDS-PAGEالگوی  -2 شکل
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 اسیدآمینه( 1111ای )تعداد اسیدآمینه در ترکیب اسیدآمینه کلاژن پوست کپور نقره -2جدول

 اس دزم نه
 ایقلاژن  مس  ماه  قرم     ا

I-ASC I-PSC 

 087 090 گل س ن

 980 984 زلا  ن

 980 76/990   ول ن

 80/88 80 وال ن

 00/99 87/97 ایمولمس ن

 2/99 6/89 لمس ن

 0/90 90 فن ل زلا  ن

 80/4 92/4 ما م  ن

 07/48 49 زسرا ت ک اس د

 20 29 گلمتام ک اس د

 28/68 97/60 ز ژ  ن

 08 09 ل مین

 00 9/04 س ین

 09/0 96/0 ه سا دین

 80 80 ت ئم  ن

 7 7 س سائ ن

 27/4 87/0 ت  وزین

 27/09 07 ه د وقس    ول ن

 9777 9777 محامی قل

 27/994 76/920 ایم نماس د

 

 حلالیت .3.5

 pH)الف(، حلال   قلاژن    سطمح مخالف  0شتکل  

 8و  pH0 ها    هد، بالات ین حلال   قلاژن شتتان م   ا

(70/7 >P      مشتتتاهدا شتتتد و یک قاهش چشتتتمی )

( P< 70/7) 0تتتا  0از  pHحلال تت      ا جتته افمایش 

صل ای  قم  افمایش  pHبدستت  زمد.    ا جه حلال      

)ب(  شان  0ها    شکل ب  حلال   قلاژن NaClیاف . ار  

 0/7ها    استت د اسا ک  ا ا شتدا است . حلال   قلاژن  

حدظ    صد 8و   صد  NaCl 9مملا  به ت ت      غلظ  

 0به   NaClشتتتد.    حتال کته حلال   با افمایش غلظ    

 (.P< 70/7) و  بالات  قاهش چشمی  ی  شان  ا    صد

 

 )ب( NaClهای مختلف )الف( و غلظت pHتغییر حلالیت پروتئین کلاژن در سطوح مختلف های نمودار -3 شکل
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 تپیین دمای تاریب حرارتی .3.2

 ح ا ت ، ت    اس ویستتتکمزیاه    ب اب  ت ما  4شتتتکل

 هد. ه   و  ا  شان م  I-PSCو  I-ASCهای ب ای قلاژن

با افمایش  ما از  ستت   ا ن ستت یع ویستتکمزیاه  ا  قلاژن

 شتتتان  ا  تد. با تمهه به ت    اس ویستتتکمزیاه    ب اب   

 07/82  مای تخ ی  ح ا ت  حدو ت متا هتای ح ا ت ،   

گ ا    هه سا ا  99/89و  I-ASCب ای گ ا   هه ستا ا  

  س  زمد.هاز منحن  ح ا ت  ب I-PSCب ای 

 

 بررسی تغییرات ویسکوزیته پروتئین کلاژن به منظور تعیین دمای تخریب حرارتینمودار -4 شکل

 

