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 چکيده

باشد. از مهمترین منابع تولید بتاکاروتن  شده می های طبیعی شناخته ترین رنگدانه بتاکاروتن جزء کاروتنوئیدها و از معروف

 خالص، دراین مطالعه نحوه رشد، میزان کلروفیل های بالای استریلیزاسیون کشت باشند. به دلیل هزینه ها می میکروجلبک

کمبود مواد مغذی   خزر برای اولین بار تحت استرس مختلط دریاچه تولید شده و نحوه تجمع بتاکاروتن در نمونه کشت

بررسی و با نمونه خالص میکروجلبک دونالیلاسالینا در همان شرایط مقایسه گردید. در این مطالعه، غلظت بتاکاروتن در 

 188خزر در ابتدا و پس از اعمال استرس قحطی نیتروژن )پس از  میکروجلبک دونالیلاسالینا و میکروجلبک دریاچه

 مقدار استرس اعمال رسید. با mol Beta-Carotene/g Protein 5/13به  0/7و از  8/14 به 5/7ساعت(، به ترتیب از 

 خزر دریاچه میکروجلبک در و mg/L 1/950 نهایی مقدار به 8/341 اولیه مقدار از دونالیلاسالینا میکروجلبک در پروتئین

و دور  pH=5/7شرایط عملیاتی هر دو نمونه یکسان با  .رسید mg/L  0/1010نهایی مقدار به 1/357 اولیه مقدار از

گراد بود. این پژوهش نشانگر نتایج مشابه مقدار بتاکاروتن تجمع  درجه سانتی 24–26و بازه دمایی  rpm 160همزدگی 

جایی که کشت  باشد. از آن خزر و کشت خالص میکروجلبک دونالیلا می دریاچه یافته در کشت مختلط میکروجلبک

لذا  ،قیمت و استریلیزاسیون ندارد تر بوده و نیاز به تجهیزات گران مختلط میکروجلبک نسبت به کشت خالص اقتصادی

 باشد. خزر بیشتر می شدن تولید بتاکاروتن توسط کشت مختلط دریاچه امکان صنعتی

 

 میکروجلبک دونالیلا سالینا، میکروجلبک دریاچه خزر، بتاکاروتن، استرس قحطی نیتروژن کليدی:های  اژهو

 

 *مقدمه
 مهمی بسیار نقش که هستند هارنگدانه از ای دسته کاروتنوئیدها

 به توان می مهم کاروتنوئیدهای از. دارند گیاهان نور جذب در

 بتاکاروتن. کرد اشاره وگزانتوفیل لیکوپن آلفاکاروتن، بتاکاروتن،

 کشورها بعضی در صنعتی، صورت به فراوان کاربردهای دلیل به

 آنها از استفاده بتاکاروتن تولید دلایل از. باشدمی تولید حال در

 صنایع در ایتغذیه هایمکمل غذایی، های رنگدانه عنوان تحت

 آرایشی لوازم تهیه برای همچنین و انسان سلامتی برای غذایی

 کاربرد نیز اکسیدانآنتی عنوان به بتاکاروتن. کرداشاره توان می

 تبدیل بدن در و کرده ایفا را A ویتامین سازپیش نقش داشته،

 .شود می A ویتامین به

 مقایسه در بتاکاروتن تولید در هامیکروجلبک از استفاده 

 گستردگی دلیل به هاقارچ و هاباکتری گیاهان، از آن تولید با

 بهتر کارایی بیشتر، راندمان کمتر، ایتغذیه نیازهای کشت،

                                                                                             
 sirous.ebrahimi@epfl.ch نویسنده مسئول : *

 بالایی اهمیت از سال طول تمام در کشت امکان و محصول

Chisti, 2007 Brányikovává) باشد می برخوردار  et al. 2011, 

Mooij, et al. 2013, Mulders,  et al. 2014).  در میان

به عنوان که  (Dunaliella)ها، میکروجلبک دونالیلا  میکروجلبک

ها شناخته شده است، در جهت تولید کاروتنوئیدمنبع تجاری 

% 10های مختلف توانایی تجمع بتاکاروتن تا بیش از استرس

 Ben-Amotz, 1993 ،, Del Campo,no et)وزن خشک خود را دارد 

al. 2000) اما کشت خالص دونالیلا باید در محیط استریل .

