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 وس پانتاتنیکوسسازی تولید آنزیم فیتاز در باسیل بهینه

 ، سید علی رضاییمحبوبه خزائی، احمد علی پوربابایی

 دانشگاه آزاد اسلامی، واحد قم، قم، ایران ،گروه میکروبیولوژی

 (85/02/9318 :؛ تاریخ پذیرش82/04/9318: تاریخ دریافت)
 

 چکیده

دهند، فیتات منبع اصلی ذخیره  باشند که هیدرولیز مرحله به مرحله فسفات را از مولکول فیتات انجام می فیتازها گروه ویژه ای ازفسفاتازها می
هش هدف از این پژو. ها وحیوانات پراکندگی وگستردگی دارند ها دربین گیاهان ریزسازواره این دسته ازآنزیم. باشد فسفات در دانه گیاهان می

، دور شیکر، منبع کربن، منبع نیتروژن، منبع pHشرایط بهینه از نظر دما، . باشد بهینه سازی تولید آنزیم فیتاز در باسیلوس پانتاتنیکوس می
درجه  33و فلزات سنگین بررسی شد که باسیلوس پانتاتنیکوس در دمای  Naclهای مختلف  های مختلف، غلظت فسفر، غلظت نمک

، منبع کربن گلوکز، منبع نیتروژن آمونیوم نیترات، منبع فسفر کلسیم فیتات، نمک سدیم کلرید، rpm950، دور شیکر pH = 5/3سانتیگراد، 
90٪  =Nacl بهینه سازی میزان فعالیت آنزیم از نظر دما، . و در حضور فلز کلرید کادمیوم بیشترین میزان تولید آنزیم را دارا بودpH غلظت ،

 سدیم کلرید٪ 0میکرولیتر و غلظت  9050، غلظت سوبسترا pH = 9درجه سانتیگراد،  20جام شد که در دمای سوبسترا، غلظت نمک ان

 . بیشترین میزان فعالیت آنزیم مشاهده شد

 ناگکلیدواژ

 . جنس باسیلوس، بهینه سازی، آنزیم فیتاز
 

                                                 
 رایانامه، نویسنده مسئول: ahmadalipb@gmail.com 

mailto:ahmadalipb@gmail.com
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 سازی تولید آنزیم فیتاز در باسیلوس پانتاتنیکوس بهینه

 

 مقدمه

نزدیک به یک قرن از تحقیق بر روی فیتاز بعد از 
گروه  ها فیتاز. (1)گذرد  می suzukiکشف آن توسط 
 ها فسفریک مونواستر هیدرولاز یا ها ویژه ای از فسفاتاز

 آیند که قادر به هیدرولیز فیتات می به حساب
باشند و حداقل یک گروه فسفات را از این ماده  می
در طبیعت  ها این دسته از آنزیم. (2)نمایند  می آزاد

جانوران ، گسترده هستند و فعالیت فیتازی در گیاهان
در طول دو . (3) گزارش شده است ها و ریزسازواره

حفاظت از ، ی تغذیهها در حیطه ها دهه گذشته فیتاز
محیط زیست و بیوتکنولوژی مورد توجه دانشمندان و 

این دسته از . حافظان محیط زیست قرار گرفته اند

ی هیدرولیز کننده قادر به رها سازی فسفات ها آنزیم
ی از فیتات بوده که منبع اصلی به صورت مرحله ا

باشد و معمولاً در  می ذخیره فسفر در دانه گیاهان

. (4) گیرند می جیره غذایی حیوانات مورد استفاده قرار
به خاطر این که حیوانات تک معده ای از قبیل 

فاقد ( همچنین انسان) ها پرندگان و ماهیها،  خوک
عالیت فیتاز در سیستم گوارشی خود بوده یا ف آنزیم

قادر به استفاده از ، باشد می بسیار پایین ها فیتازی آن

، بنابراین. فسفر موجود در ساختار فیتات نمی باشند
برای تأمین فسفر لازم است که فسفر به شکل معدنی 

استفاده از . (5)اضافه شود  ها و قابل جذب به غذای آن

فسفر معدنی که غالباً به اشکال مونوکلسیم فسفات و 
باشد همراه با مشکلاتی خواهد  می لسیم فسفاتدی ک