 گیرینتیجهبحث و  .4
یک ستتت ستتتاب زب       طه  هتای   وتئ ن    لممملک

های مثب  قه با  pHشان با  شبکه صد   ا  د. ایموالکا یک

عنمان   طه هب ،بتاشتتتنتد    وی   وتئ ن بتاهب ب اب   مند و 

ب ای . (Ahmad et al., 2010) شتم  ایموالکا یک تع یف م 

گ  ی  ستتتمب قلاژن      طتته ایموالکا یتتک اباتتدا بتتا ا تتدازا

، Salting-out های بازیاف  شدا به  و  اا س ل زتای قلاژن

د. ای تع  ن شتتقلاژن  مستت  قرم     ا  طه ایموالکا یک 

    به ت ت   PSC و ASCهای   طته ایموالکا یتک قلاژن  

pH طه ایموالکا یک  بدس  زمد. م دا  98/6و  02/0های  

ASC    ستب  به PSC   استت دی بم ن  .بم ت  قم  است دی

 های ق بمقستتت لبته ت اقب بالای گ وا    طته ایموالکا یتک  

اس دی ما ند گلمتام ک اس د و زسرا ت ک های است د زم نه 

. (Matmaroh et al., 2011)  شتتمم استت د  ستتب   ا ا 

م ا ی    طه ایموالکا یک قلاژن یتتتایعتاس ماه ان مخالف  

   طته ایموالکا یک  ب ای مثتال  ،ا تد  شتتتان  ا ا ا مخالف 

 ،(Chen et al., 2016) ( ASC: 48/6) ت لا  اقلاژن  مس  

  Unicorn leatherjacket (02/0 :ASC) تتمستتتتت   

(Ahmad et al., 2010)  مستتت  ،golden carp (99/6 

:ASC ،89/6 :PSC) (Ali et al., 2018) تتمستتتت   و 

blacktip shark (02/6 :ASC  78/0و :PSC) 

(Kittiphattanabawon et al., 2010 )استت . م ا ی  بم ا 

قلاژن ممکن استت  به عل  ستتکمئنس  ایموالکا یک   طه

 و تمزیع استت دهای زم نه ماداوس باشد مانمع است دزم نه 

(Chen et al., 2016).  ط  ف زیند استتاخ اج قلاژن ما ع

اصتتل  ا حلال قلاژن از منبع استتاخ اج اتصتتالاس ع یتت  

هستتتانتد.    واصع حلال ت  قلاژن به وستتت له   م دهای   

هتای زلتده تدی     تاح ه     قموالا ا  از ط یق ت اقب گ وا

همچن ن اتصتالاس ع ی  ب ن مملکمل  قاهش   تلم را د و

.    مطالعه حایتتت  باز ا (Burghagen, 1999) یتابتد  م 

 ASCو  (  صتتتد 80/47) I-ASCاستتتاخ اج  تتای ن    

مملا   0/7 هد قه اس د اسا ک  شان م (   صد 20/48)

 اماساه   م دهای قموالا ا   ا به طم  قامل هدا قند. اما 

ن  ا تما د قلاژز میب  رس ن م بخمب  شتناخاه شدا اس   

ا  اساخ اج قند قه این گا هبدون زست   به ما   ب سته  

 PSCو  (  صتتتد 04/00) I-PSCام  بتا بتاز ا بالات       

تای د شد.  اایج باز ا تمل د  شان  ا  قه (   صتد  00/02)
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م مان قلاژن اساخ اج شدا از محامی قلاژن اول ه  مس  

( باهب و   صتتتد 92/04) I-PSCو  PSCهای ب ای  مم ه

 (  صتتتد 20/09) I-ASCو  ASCهای همچن ن     مم ه

ا هبتاهب یکستتتان بم  د. اما محامی   وتئ ن قل     مم ه 

 بازیاف های محامی   وتئ ن قتل    قلاژن مادتاوس بم .  