 هاینهیاستفاده از کشت خالص منجر به هز .صورت گیرد

و  متیگران ق زاتیتجه ،ن نگهداری و فرآیند کشتویزاسیلیاستر

بنابراین استفاده از کشت مختلط  شود. یم یانرژ یمصرف بالا

. های تولید به طور قابل توجهی شود تواند باعث کاهش هزینه می

های مختلط، از آن جایی که نیازی به استریل  استفاده از کشتبا 

تر و   رل و عملیات فرآیند آسانباشد، کنت کردن محیط کشت نمی

تر  بنابراین در مقیاس صنعتی از نقطه نظر مهندسی مطلوب

 salehizaedh & Loosdrechtاست. طبق پژوهشی که توسط 
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جهت تولید مواد درون سلولی از زیست توده انجام  (2004)

گرفت، هزینه استفاده از کشت مختلط، تقریبا نصف هزینه تمام 

 Salehizadeh) باشد زیست توده میشده جهت کشت خالص 

and Van Loosdrecht 2004). 

توان از ها میتولید بتاکاروتن از میکروجلبکجهت 

های کشت باز و بسته استفاده کرد. جهت بررسی سیستم

های کشت بسته یعنی پارامترهای مختلف، استفاده از سیستم

باشد، چرا که شرایط تحت نظارت و تر می فتوبیوراکتورها مناسب

ان توها میباشد. از عوامل مؤثر در رشد میکروجلبککنترل می

به شدت نور، دمای رشد، شدت همزدگی، نوع و میزان مواد 

توانند تأثیر منفی یا مغذی اشاره کرد. هرکدام از این عوامل می

مثبتی نیز بر تجمع بتاکاروتن در میکروجلبک داشته باشند. اگر 

هر کدام از این پارامترها به صورت جداگانه بررسی گردند، به 

تحلیل ها را توان تأثیر آنیعنوان یک استرس تلقی شده و م

  . (Markou and Nerantzis, 2013) کرد

دانشمندان بسیاری تولید بتاکاروتن در کشت خالص 

ها  میکروجلبک تحت استرس قحطی نیتروژن و همزمانی استرس

 Celekli and Dönmez, 2006 ،Lamers, Jet)اند  را بررسی نموده

al. 2012; Garibay-Hernández, t et al. 2013) اما تاکنون ،

ها مطالعه نشده  کشت مختلط میکروجلبک جهت تولید رنگدانه

هدف از این مطالعه مقایسه میزان بتاکاروتن  ،است. بنابراین

گونه میکروجلبک دریاچه خزر به صورت مختلط تجمع یافته در 

و کشت خالص میکروجلبک دونالیلا سالینا به عنوان بهترین 

میکروجلبک جهت تولید بتاکاروتن، تحت استرس قحطی منبع 

   باشد. نیتروژن می

 ها )بخش تجربی( مواد و روش

 ميکروجلبک و محيط کشت

از  18/19جهت کشت خالص، میکروجلبک دونالیلا سالینا 

پژوهشکده بیوتکنولوژی شمالغرب کشور خریداری شد. جهت 

از های آب حاوی میکروجلبک  کشت نمونه مختلط، نمونه

های میکروجلبک در محیط کشت  دریاچه خزر تهیه گردید. گونه

کشت داده شدند. محیط کشت استفاده شده،  pH=  7مایع با 

 5و روزانه  (Johnsonn et al. 1968)جانسون اصلاح شده بود 

شد. محیط کشت به ازای هر  مولار منبع کربن اضافه می میلی

 لیتر حاوی مواد زیر بود:
MgCl2.6H2O, 1.5 g; MgSO4.7H2O, 0.5 g; KCI, 0.2 g; 