، اولاً علاوه بر هزینه بالای این عنصر و تخلیص آن. بود
به طوری که ، منابع محدود و تجدید ناپذیری دارد
سال آینده  55منابع فسفات بر روی کره خاکی با 

ی ها فیتازها براساس ویژگی. (6، 7)تخلیه خواهد شد 
گروه  4در، لی اسید آمینهبیوشیمیایی وهم ردیفی توا

، بتا پروپلر فیتاز، اصلی هیستیدین اسیدفسفاتاز

سیستئین فسفاتاز واسید فسفاتاز بنفش قابل 

و همکاران در  ELSORA. (8)باشند  می بندی تقسیم
درکشور آلمان چندین سویه از  2552در سال  سال

و  Bacillus subtilis  باسیلوس که که متعلق به

Bacillus Amyloliquefaciense ی ها بودند ازخاک
 Bacillus.زراعی جدا کردند

Amyloliquefaciense یی شناسیایی شدند که قادر ها
 myo) به کاهش فیتاز خارج سلولی

inositoHexakisphosphat )بیشترین فعالیت  .باشد می

تشخیص داده  FZB45ی  فیتاز خارج سلولی در سویه
ر فیتاز خالص علاوه براین رشد نهال ذرت درحضو. شد

و عدم وجود آب تصفیه شده درمحیط کشت انجام 

این آزمایشات ژنتیکی و بیوشیمیایی باعث ارائه . شد
ی شواهد قویی شد که نشان دهنده ی این بود که 

 Bacillus Amyloliquefacienseدر فیتاز در فعالیت
برای تحریک رشد گیاه که در شرایط کمبود فسفات 

  .(9)است مهم می باشد 

 مواد و روش کار

 بهینه سازی تولید آنزیم

 بهینه سازی شرایط فیزیکوشیمیایی 

در این مرحله شرایط فیزیکوشیمیایی تولید آنزیم 

 . و دور شیکر بهینه سازی شد pH، از جمله دما

 بهینه برای تولید آنزیم  pHتعیین

میلی لیتر انتخاب کرده محیط  155ارلن  4ابتدا 

PSM میلی لیتر داخل هر  55ازه مایع ساخته به اند
ی ها pH در. محیط تنظیم شد pH ارلن ریخته سپس

را که به  ها بعد نمونه. 9و  5/7، 5/6، 5/5مختلف مثل 

مک فارلند تهیه شده بودند را به  5/5صورت کدورت 
درجه  37محیط تلقیح کرده و در انکوباتور با دمای 

 اه ساعت جذب نمونه 72سانتی گراد گذاشته بعد از 
 Ferrous sufate-molybdenumرا با استفاده از روش 
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 سازی تولید آنزیم فیتاز در باسیلوس پانتاتنیکوس بهینه

 

blue method میزان تولید فسفر در محیط سنجیده 
 . (3). نانومتر خوانده شد 755شد و جذب در 

 تعیین دمای بهینه برای تولید آنزیم 

 میلی لیتر انتخاب کرده محیط 155ارلن  4ابتدا 
PSM  هر میلی لیتر داخل  55مایع ساخته به اندازه

تنظیم کرده  5/5محیط را روی  pHارلن ریخته سپس 
مک فارلند  5/5را که به صورت کدورت  ها و بعد نمونه

لقیح کرده و در دماهای تهیه شده بودند را به محیط ت
درجه سانتی گراد  42، 37، 35، 25: مختلف مثل

را در طول  ها ساعت جذب نمونه 72گذاشته بعد از 
-Ferrous sufateنانومتر به روش  755موج 

molybdenum blue method  میزان تولید فسفر در
 . (3)محیط سنجیده شد

 تعیین دور شیکر بهینه برای تولید آنزیم 

 میلی لیتر انتخاب کرده محیط 155ارلن  4ابتدا 
PSM  میلی لیتر داخل هر  55مایع ساخته به اندازه

بعد . تنظیم شد 5/7محیط روی  pHارلن ریخته سپس
مک فارلند تهیه  5/5را که به صورت کدورت  ها نمونه

را به محیط تلقیح کرده و در انکوباتور با  شده بودند
ی مختلف مثل ها درجه سانتی گراد با دور 37دمای 

 72پس از مدت گذاشته  255، 255، 155، 155
 Ferrous sufate-molybdenum blueساعت با روش 

method  (3)گرفتسنجش میزان تولید آنزیم انجام . 