بم ن   ای نت  بم .  ای نشدا به  و   سمب ایموالکا یک 

تمان بتته  ا م  I-ASCو  I-PSCمحامی   وتئ ن قتتل   

 ستتب   ا .     ستتمب ایموالکا یک،  ستتمب ایموالکا یک 

  صتتم تشتتان و بهها ب استتاس   طه ایموالکا یک  وتئ ن

ما ع از  ستتمب  و شتتم د. از این ا اخاب   ستتمب  ا ا م 

های  اخماستتاه شتتدا و خلمص   وتئ ن  ا افمایش   وتئ ن

باز ا استتتاخ اج    . بناب این تداوس    (9)هدول  هندم 

 Salting-outهتتای  ستتتمب ایموالکا یتتک و  و   مم تته

هتتای  یی      و  احامتتالا بتته علتت   ستتتمب   وتئ ن

Salting-out  .ت ق   استت دزم نه قلاژن مستتئمل  باشتتد

 .اشدبم  زنرباس ح ا ت   و ش م ای -خصتمص اس ف میکم 

 ایهقلاژناستت دزم نه     ت ینعنمان ف اوانه ب گل ستت ن

   ساخاا  قلاژن ایدا  ا   ش منحص به ف  ی   اساخ اه

قند. به طم قل  گل س ن یک سمم از قل اس دزم نه  ا م 

 94 هد و    ه  باص  ما دا    قلاژن به همء تشتتک ل م 

 Cاول از  اس دزم نه 97ت م نال و  - Nاست دزم نه اول از  

بعتتد از (. Burghagen, 1999)  هتتدت م نتتال  م م  -

، ایم نماس دها )  ول ن و هاگل ست ن مهما ین اس دزم نه 

ممصع   از    صد 00حدو   بم  د قهه د قست    ول ن(  

 ا  Y - X - Glyبدون گل ستتت ن    واحد تک ا شتتتم دا 

 ایم نماس دهام دا  قل (. Friess, 1998د ) هنتشک ل م 

ح ا ت  ساخاا  قلاژن  قه ب   ایدا یفاقام  مهم  است   

 ایم نماستتت دها ه  چه محامی طم یکهبه گیا  ،م  تار  

   واصع . خماهد بم  قلاژن  ایدا ت بالات  باشتتد ستتاخاا    

 تمتام ت  قلاژن به م دا  ایم نماستتت دها بستتتای   ا    

(Benjakul et al., 2010) . ایم نماستت دها با استتادا ا از 

های    ول دین   ول ن و ه د وقس    ول ن ساخاا  حل ه

ا د  رهای  قه  وی ت ق   ز ج  ا  ل با محدو ی  وم  ا 

د و از ت    اس احامال     نقنت  م قند با رباساعمال م 

علاوا ب این گ وا د. نتتقنستتتاخاتتا شتتتان هلمگ  ی م   

ه تد وقستتت تل ه د وقستتت    ول ن به وستتت له   م د    

ای و   م د ه د وژ   مستتتا  ب با ه تد وژ   ب ن ز ج  ا 

ما   ب سه گا ه قلاژن  ا حدظ م   گ وا ق بم  ل ستاخاا  

-Iایم نماس د  قند.  اایج بدس  زمدا  شان  ا  م دا  قل

ASC  وI-PSC     9777    27/994و  76/920به ت ت 

ت  از قلاژن  مستت  این م دا   ای ن د قه بم استت دزم نه 

  بتتم  استتتت تتدزمتت تتنتته   9777    890 گتتمستتتتالتته 

(Giraud-Guille et al., 2000 .) قلاژن  مستت     ا جه

ت  از قلاژن  ستتتاا دا ان ای رباس ح ا ت   ای نقرم     ا

ا به هتداوس    م ا ی  ه د وقس    ول ن ب ن گم ه ا  .  

  بستتتای   ا   ز هتتامتحت ت  زیستتتت  و  متتای بتتدن    

(Rigby, 1968 .)هتتای قلاژن التتیمی الکا وفم ز  مم تته

 شتتان  ا ا شتتدا  8ای    شتتکل  مستت  ماه  قرم     ا

 شتتان  ا  قه ه   و  PAGE - SDS اایج الیمی  استت .