CaCI2.6H2O, 0.26 g; NaNO3, 0.41 g; NaHCO3, 1.2 g; 

(pH adjusted to 7.5 with HCl); KH2PO4, 0.035 g; H3BO3, 

0.0006 g 
 ,Vishniac and Santer) سی سی محلول ریزمغذی 2و 

، که شامل به ازای هر لیتر محیط کشت افزوده می شد (1957

 مواد زیر در یک لیتر بود:
EDTA 100 mg, ZnSO4.7H2O 4.4 mg, CaCl2.2H2O 16.36 

mg, MnCl2.4H2O 10.12 mg, FeSO4.7H2O 9.98 mg, 

(NH4)6MO7.O24.4H2O 3.02 mg, CuSO4.5H2O 3.14 mg, 

COCl2.6H2O 3.22 mg 
سی سی( و به حجم  500هایی )با ظرفیت  کشت در ارلن

دور همزن در طول آزمایش بر روی سی سی انجام شد.  300

rpm 160  تنظیم شده بود. میزان غلظت نمکNaCl  در تمامی

 ,Hejazi) نوردهی از قسمت پایینو  M 5/0مدت ثابت و برابر با 

Holwerda et al. 2004)  و با شدتµmol photons m
-2

 s
توسط  500 1-

در استرس محدودیت . شد انجام می های فلوئورسنت لامپ

گرم در  41/0به  83/0نیتروژن، مقدار نیتروژن در خوراک از 

لیتر کاهش داده شد. بنابراین در ابتدا نیتروژن در محیط کشت 

ساعت نگهداری و افزایش غلظت  188موجود بود که پس از 

توده زیستی به میزان مورد نظر، به اتمام رسید و آزمایش وارد 

 – 26شد. دمای آزمایش  ت نیتروژن( مرحله استرس )محدودی

 گراد بود. درجه سانتی 24

 ها آناليز رنگدانه

ها تمامی مراحل آنالیز در دمای  گیری میزان رنگدانه جهت اندازه

سی سی از نمونه به  2گیرد. ابتدا  اتاق و در تاریکی انجام می

-Hettich) سانتیریفیوژ   rpm 5000دقیقه با دور  5مدت 

EBA20, Germany  ) و محلول رویی جدا شده، و به

درصد اضافه و  80سی سی استن  2میکروجلبک باقی مانده، 

 5000دقیقه با دور  5ورتکس گردید. سپس مجددا به مدت 

rpm  های  سانتریفیوژ شد. سرانجام میزان جذب در طول موج

نانومتر خوانده  663و  646، 540، 480، 470، 460، 431، 412

ها در روابط زیر قرار گرفت  به غلظت رنگدانهو جهت محاس

(Hartmut 1983 ، Eijckelhoff and Dekker, 1997) . 

   آنالیز بتاکاروتن:
Cc = 0.430 A412 + 0.251 A431 – 4.376 A460 + 13.216 A480 

 :   aآنالیز کلروفیل 
Ca = -1.709 A412 + 11.970 A431 – 2.998 A460 – 5.708 A480 

  آنالیز کل کاروتنوئیدها:
   C1 = 12.21 A663 – 2.81 A646  

    C2 = 20.13 A646 – 5.03 A663 
Cx+c = (1000 A470 – 3.27 C1 – 104 C2)/229 

به ترتیب نشان دهنده  Cx+cو  Cc ،Caکه در این روابط 

و کل کاروتنوئیدها بر حسب  aهای بتاکاروتن، کلروفیل  غلظت

µM  وAƛ باشد. میزان جذب در طول موج های مد نظر می 

 گيری توده زيستی اندازه

 تعداد شمارش بامیزان رشد جهت اندازه گیری توده زیستی، 

 ,Leica، توسط لام شمارش نئوبار با میکروسکوپ نوری)ها سلول
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American موجب  ( به صورت روزانه انجام گرفت، که این امر

باشد. روز ن بیشتر از یک فاز تاخیرطول گیری  شد خطای اندازه

( محیط کشت نیز جهت بررسی OD) 1دانسیته نوریهمچنین 

گیری طیف جذبی نور مرئی  رشد سلولی به طور روزانه با اندازه

در (  Pharo 300, Merck, Germanyتوسط اسپکتروفتومتر ) 

  ;Borowitzkaa et al. 1990)نانومتر انجام گرفت  680طول موج 

Hejazi,da et al. 2004, Garbayo,a et al. 2008).  

