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  چكيده
است كه در مناطق مختلف  چتريانو پايا از خانواده  گياهي علفي، معطر (.Foeniculum vulgare Miller) رازيانهگياه  :مقدمه

با توجه به . گيرد و امروزه در بسياري از نقاط جهان كشت و سازگار شده است ايران مورد استفاده خوراكي و دارويي قرار مي
شت سلولي گياه اهميت و كاربرد وسيع اسانس گياه در ساخت داروها، مواد غذايي و آرايشي، بهداشتي تصميم بر آن شد كه ك

 .مورد بررسي قرار گيرد

هاي ثانويه  و بررسي توانايي كالوس براي توليد متابوليت رازيانههدف از اين مطالعه، توليد و نگهداري كالوس از بذر گياه  :هدف
  .هاي توليد شده در گياه كامل است و مقايسه آن با متابوليت

 8/0كننده، استريل شدند و بعد از رشد در محيط آگار  هاي استريل در محلول ، با قرار گرفتنرازيانهبذرهاي گياه  :بررسيروش 
اتوكلاو شده كه داراي  MSهاي فوقاني دانه رست در شرايط كاملاً استريل به محيط كشت  درصد و توليد دانه رست، قسمت

و در گراد  درجه سانتي 25±2ر دماي هاي گياهي بود منتقل و جهت رشد و ايجاد كالوس در گرمخانه د مقادير مشخصي از هورمون
كلرو متاني كالوس تهيه شده و به دستگاه  ، عصاره ديسبزرنگ بعد از ايجاد مقادير لازم از كالوس. نگهداري شدندشرايط نور 

GC عيين تركيبات جهت تنيز به دو روش تقطير با آب داغ و بخار داغ تهيه و  هاي هوايي گياه كامل اسانس حاصل از سرشاخه. تزريق گرديد
  .تزريق شد GC/MSموجود به دستگاه 

دهد كه بيشترين درصد تركيبات موجود در اسانس گياه را ترانس آنتول، استراگول و فنچون تشكيل  نتايج به دست آمده نشان مي :ها يافته
نتايج حاكي از .درصد بودند 35/17ميزان  به cineole 1,8درصد و  64/22به ميزان   2,4 – Decadienal (E,E)در مقابل كالوس شامل. دهند مي

 .هاي گياهي فوق توانسته است تركيبات فرار توليد نمايد و با هورمون MSآن است كه كالوس به دست آمده از گياه رازيانه در محيط 

  
  رازيانه، كشت بافت، روغن فرار، كالوس :واژگان گل
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 ...مطالعه روغن فرار كشت بافت رازيانه

 

  مقدمه
 هاي كشت كشت سلول و بافت گياهي كه با عنوان

شود، ابزاري  و يا كشت استريل نيز مطرح مي 1اي شيشه درون
مهم در مطالعات پايه و كاربردي و داراي كاربردهاي تجاري 

هرچند كه هزينه و سرمايه زياد و همچنين نياز به نيروي . است
هاي  كار ماهر و متخصص از جمله معايب روش

راهي  آيند، اما كشت بافت توانسته بيوتكنولوژيكي به شمار مي
عملي در جهت توليد محصولات متابوليتي منحصر به فرد 

ها به دليل مشكلات  ايجاد نمايد كه ساختن مصنوعي آن
هاي  ساختار پيچيده بسياري از متابوليت. ]1[تكنيكي، مقدور نيست 

ها را به صورت مصنوعي سنتز نمود و  ثانويه باعث شده كه نتوان آن
ها را نيز  اگر اين سلول. باشد گياه مي ها سلول لذا تنها منبع توليد آن

توان توليد آنها را به  ها كشت نمود، مي بتوان نظير ميكروارگانيسم
  .]2[مقدار قابل توجهي افزايش داد 

هاي بيوتكنولوژي  رغم هزينه لازم جهت پيشبرد روش علي
هاي معطر چندين عامل وجود دارد كه مشوق اين  توليد تركيب
گرا از عوارض جانبي  هاي طبيعت دهكنن مصرف. ايده است

بنابراين . باشند هاي مصنوعي غذا، نگران مي احتمالي افزودني
. شود هاي طبيعي به طور روزافزوني ترجيح داده مي فرآورده