  بهینه سازی منابع موجود در محیط کشت 

منابع آلی و معدنی موجود در محیط کشت از 
جمله منبع نیتروژن و منبع کربن مورد آزمایش قرار 

 . گرفت

 بررسی اثر منابع کربن مختلف بر تولید آنزیم 

 میلی لیتر انتخاب کرده محیط 155ارلن  4ابتدا 
PSM  یلی لیتر داخل هر م 55مایع ساخته به اندازه

ارلن ریخته با این تفاوت که در هر ارلن منبع کربن را 

تغییر داده منابع کربنی که مورد آزمایش قرار گرفت 
مالتوز بودند سپس ، ساکارز، فروکتوز، گلوکز: شامل

pH  را که به  ها بعد نمونه. تنظیم شد 5/7محیط روی
 مک فارلند تهیه شده بودند را به 5/5صورت کدورت 

درجه  37محیط تلقیح کرده و در انکوباتور با دمای 
 ها ساعت جذب نمونه 72سانتی گراد گذاشته بعد از 

 Ferrous sufate-molybdenum blue روشرا با 

method (3)سنجیده شد . 

 بررسی اثر منابع نیتروژن مختلف بر تولید آنزیم 

 میلی لیتر انتخاب کرده محیط 155ارلن  4ابتدا 
PSM  میلی لیتر داخل هر  55ساخته به اندازه مایع

ارلن ریخته با این تفاوت که در هر ارلن منبع نیتروژن 
. تنظیم شد 5/7محیط روی  pHرا تغییر داده سپس 

مک فارلند  5/5را که به صورت کدورت  ها بعد نمونه
تهیه شده بودند را به محیط تلقیح کرده و در انکوباتور 

 72د گذاشته بعد از درجه سانتی گرا 37با دمای 
نانومتر  755را در طول موج  ها ساعت جذب نمونه

 . (3)سنجیده شد
 بررسی اثر فلزات سنگین مختلف بر تولید آنزیم 

 میلی لیتر انتخاب کرده محیط 155ارلن  4ابتدا 
PSM  میلی لیتر داخل هر  55مایع ساخته به اندازه

سنگین ارلن ریخته با این تفاوت که در هر ارلن فلزات 
کلرید کبالت ، سلنیت، باریم، کادمیم: متفاوتی مثل 

بعد . تنظیم شد 5/7محیط روی  pHاضافه شد سپس 
مک فارلند تهیه  5/5را که به صورت کدورت  ها نمونه

شده بودند را به محیط تلقیح کرده و در انکوباتور با 
ساعت  72درجه سانتی گراد گذاشته بعد از  37دمای 

-Ferrous sufate روشبه  را ها جذب نمونه

molybdenum blue method  (3)سنجیده شد . 

 بررسی اثر منابع فسفر مختلف بر تولید آنزیم 

 میلی لیتر انتخاب کرده محیط 155ارلن  4ابتدا 
PSM  میلی لیتر داخل هر  55مایع ساخته به اندازه

ارلن ریخته با این تفاوت که در هر ارلن منبع فسفر را 
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 سازی تولید آنزیم فیتاز در باسیلوس پانتاتنیکوس بهینه

 

فسفری که مورد آزمایش قرار گرفت  منابع تغییر داده
را  ها بعد نمونه. تنظیم شد 5/7محیط روی  pHسپس 

مک فارلند تهیه شده بودند  5/5که به صورت کدورت 
 37را به محیط تلقیح کرده و در انکوباتور با دمای 

ساعت جذب  72درجه سانتی گراد گذاشته بعد از 
 Ferrous sufate-molybdenum روشرا با  ها نمونه

blue method (3)سنجیده شد . 

 ی مختلف بر تولید آنزیم ها بررسی اثر نمک

 میلی لیتر انتخاب کرده محیط 155ارلن  5ابتدا 
PSM  میلی لیتر داخل هر  55مایع ساخته به اندازه
ی ها ریخته با این تفاوت که در هر ارلن از نمکارلن 

 وردی مختلفی که مها مختلف استفاده کرده نمک
، NaCl ،Mgso4 ،FeSo4 :آزمایش قرار گرفت شامل

Mgcl2 ،kcl  بودند سپسpH  تنظیم  5/7محیط روی

مک  5/5را که به صورت کدورت  ها بعد نمونه. شد
فارلند تهیه شده بودند را به محیط تلقیح کرده و در 

درجه سانتی گراد گذاشته بعد از  37انکوباتور با دمای 
-Ferrous sufateا روش را ب ها ساعت جذب نمونه 72

molybdenum blue method (3)سنجیده شد.  