 گيری پروتئين و نيتروژن اندازه

 55مقدار پروتئین نسبت مستقیمی با مقدار زیست توده دارد و 

درصد وزن خشک میکروجلبک را پروتئین تشکیل  30 –

. لذا با اندازه گیری مقدار پروتئین (López et al. 2010)دهد  می

توان تغییرات زیست توده را بررسی نمود. برای سنجش  می

سی سی نمونه  1/0میزان پروتئین زیست توده ابتدا 

 2میکروجلبک را در آب جوش قرار داده و سپس از روش لوری

برای . (Harvey et al. 2006; Waterborg, 2009)استفاده شد 

ستفاده شده ا Cataldo اندازه گیری نیتروژن از روش اصلاح شده

سرباره نمونه  . در این روش ابتدا(Cataldon et al. 1975)است 

میکرومتر  45/0سانتریفیوژ شده توسط فیلتر با اندازه حفرات 

از سرباره صاف شده درون  ترلی یلیم 25/0شود. سپس صاف می

 (w/v) 5از محلول % ترلی یلیم 8/0شده و قرار داده  شیلوله آزما

اضافه  آنبه لوله  دیاس-کیلیسی+ سال ظیغل کیدسولفوریاس

نگهداری اتاق  یدر دما قهیدق 20 محلول به مدت .شود یم

مولار  5محلول سود  ترلی یلیم 6/7به محلول، شود. سپس  می

 شود یاجازه داده م لذا چون واکنش گرمازاست،و  .شود یاضافه م

جذب  زانیم تیدر نها اتاق سرد شود. یبه دما دنیمحلول تا رس

شده و میزان نیتروژن موجود نانومتر خوانده  410در طول موج 

کردن  تراتهینشود.  توسط منحنی استاندارد اندازه گیری می

 اسید کیسولفور ی )حاویدیاس طیدر مح داسی کیسیسال

 .نماید یرنگ م یکمپلکس آجر دیتول (ظیغل

 ها و بحث نتيجه

 بررسی تاثير استرس قحطی نيتروژن

تر ذکر گردید، استرس قحطی نیتروژن از  طور که پیش همان

های مهم جهت افزایش میزان بتاکاروتن ذخیره شده در  استرس

در پژوهش حاضر جهت اعمال این باشد.  میکروجلبک می

استرس میزان نیتروژن موجود در خوراک کاهش یافت که این 

                                                                                             
1 . Optical Density 

2. Lowry Protein Assay 

ساعت به اتمام رسید. در تمامی طول  188مقدار نیز پس از 

و ثابت بود. این  ه شرایط عملیاتی برای هر دو گونه یکساندور

 ها تکرار و نتایج نمایانگر تکرار پذیری آزمایش آزمایش سه بار

 باشد. می

نشان داده شده است، گونه  1طور که در شکل  همان

خالص میکروجلبک دونالیلا سالینا و گونه مختلط دریاچه خزر 

شده و شروع به رشد  با مایه تلقیح اولیه یکسان کشت داده

نمودند. رشد هر دو گونه با شیب یکسانی ادامه یافت و پس از 

ساعت، همزمان با اتمام مقدار نیتروژن متوقف گردید.  188

مقدار زیست توده نمونه دریاچه خزر در هر دو مرحله دارای 

رفتاری مشابه با مقدار زیست توده نمونه خالص دونالیلا سالینا 

 بود.