هاي كشت بافت  هاي معطر حاصل از سيستم علاوه تركيب به
گياهي، تخمير ميكروبي و يا تبديلات زيستي بايد نسبت به نوع 

ها در رابطه با  كننده همچنين مصرف. تر باشند آنها طبيعي سنتزي
ها كه معمولاً در  كش ها و علف كش هاي حشره باقيمانده

اين . باشند محصولات غذايي كشاورزي وجود دارد، نگران مي
ها به روش كشت بافت  در حالي است كه توليد اين تركيب

كننده  مصرف البته تنها پذيرش. گياهي نيازي به اين مواد ندارد
هاي بيوتكنولوژي به  در سوق دادن صنايع جهت يافتن روش

هاي  محرك. كننده نيست منظور توليد تركيبات معطر تعيين
واسطه شرايط   ديگري مانند فراهم شدن نامنظم مواد خام به

نامناسب آب و هوايي، تغييرات فصلي يا محصولي، بلاياي 
ش گياه نيز در اين كار ثباتي سياسي در مناطق روي طبيعي يا بي
  . ]3[باشند  دخيل مي

 
 

                                           
1 in vitro 

 

هاي ثانويه در كشت بافت گياه  به منظور بررسي توليد متابوليت
  Foeniculum vulgare Miller subsp. vulgare با نام علمي رازيانه

كالوس از اين گياه  هاي مختلف جهت ايجاد به انجام آزمايش
اين . است 1تريانرازيانه جزء خانواده چ. مبادرت نموديم

جنس و  300باشد و حدود  خانواده، بسيار وسيع و مشهور مي
هاي مربوط به اين  اگرچه گونه. گونه علفي معطر دارد 3000

ها در  اند ولي تمركز اصلي آن خانواده در سرتاسر جهان پراكنده
رازيانه . مناطق معتدل و نواحي كوهستاني دنياي قديم است

 گاهي دوساله و به ندرت يك(ايمي گياهي است افراشته و د

هاي منشعب  متر، بدون كرك، با ساقه 8/1تا  1به ارتفاع ) ساله
  شود  هاي ظريف مشاهده مي و مدور كه بر روي آنها دنده

ها داراي مزه شيرين هستند و اين زيرگونه را به  ميوه. ]4،5،6[
   نمايند طور گسترده جهت مصارف غذايي و دارويي كشت مي

ين گياه بومي جنوب اروپا، آسياي ميانه و مناطق ا .]7[
همچنين در سطح گسترده در اكثر مناطق . اي است مديترانه

مجارستان، يونان، تركيه،   جهان به ويژه بلغارستان، روماني،
ايتاليا، فرانسه، آلمان، انگلستان، چين، هند و آمريكا كشت 

انه و در اين تحقيق شرايط ايجاد كشت بافت رازي. شود مي
روغن فرار گياه كامل با تركيبات فرار حاصل از كشت بافت 

  .اند گياه رازيانه مورد بررسي و مقايسه قرار گرفته
  

  هاها  مواد و روشمواد و روش
  تهيه گياه رازيانه

گياه مورد مطالعه از مزرعه تحقيقاتي پژوهشكده گياهان 
ارتفاع مزرعه . دارويي جهاددانشگاهي واقع در كرج تهيه گرديد

 35  ،º50 ر از سطح دريا و داراي مختصات جغرافياييمت 1500
 2نوع خاك مزرعه سندي كلي. باشد شرقي مي 58 ،º50شمالي و 

 60مترمكعب كود،  100در هر هكتار . باشد مي pH 9/7با 
به  o2Kكيلوگرم  60به شكل فسفات آمونيوم و  5O2P كيلوگرم

مردادماه گياه رازيانه در . شكل سولفات پتاسيم اضافه گرديد
روز  10آوري و به مدت   تمام اندام گياه جمع. آوري شد  جمع

ها تا زمان  نمونه. در سايه و در دماي اتاق خشك گرديد

                                           
1 Umbelliferae (Apiaceae)  2 Sandy clay 
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و همكاران اردكاني شمس  

 

گراد در فريزر  درجه سانتي - 20گيري در دماي  اسانس
بذرهاي مورد استفاده به منظور ايجاد . نگهداري شدند