( بتتا αم  ز ج  ا ) ی βو  αهتتای قلاژن  ا ای ز ج  ا

ق لم  807و  977به ت ت       اح ه  های ب هستتتاهبتا د 

، قه شدس 8αو  9αماداوس  α د. وهم   و ز ج  ا ا الامن

 ا بتته عنمان قلاژن استتت  ز هتا   8αب شتتتا  از  9αبتا تد   

 ی ، م داαقند. علاوا ب  ز ج  ا بندی م ها وت یم  طب ه

ها مشاهدا قلاژن PAGE – SDS  م    الیمی  βز ج  ا 

ها از  ظ  اتصتتالاس  هد قلاژنشتتدا استت  قه  شتتان م  

 عت یتتت  بت تن و  و ن متتملکمل  غن  بم  تتد. الیمی    

PAGE – SDS هایقلاژن I-ASC  وI-PSC  . شتتب ه بم

شباه  الیم  شان  هندا این اس  مملکمل قلاژن ز میم  

از  ا بدون زست   به یکرا چی  ستاخاا  ما   ب سه گا ه  

 مستت  ماه  هدا شتتدا استت  و ز میب  رستت ن تار  ی ب  

ستتاخاا  زن  داشتتاه استت . با تمهه به الیمی تمزیع با د و 

 با قلاژن I-PSCو  I-ASCتح ک الکا وفم ز مشتتتابته     

های تمان   شنها  ق   قه قلاژن مست  گمساله م   Ι مع 

د. باشنم  Ιای اساسا از  مع قلاژن  مس  ماه  قرم     ا

قلاژن  مستتت   PAGE – SDSالیمی  اایج  اایج با این 

bigeye snapper (Benjakul et al., 2010و )  قتتلاژن

.  ا   مطاب  ( Duan et al., 2009)  مستت  قرم  معممل 

 NaClو غلظ    pH فاتا  حلال ت  قلاژن با ت    اس      

ای  ا       از  و قا ب  های مخالف   ش تع  ن قننتدا 
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)الف( تار    0شتتتکل  مم ا  قند.   وتئ ن قلاژن بازی م 