 بر تولید آنزیم  Naclی مختلف نمک ها بررسی اثر غلظت

میلی لیتر انتخاب کرده محیط  155ارلن  4ابتدا 
PSM  میلی لیتر داخل هر  55مایع ساخته به اندازه

ارلن ریخته با این تفاوت که در هر ارلن غلظت نمک 
یی که مورد آزمایش قرار گرفت ها اده غلظترا تغییر د

 pHبودند سپس ٪ 15و ٪ 15، ٪5، ٪5: شامل 
را که به  ها بعد نمونه. تنظیم شد 5/7محیط روی 

مک فارلند تهیه شده بودند را به  5/5صورت کدورت 
درجه  37محیط تلقیح کرده و در انکوباتور با دمای 

 ها هساعت جذب نمون 72سانتی گراد گذاشته بعد از 
 Ferrous sufate-molybdenum blue methodبا روش 

  .(3)سنجیده شد

 بهینه سازی شرایط فعالیت آنزیم 

غلظت ،  pH، دما، فاکتورهای موثر بر فعالیت آنزیم
 . سوبسترا و غلظت نمک است

 دما بر روی فعالیت آنزیم  تأثیر

برای سنجش اثر دما بر روی میزان فعالیت آنزیم 
، ċ 45  ،ċٰ05  ،ċ 65از جمله دمای دماهای مختلف 

ċ 75 ،ċ 85 ،ċ 95 گرماگذاری . شود می تست

 دقیقه در 35ی حاوی سوبسترا و آنزیم به مدت ها لوله
بن ماری قرار داده شد تا واکنش بین آنزیم و سوبسترا 

میلی لیتر تری کلرو استیک اسید  1انجام شود سپس 
دن بعد از افزو. افزوده شد تا واکنش قطع شود

و  شود می نانومتر خوانده 755جذب در  ها معرف
 . (3)میزان فسفر آزاد شده در محیط سنجش شد

 بر روی فعالیت آنزیم  pH تأثیر

pH ی حاوی سوبسترا و ها ی مختلف در لولهها

های مورد pH از جمله. آنزیم مورد سنجش قرارگرفت
بودند که میزان  9و  5/8، 5/7، 5/6، 5/5آزمایش 
 . شده در محیط سنجیده شد فسفر آزاد

، بر روی فعالیت آنزیم pH برای سنجش اثر
دقیقه در  35ی حاوی سوبسترا و آنزیم به مدت ها لوله

بن ماری قرار داده شد تا واکنش بین آنزیم و سوبسترا 
میلی لیتر تری کلرو استیک اسید  1انجام شود سپس 

بعد از افزودن . افزوده شد تا واکنش قطع شود
و  شود می نانومتر خوانده 755جذب در  اه معرف

 . (3)میزان فسفر آزاد شده در محیط سنجش شد

 غلظت سوبسترا بر روی فعالیت آنزیم  تأثیر

ی ها ی مختلفی از سوبسترا در لولهها غلظت
آزمایش تهیه شده سپس با محلول حاوی آنزیم 

دقیقه  35شود سپس گرماگذاری به مدت  می ترکیب
گیرد تا واکنش بین آنزیم و  می در بن ماری انجام

میلی لیتر تری کلرو  1سوبسترا انجام شود سپس 
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 سازی تولید آنزیم فیتاز در باسیلوس پانتاتنیکوس بهینه

 

بعد از . استیک اسید افزوده شد تا واکنش قطع شود
شود  می نانومتر خوانده 755جذب در  ها افزودن معرف

 . (3)و میزان فسفر آزاد شده در محیط سنجش شد

 زیم بر روی فعالیت آن Naclی مختلف نمک ها غلظت تأثیر

ی ها در لوله Naclی مختلفی از نمک ها غلظت
آزمایش تهیه شده سپس با محلول حاوی آنزیم و 

شود سپس گرماگذاری به مدت  می سوبسترا ترکیب
گیرد تا واکنش بین  می دقیقه در بن ماری انجام 35