  .دندها به دست آم رست از بذرگيري همين نمونه دانه
  

  1رست توليد دانه
هاي گياه رازيانه ابتدا به مـدت نـيم    جهت استريل كردن دانه

ساعت در آب مقطر استريل جهت خـيس شـدن و شستشـوي    
ها به مدت دو دقيقـه در الكـل    سپس دانه. ابتدايي قرار داده شد

درصد به مـدت   5درجه و پس از آن در هيپوكلريت سديم  70
هـا چنـدين بـار بـا آب      از آن دانه پس. دقيقه قرار داده شدند 8

هـاي   مقطر استريل شستشو وآنگاه به وسيله پنس اسـتريل دانـه  
درصـد   8ديش هاي حاوي محيط آگار  استريل شده درون پتري

لازم به ذكر است كه تمـامي مراحـل فـوق در زيـر     . داده شدند
هـاي   ديـش  پتـري . انجام گرفـت ) لامينار اير فلو(كابين استريل 
  ، در تـاريكي و دمـاي   )روز 12(توليد دانه رسـت   فوق تا زمان

 . گراد نگهداري شدند درجه سانتي 25 ± 2

 
  ايجاد كشت كالوس

هاي استريل حاصـل   به منظور تهيه كشت كالوس، دانه رست
بـه همـراه    MS2قطعه شده و بـه محـيط كشـت     ها قطعه از دانه

رم گ ـ ميلـي  2( 4، گليسـين )گرم در ليتر ميلي 100( 3ميواينوزيتول
 6، پيريدوكسين)گرم در ليتر ميلي 5/0( 5اسيد ، نيكوتينيك)در ليتر

، )گــرم در ليتــر ميلــي 1/0( 7، تيــامين)گــرم در ليتــر ميلــي 5/0(
، )ليتر در ليتر ميلي 150(، آب نارگيل )گرم در ليتر 30(سوكروز 

گـرم   ميلـي  1( IAA8هاي رشد  كننده و تنظيم) درصد 8/0(آگار 
گرم در  ميلي 2/0( Kinو ) گرم در ليتر يليم 1( D 2،4، )در ليتر

هـا در   تمـامي كشـت  . بود 7/5محيط   pH.منتقل گرديدند) ليتر
پس از گذشت چند . و در تاريكي قرار گرفتند ºC2± 25دماي 

روز و توليد كالوس بـا واكشـت قطعـات كـالوس توليـدي بـه       
آنگـاه  . محيط كشت جديد كالوس خـوش رشـد حاصـل شـد    

                                           
1 Seedling   6 pyridoxine.HCl 
2 Murashige & Skoog  7 thiamine.HCl 
3 myo-inositol   8 indole acetic acid 
4 glycine     
5 nicotinic acid     

 هـا در دمـاي    ه محيط نـور تمـامي كشـت   ها ب گروهي از كشت
 
  

ºC2± 25 منتقل شدند.  
  

  جداسازي تركيبات فرار
به منظور بررسي روغن فرار گيـاه روش تقطيـر اسـتفاده بـه     

گيـري بـا دو    به عبارت ديگر با انجام عمليات اسانس. عمل آمد
روش تقطير با آب و تقطير با بخـار و بررسـي تركيبـات در دو    

نوع و ميزان اجزاي به دست آمده صورت  اي بين روش، مقايسه
اسـتخراج توسـط دسـتگاه     1در روش تقطير با آب. گرفته است

روش تقطيـر بـا   . دقيقه صورت گرفـت  150در زمان  2كلونجر
هـاي فـرار    روغـن . دقيقه صورت گرفـت  150بخار نيز در طي 

حاصل تقطير با هگزان نرمال استخراج و پس از آن با سولفات 
هاي حاصل  جهت استخراج از نمونه. شدند سديم انيدر خشك

ابتدا . كلرومتان صورت گرفت گيري با دي از كشت بافت عصاره
گرم نمونـه بافـت اضـافه     10كلرومتان به حدود  ليتر دي ميلي 5

مجموع حلال و نمونه پس از سابيده شدن در هاون درون . شد
لوله آزمايش قرار گرفته و توسط ورتكس به مـدت سـه دقيقـه    

ــل ــذيرفت  عم ــام پ ــازي انج ــاز  . جداس ــانتريفوژ، ف ــس از س پ
آنگـاه تـا حجـم    . كلرومتاني توسط پيپت پاستور جدا گرديد دي

ميكروليتر تغليظ و مقدار يك ميكروليتر از آن بـه دسـتگاه    100
GC  و سپسGC/MS  8[تزريق گرفت[ .  
  