pH  هد. ه  و قلاژن الیمی ب  حلال   قلاژن  ا  شان م 

ای  ا  شتان  ا  د. باتمهه به  و د مشاهدا  حلال   مشتابه 

 4تا  9اس دی از  pHشتدا ب شتا ین حلال      محدو ا   

  طه ایموالکا یک به  pH م  ا  قته با  م یک شتتتدن به  

حداصل م دا  خم   ستت د. ستترس با عبم  از محدو ا   طه 

صل ای ، حلال   قم  افمایش  pHایموالکا یک به ستتتم  

تمان با استتادا ا از ب  حلال     وتئ ن  ا م  pHیاف . ار  

محلمل  pHیموالکا یتک تمیتتت    ا . هنیتام که     طته ا 

  طه ایموالکا یک استتت  با  شتتتبکه    وتئ ن بالا و  ای ن

است دزم نه مملکمل   وتئ ن ب شا  اس  قه این ام  سب   

ا هشتتتم  حلال   به وستتت له    وی  افعه ب ن ز ج  ام 

   م تتابتتل      طتته  (.Vojdani, 1996د )یتتابتتافمایش 

ب گ یم ز –ایموالکا یک با  شبکه صد  ب همکنش زب گ یم 

 هد و سب   سمب و تجمع   وتئ ن   وتئ ن  ا افمایش م 

تع  ن قننتدا حلال تت    pHشتتتم . از این  و تدتاوس     م 

  وتئ ن قلاژن به  تداوس    خصمص اس مملکمل  و ساخاا  

 (.Kittiphattanabawon et al., 2005) گ   قلاژن ب م 

ب  م مان  NaClهای مخالف )ب( ار  غلظ  0شکل  مم ا  

 هد.  اایج  شان  ا  حلال     وتئ ن قلاژن  ا  شتتان م 

 NaClمملا     غلظ   0/7قلاژن محلمل    اس د اسا ک 

حلال اش  ا    بالات ین سط  حدظ ق   اما    صد 8و   9

حلال تت  بتته طم  چشتتتمی  ی  NaClبتا افمایش غلظتت   

های ها    غلظ قتاهش یتافت . قتاهش حلال ت  قلاژن     

 سب   Salting-outتمان به  دیدا  ا م  NaClبالا   ستبااً 

با افمایش صد س . (Asghar and Henrickson, 1982)  ا 

 یم های زب گحلال     وتئ ن به وس له ب همکنشیم  ، 

هتتای   وتئ ن و افمایش هتتیب زب گ یم ب ن ز ج  ا –

های  مک قاهش یافاه و سب  های زب تمس  یمنمملکمل

(. Jongjareonrak et al., 2005  )گ   سمب   وتئ ن م 

ربتاس ح ا ت  قلاژن معمملا به وستتت له  مای تخ ی      

 مای قه ساخاا  ما   ب سه گا ه  شم .محلمل تمص ف م 

های تصتتتا ف  تجمیه شتتتم   ا قلاژن    محلمل به قمیل

(. Usha and Ramasami, 2004د )گمین مای تخ ی  م 

 گ  یبتدین منظم   مای تخ ی  قلاژن به وستتت له ا دازا 

 0/7ها    استت د استتا ک شتتد. قلاژنویستتکمزیاه تع  ن 

مملا  حل شد د و سرس    مع ض ت ما های ح ا ت  ص ا  

گ فانتد. بتاتمهته بته ب  ستتت  ت    اس ویستتتکمزیاه        

زمدا ت ما های ح ا ت  مخالف و  مم ا  ح ا ت  بدستتت  

 ب ای گ ا    هتته ستتتا ا  07/82 متای تخ یتت  حتتدو   

I-ASC  ب ای گ ا    هه ستتتا ا  99/89وI-PSC  تع  ن

. با افمایش  ما   م دهای ه د وژ   قلاژن به تد یج شتتتد

 ا جه ساخاا  ما   ب سه گا ه قلاژن قه شتکساه شدا     

 هایبه وستتت له   م د ه د وژ   ستتتازمان یافاه به قمیل

تصتتتا ف  به وستتت له ف زیند  ی  ل م یماستتت من تبدیل  

شتتتم تد قه با ت        خصتتتمصتتت اس ف میک  ما ند   م 

گیا ی، ا اشا ،   اقندگ   م  و فعال   ویسکمزیاه،  سمب

(. Usha and Ramasami, 2004د ) م ی هم اا هستتتانتت

با محامی  I-ASC ستتتب  به  I-PSC مای تخ ی  بالات  

ه  شتتان  ا  ق  اایجبالات  ایم نماستت د ز ها م تب  استت .  

ای مشتتتابه  مستتت  ماه  قرم     ا ی تخ ی  قلاژن ما

  مه گ مستت  ی ما ند های گ مستت  ی و های گم هقلاژن

balloon fish (79/89  گ ا    هه ستتا ا:ASC ،79/07 

  هه  PSC ،)common carp (82:گ ا    هته ستتتا ا  

 ,.ASC )(Duan et al., 2009; Huang et al:گ ا  سا ا 

2011) ،grass carp (4/82  گ ا    هتته ستتتتا ا:PSC) 

(Zhang et al., 2007) ژن ماه ان زب ستت   و بالات  از قلا

، (Rigby, 1968) (گ ا   هه سا ا 90) Baltic codما ند 

Argentine hake (97 گتتت ا   هتتته ستتتتتا تتتاتتت ،) 

Alaska Pollack (2/96  و گتت ا   هتته ستتتتتا تتاتت ) 

chum salmon (4/99 گ ا   هه سا ا) (Chi et al., 2014) 

( گ ا   هه سا ا 0/06ت  از قلاژن  مس  گمساله )و  ای ن

(Ogawa et al., 2003) ( گ ا   هه ستتا ا  00و خمک )

(Nagai et al., 1999)  . تدتاوس     مای تخ ی   استتت

های مخالف به تداوس    ت ق   استتت دزم نه قلاژن گم ه

گ    قه با  مای بدن و مح   ز دگ  گم ه    ب  م ز هتا  

 (.Rigby, 1968ا تباط اس  )
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 گیری کلینتیجه
این مطالعه به منظم  ب  ستت  یتتایعاس  مستت  ماه   

عنمان یک منبع بال ما قلاژن و استتادا ا از ای بهقرم     ا

 و   سمب ایموالکا یک به منظم  بازیاف  قلاژن محلمل 

استاخ اه  صتم س  یی ف .  اایج این  ژوهش  شان  ا    

قرم  استتتاخ اج ز میم  قلاژن از  مستتت  ماه   و  قه 

  وتئ ن قلاژن بتتا تما تتد بتتاز ا تمل تتد بتتالا و م ای    ا

  از میب ب  ساخاا تار    خصتمص اس  مای  بها   ا بدون 

  ستتمب ایموالکا یک و  . همچن ن استتادا ا از ا ائه  هد

ا ب قلاژن   وتئ ن       م حلته بتازیتافت  قلاژن محلمل،    

و   ا ا از . بناب این با اساد هدا ائه م  خلمص بالات ی  ا

 تمان   وتئ ناستتاخ اج ز میم  و  ستتمب ایموالکا یک م 

ی اقلاژن با باز ا و خلمص بالا  ا از  مس  ماه  قرم     ا

 بدس  زو  .
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 ژوهش حای  تمس  صندوق حمای  از  ژوهشی ان و 

فناو ان قشتتم  حمای  مال  شتتدا استت . بدین وستت له از 

 ژوهشتتتی ان و فنتاو ان قشتتتم   صتتتنتدوق حمتتایت  از   

 شم .سراسیما ی م 
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