میلی لیتر تری  1آنزیم و سوبسترا انجام شود سپس 
. قطع شود کلرو استیک اسید افزوده شد تا واکنش

نانومتر خوانده  755جذب در  ها بعد از افزودن معرف
شد و میزان فسفر آزاد شده در محیط سنجش 

 . (3)شد

 نتایج و بحث 

 بهینه سازی تولید آنزیم

 بهینه برای تولید آنزیم pH تعین

ی مختلف ها pHبر اساس آزمایشات صورت گرفته 
توجه مورد بررسی قرار گرفت که با  9، 5/7، 5/6، 5/5

بیشترین میزان تولید آنزیم  pH=7. 5در ( 1)شکلبه 
کمترین میزان تولید آنزیم مشاهده شد  pH=9و در 

شود تقریباً  می که همان طور که در نمودار مشاهده
 . اختلاف زیادی با هم دارند

 
 pHبهینه سازی  -1شکل 

 تعیین اثر فلزات سنگین بر تولید آنزیم

ت صورت گرفته اثر فلزات بر اساس آزمایشا
مختلف مورد بررسی قرار گرفت که با توجه به 

کلرید کادمیم بیشترین میزان تولید آنزیم را ( 2)شکل
کلرید کبالت و سلنیت ، و بعد آن کلرید باریم. دارا بود

 . سدیم بودند

 
 فلزات سنگین بر تولید آنزیم تأثیر -2شکل 

 تولید آنزیمتعیین دور شیکر بهینه برای 

ی مختلف ها بر اساس آزمایشات صورت گرفته دور
( 3)شکلشیکر مورد بررسی قرار گرفت که با توجه به 

بیشترین میزان تولید آنزیم و در دور rpm 150 دور در
  .کمترین میزان تولید آنزیم مشاهده شد 255

 
  بهینه سازی دور شیکر -3شکل 
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 سازی تولید آنزیم فیتاز در باسیلوس پانتاتنیکوس بهینه

 

 ید آنزیمتعیین دمای بهینه برای تول

بر اساس آزمایشات صورت گرفته دماهای مختلف 
 در( 4)شکلمورد بررسی قرار گرفت که با توجه به 

درجه سانتی گراد بیشترین میزان تولید  37 دمای
میزان تولید  درجه سانتی گراد کمترین 42آنزیم و در 

 35و  25آنزیم مشاهده شد و همچنین در دماهای 
میزان تولید آنزیم به تدریج افزایش  درجه سانتی گراد

 . یافت

 
 بهینه سازی دما -4شکل 

 تعیین منبع کربن بهینه برای تولید آنزیم

بر اساس آزمایشات صورت گرفته منابع مختلف 
( 5)شکلبررسی قرار گرفت که با توجه به  کربن مورد

گلوکز بیشترین میزان تولید آنزیم را دارا بود سپس به 
 . فروکتوز و ساکارز بودند، یب لاکتوزترت

 
 بهینه سازی منبع کربن  -5شکل 

 تعیین منبع نیتروژن بهینه برای تولید آنزیم

بر اساس آزمایشات صورت گرفته منابع مختلف 
نیتروژن مورد بررسی قرار گرفت که با توجه به 

آمونیوم نیترات بیشترین میزان تولید آنزیم ( 6)شکل
اوره و در ، ا بود که بعد از آن آمونیوم سولفاترا دار

 . بودند آخر عصاره مخمر

 
 بهینه سازی منبع نیتروژن -6شکل 

 تعیین منبع فسفر بهینه برای تولید آنزیم

بر اساس آزمایشات صورت گرفته منابع مختلف 
( 7)شکلفسفر مورد بررسی قرار گرفت که با توجه به 

میزان تولید آنزیم و بعد از آن  کلسیم فیتات بیشترین
مونوسدیم هیدروژن ، به ترتیب دی پتاسیم فسفات

 . دی آمونیوم هیدروژن فسفات دارا بودند، فسفات

 
 بهینه سازی منبع فسفر  -7شکل 
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 سازی تولید آنزیم فیتاز در باسیلوس پانتاتنیکوس بهینه

 