  كرماتوگرافي گازي
  :شرايط دستگاه

 Hewlett-Packard 6890      :مدل

  )mm 25/0  ×m30و  μm 25/0خامت لايه ض(  :ستون

HP1 fused silica 
 

  C/min 5/2°با سرعت  C 265 –50°: برنامه دمايي
 5/0-1ميكروليتر در مورد اسانس خالص و  1/0: حجم تزريق

  ميكروليتر در مورد عصاره 
  C 250°: دماي محل تزريق
  C 300°: دماي آشكارگر

  )ml/min 5/1(نيتروژن : گاز حامل

                                           
1 Hydrodistillation  2 Clevenger 
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  سنجي جرمي طيف –توگرافي گازي كروما
داراي  Thermoquest 2000از كروماتوگرافي گازي مدل 
 Thermo Finnigan Traceآشكارگر انتخابي جرمي مدل

MS  110متصل به كامپيوتر مدل GX OptiPlex افزار  با نرم
Xcalibur استفاده شد .  

  
  :شرايط دستگاه

  ) mm 25/0  ×m30و  μm 25/0ضخامت لايه : (ستون

Crosslinked 5% Ph Me Siloxane MS  
  C/min 5/2°با سرعت  C 265 –50°: برنامه دمايي
  ميكروليتر 1/0: حجم تزريق

  C 250°: دماي محل تزريق
  )ml/min 5/1(هليوم : گاز حامل

Electronic impact :eV 70  
  C 240°: دماي منبع يونيزاسيون

  50-480: محدوده اسكن
GC interface temperature :°C 265 

  
  شناسايي تركيبات 

كربني در همان  18تا  9هاي خطي  سري هيدروكربن
شرايطي كه اسانس به دستگاه گاز كروماتوگرافي تزريق شد، 

هاي حاصل از طيف  تزريق شده سپس براي هر كدام از قله
مقدار ضريب بازداري محاسبه گشته و با مقايسه با منابع 

. ]9،10،11[شد موجود جهت شناسايي تركيب استفاده 
هاي  با مقايسه با بانك GC/MSهاي حاصل از دستگاه  طيف

همچنين الگوي . شناسايي گرديدند Wileyاطلاعاتي نظير 
 .]10[ ها در طيف جرمي با منابع مقايسه گشتند شكست نمونه

  

  نتايج
حاصل انتقال قطعات فوقاني  كالوس به دست آمده

 به طور كلي هر .باشد مي MSرست به محيط كشت جامد  دانه

هفته صورت  4واكشت كشت جامد به فاصله زماني حدود 
روشن، بسيار  سبزها خيلي ترد، به رنگ  كالوس. گرفته است

رشد و داراي تارهاي فراوان كه منتشر به سمت بالا يا  خوش

ها اين تارها به  در هيچ كدام از ارلن. سطح آگار بودند هم
 ).1 شماره شكل(صورت فرو رفته در آگار ديده نشد 

  

  
  

  تصوير كالوس رازيانه -1شكل شماره 

  
  اسانس 150Fاست   آمده 1ه شمار گونه كه در جدول همان

 150گيري آن  باشد كه مدت زمان اسانس حاصل از گياه رازيانه مي
اسانسي است كه در  '150F داغ تهيه وآب تقطير با توسط و  دقيقه
  .شده است دقيقه و توسط بخار آب گرفته 150زمان 

و   GC/Massهاي جرمي حاصل از با توجه به مطالعه طيف
اعداد كواتس محاسبه شده و مقايسه اين مشخصات با تركيبات 

گياه تركيب در اسانس  37استاندارد و مراجعه به منابع مختلف 
درصد  93/96تا  37/91 رازيانه شناسايي گرديد كه مجموعاً

دهنده  ن تركيبات تشكيلتري عمده. دادند اسانس را تشكيل مي
  :اسانس در شرايط مختلف عبارت بودند از

E Anethde )89/47  درصد 18/50تا(،Estragole  )63/7  تا
 و) درصد 86/8تا  63/7( D-(+)-Fenchone، )درصد 86/8

dl Limonene )72/6  هاي موجود در  كالوس ).درصد 12/8تا
ارزيابي قرار  اين تحقيق از نظر دارا بودن تركيبات فرار مورد

هاي قرار گرفته در نور  گرفتند و مشخص شد تنها در كالوس
كليه تركيبات شناسايي شده به همراه . اين تركيبات وجود دارند

شاخص بازداري كواتس و درصد كمي هر تركيب در روغن 
 گيري در جدول هاي مختلف اسانس فرار حاصل از روش

دستجات  2در جدول شماره  .آورده شده است 1 شماره
 .الذكر آمده است هاي فوق تركيبات موجود در اسانس
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  و كالوس حاصل از كشت بافتهاي فرار به دست آمده از گياه رازيانه  دهنده روغن تركيبات تشكيل -1ول شماره دج
  

  كالوس  ΄150F  150F زمان بازداري نام تركيب رديف
1  α – Pinene 902 99/2  63/2  35/2  
2  Camphene 914 19/0  87/0  -  
3  Sabinene 937 07/0  11/0  -  
4  2- ß-Pinene 940 67/0  84/0  71/4  
5  ß-Myrcene 951 71/0  89/0  -  
6  α – Phellandrene 970 72/2  11/2  -  
7  P-Cymene 991 16/0  32/0  -  
8  dl Limonene 999 12/8  72/6  -  
9  1,8 Cineole 1001 -  -  35/17  
10  Cis- ß -Ocimene 1006 84/0  61/0  -  
11  γ - Terpinene 1024 89/0  5/0  07/7  
12  Cis-Sabinene hydrate 1038 Trace  06/0  -  
13  D-(+)-Fenchone 1058 63/7  86/8  -  
14  Trans-Limonene Oxide 1103 Trace  08/0  -  
15  Camphor 1107 7/0  67/0  57/5  
16  4-Terpineol 1141 05/0  13/0  78/5  
17  α -Terpineol 1153 -  -  13/6  
18  Estragole 1170 52/12  85/10  -  
19  Fenchyl Acetate <endo> 1185 01/2  29/1  -  
20  Fenchyl Acetate <exo> 1198 45/3  62/2  -  
21  Z Anethole 1217 3/0  52/0  -  
22  E Anethole 1278 18/50  89/47  -  
23  (E,Z)  2,4-Decadienal 1281-  -  15/10  

24  Unidentified 1298 -  -  42/3  
25  (E,E)  2,4-Decadienal 1307 -  -  64/22  
26  Unidentified 1323 -  -  42/6  
27  Copaene-α 1336 11/0  15/0  -  
28  Trans-Caryophyllene 1376 22/0  27/0  -  
29  Fenchyl N-Valerate 1408 21/0  21/0  -  
30  Trans-β-Farnesene 1417 25/0  3/0  -  
31  Terpinyl Isobutyrate 1430 14/0  07/0  -  
32  Germacrene D 1437 78/0  69/0  -  
33  Bicyclogermacrene 1451 1/0  06/0  -  
34  α -Muurolene 1457 08/0  09/0  -  
35  Bisabolene 1465 07/0  06/0  -  
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  هاي فرار به دست آمده از گياه رازيانه و كالوس حاصل از كشت بافت دهنده روغن تركيبات تشكيل -1ادامه جدول شماره 
  

36 δ - Cadinene 1480 Trace 14/0  -  
37 Myristicin 1487 Trace 21/0  -  
38 Geranyl n butyrate 1518 11/0 06/0  -  
39 Germacrene D 4 ol 1528 25/0 1/0  -  
40 Caryophyllen oxide 1533 06/0 05/0  -  
41 Epi-α- Cadinol 1605 08/0 06/0  -  
42 Apiol 1637 12/0 12/0  -  
43 ß- sinensal 1650 15/0 16/0  -  

  
  

  رازيانه الوسو ك ي شده در اسانس گياهيدرصد و ميزان دسته تركيبات شناسا – 2جدول شماره
  