 بهینه برای تولید آنزیم NaClتعیین غلظت 

ی ها بر اساس آزمایشات صورت گرفته غلظت
با توجه به بررسی قرار گرفت که  NaCl مختلف

درصد بیشترین میزان تولید  15در غلظت ( 8)کلش
درصد به تدریج میزان  5و  5و در . آنزیم مشاهده شد

 15تولید آنزیم افزایش یافته و مجدداً در غلظت 
 . درصد میزان تولید آنزیم کاهش یافت

 
 NaClبهینه سازی غلظت  -8شکل 

 نزیمی مختلف بر تولید آها تعیین اثر نمک

ی ها بر اساس آزمایشات صورت گرفته اثر نمک
مختلف مورد بررسی قرار گرفت که با توجه به 

بیشترین میزان تولید آنزیم  NaCl در حضور( 9)شکل
کمترین میزان تولید  Mgso4مشاهده شد و در حضور 

 . آنزیم مشاهده شد

 
 ی مختلف بر تولید آنزیمها نمک تأثیر -9شکل 

 بهینه سازی فعالیت آنزیمسنجش و 

سنجش فعالیت آنزیم در شرایط آزمایش انجام 
 . بود 4unit/ppmگرفته که میزان آنزیم تولیدی برابر با 

 نزیم آتعیین دمای بهینه در فعالیت 

 زمایشات انجام شده اثر دماهای مختلفآاساس بر 
درجه سانتیگراد بیشترین  85 بررسی شد که در دمای

 .مشاهده شد 5.7unit/ppm میزان فعالیت با

 
 اثر دما بر فعالیت آنزیم -11شکل 

  بر فعالیت آنزیم pH اثر

ی مختلف ها pH، زمایشات انجام گرفتهآبر اساس 
بررسی شد که بیشترین میزان فعالیت آنزیم در 

9=pH برابر با ppm/ 5unit بود . 

 
 ی مختلف بر فعالیت آنزیمها pHاثر  -11شکل 
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 سازی تولید آنزیم فیتاز در باسیلوس پانتاتنیکوس بهینه

 

 نزیم ٱبهینه در فعالیت  Naclک تعیین غلظت نم

ی ها غلظت، زمایشات انجام گرفتهآبر اساس 
مختلف نمک بررسی شد که بیشترین میزان فعالیت 

  .مشاهده شد ppm/5. 5unitبا  ٪ 5آنزیم در غلظت 

 
 ی مختلف نمک بر فعالیت آنزیمها اثر غلظت -12شکل 

 نزیم آتعیین غلظت سوبسترای بهینه در فعالیت 

ی ها غلظت، زمایشات انجام گرفتهآس بر اسا
بیشترین میزان فعالیت . مختلف سوبسترا بررسی شد

 5.5میکرولیتر برابر با 1555آنزیم در غلظت 

Unit/ppm بود . 

 
 ی مختلف سوبسترا بر فعالیت آنزیمها اثر غلظت -13شکل 

 Richardson  بر روی  2512و همکاران در سال
ده ی آنزیم فیتاز و ی تولید کننها جداسازی باکتری

نمونه  32آنها . بهینه سازی تولید آنزیم کار کردند
باکتری تولید کننده را جدا کردند که با استفاده از 

را به عنوان  ها توانستند یکی از این سویه PSMمحیط 
له شفافی که این ها .بهترین تولید کننده معرفی کنند

با  سویه در محیط کشت ایجاد کرده است قطری برابر
این افراد سویه ی جدا شده را . سانتی متر دارد 39

 این باکتری . باسیلوس سوبتیلیس معرفی کردند
    

و همکاران  MZ Yaho. (15)فعالیت آنزیمی دارد 378
درکشور چین آنزیم فیتاز را که قادر به  2512در سال 

باشد را جدا سازی  می آزاد سازی فسفات از فیتات
ی فسفات در خوراک دام  کال عمدهیکی از اش. کردند

آنزیم فیتاز . باشد با منشأء گیاهی به صورت فسفر می
ی حیوانات به منظور بهبود  به طور گسترده در تغذیه

تغذیه و کاهش آلودگی فسفر در فضولات حیوانی 
و همکاران در سال  Lei XG. (12)شود استفاده می

مکمل  در کشور آمریکا آنزیم فیتاز را به عنوان 2551
برای بهبود تغذیه و به منظور کلهش آلودگی فسفر از 

 . (8)فضولات حیوانات به رژیم غذایی آنها اضافه کردند
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