  150F 150F ' كالوس  
  13/14 60/15 36/17 مونوترپن هيدروكربني

  83/34 59/13 72/13 مونوترپن اكسيژنه
  96/48 19/29 08/31 مجموع مونوترپن ها

  - 07/1 83/0 ترپن هيدروكربنيسزكويي
  - 73/1 90/1 ترپن اكسيژنهسزكويي

  - 80/2 73/2 هاترپنمجموع سزكويي
  - 38/59 12/63 مجموع فنيل پروپانوييدها

  13/14 67/16 19/18 مجموع تركيبات هيدروكربني
  62/67 70/74 74/78 مجموع تركيبات اكسيژنه

  79/32 - -  غيره 
  59/91 37/91 93/96 درصد تركيبات شناسايي شده

  

 

  بحثبحث

هاي حاصل از گياه كه به دو روش تقطير با  با مقايسه اسانس
گردد كه ميزان آنتول و  اند مشخص مي ب به دست آمدهبخار و با آ

  . تركيبات فنيل پروپانوييدي در روش تقطير با آب كمي بيشتر است
نشان داده شده است جمعاً  1گونه كه در جدول شماره  همان

درصد را  13/14تركيب شناسايي شده است كه در اين بين 
هاي  ندرصد را منوترپ 83/34هاي هيدروكربني و  منوترپن

 2,4- Decadienal  )64/22 (E,E)دهند اكسيژن تشكيل مي
بالاترين ميزان مواد ) درصد35/17(سينئول  8و1و ) درصد
  .دهنده را دارند تشكيل

  هايي كه بر روي كشت بافت رازيانه تاكنون  در پژوهش

. مشاهده نشده است  انجام شده است تجمع آنتول در كالوس
تركيبات فرار در مطالعات مختلف  اين در حالي است كه وجود

ها توليد غنچه  البته در شرايطي كه كالوس. گزارش شده است
به عنوان مثال كاشت درون . گردد كرده باشند آنتول مشاهده مي

و همكاران با القاي  Anzideiاي گياه رازيانه توسط  شيشه
تمامي . كالوس در چندين جمعيت رازيانه صورت گرفت

به همراه كينتين  αNAAيا  2,4Dهاي  كننده يمها با تنظ كالوس
و كينتين توليد  αNAAهايي كه با  تنها كالوس. تشكيل شدند

هاي رشد كرده در  كالوس. بودند ايجاد ريشه نمودند  شده
 هاي قابل به همراه كينتين تفاوت αNAAيا  2,4Dحضور 
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   توجهي را در سطح سلولي و بافت نشان دادند كه اين امر

كشت ]. 12[زايي آنها بود  به توانايي و استعداد ريخت وابسته
كالوس نامتمايز رازيانه در تحقيق ديگري بررسي شد و 
مشخص گرديد كه هيچ تجمع آنتولي در آن به چشم 

چنين در تحقيقي ديگر كه بر روي كشت ساقه  هم. خورد نمي
 kinو  αNAA (2 mg/l)و به همراه  MSرازيانه در محيط 

(0.5 mg/l) ،كالوس حاصل روغن فرار توليد   صورت گرفت
و همكاران بر روي  Paupardinدر پژوهشي كه ]. 13[نكرد 

هاي ثانويه  كشت بافت رازيانه به منظور دسترسي به متابوليت
هايي كه در آنها توليد  انجام دادند نشان داده شد كه كالوس
بيشترين ميزان توليد . غنچه شده است توليد آنتول نمودند

به همراه  NAA (0.1 mg/l)هاي رشد  كننده نتول با تنظيمآ
BA (0.1-1 mg/l) البته تحت اين شرايط ميزان . بوده است

بر طبق اين . آنتول نسبت به گياه كامل در طبيعت پايين بود
هاي  در دوزهاي پايين سبب افزايش كانال NAAتحقيقات 

ندي تحقيقات چ]. 14[شود  ترشحي و تحريك فعاليت آنها مي
هاي سوسپانسيوني جدا شده از اين گياه وجود  بر روي سلول

اتانل و  الكل، فنيل در تحقيق انجام شده اوژنول، بنزيل. دارد
آنيزآلدييد مخصوصاً از محيط كشت جدا شده است اما در هيچ 

سازهايي  حتي پس از افزودن پيش. كدام آنتول مشاهده نشد
يدروليز عصاره گرفته آلانين در محيط يا پس از ه نظير فنيل

 ].14[شده نيز آنتول وجود نداشت 
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