 
قحطی استرس  ريتاثبر حسب زمان،  ینور تهيجذب دانس زانيم .1شکل 

 مختلط و خالص. یها نمونه لیبر رشد سلو نيتروژن
در این استرس نیز میزان پروتئین جهت اطمینان از 

این نمودار نیز  2میزان رشد اندازه گیری شد. مطابق شکل 

گر مراحل رشدی مشابه با نمودار دانسیته جذب  نمایان

بود. بدین نحو که قبل از اتمام میزان نیتروژن، میکروجلبک 

پروتئین در میکروجلبک ذخیره گشت، اما پس از شروع دوره 

قحطی میزان پروتئین ثابت باقی مانده و افزایشی در تجمع آن 

مشاهده نشد. میزان پروتئین موجود در میکروجلبک دونالیلا 

 سالینا و دریاچه خزر مشابه بودند. 

 
 یها در گونه نيتجمع پروتئ زانيبر م قحطی نيتروژناسترس  ريتاث .2شکل 

 مختلط و خالص.
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میزان بتاکاروتن تجمع یافته به ازای پروتئین را  3شکل 

های خالص دونالیلا سالینا و نمونه مختلط دریاچه خزر  در گونه

دهد. در مرحله اول رشد و قبل از اعمال استرس،  نمایش می

ت بوده و پس از اعمال استرس میزان میزان بتاکاروتن تقریبا ثاب

یابد. میزان بتاکاروتن در اولین روز  بتاکاروتن سلولی افزایش می

های خالص و مختلط میکروجلبک به  اعمال استرس در کشت

بود.  mol Beta-Carotene/g Protein 0/7و  5/7ترتیب برابر با 

پس از اتمام دوره استرس، بتاکاروتن تجمع یافته در 

و در نمونه دریاچه خزر به  8/14بک دونالیلا سالینا به میکروجل

mol Beta-Carotene/g Protein 5/13  رسید. روند تغییرات در

هر دو نمونه کشت خالص دونالیلا سالینا و کشت مختلط خزر 

درصدی در بتاکاروتن تجمع  93و  97مشابه بوده و افزایش 

 دهد.  ییافته در کشت خالص و مختلط را به ترتیب نشان م

 

 
 یها تجمع بتاکاروتن در گونه زانيبر م قحطی نيتروژناسترس  ريتاث 3شکل 

 مختلط و خالص.

اعمال استرس نیتروژن نیز بعد از رسیدن به رشد کافی 

با قحطی نیتروژن سرعت تقسیم سلولی باشد.  توده زیستی می

. یابد افزایش می ها و چگالی آن ها کاهش یافته و حجم سلول

همچنین با قطع نیتروژن میزان تجمع بتاکاروتن نیز بیشتر 

قحطی نیتروژن که   در استرس. (Lamersn et al. 2012)گردد  می

بر روی میکروجلبک دونالیلا  Lamers et al. (2012)توسط 

با قحطی نیتروژن، میزان الینا مورد بررسی قرار گرفته است، س

mg LCVبتاکاروتن از
mg LCVبه حداکثر مقدار  28/1 1-

-114 

. این گزارش براساس واحد (Lamersn et al. 2012) رسیده است

باشد لیکن در این  جرم میکروجلبک در لیتر محیط کشت می

 باشد. گزارش مبنا مول بتاکاروتن در واحد جرم پروتئین می

ای در  با وجود گزارشات فراوان مبنی بر تجمع مواد ذخیره

-Celekli and Dönmez 2006, Garibay)های خالص  شتک

Hernández, Vt et al. 2013) کشت مختلط میکروجلبک بسیار ،

محدود بررسی شده است. به عنوان مثال، تولید نشاسته در 

 hassanpour توسط های طبیعی میکروجلبک مختلط آب

شرایط خاص مقدار بررسی و با اعمال  Mooij (2013)و  (2015)

Mooij) نشاسته ذخیره شده در میکروجلبک افزایش یافت   et 

al. 2001; Hassanpour et al. 2015) در این پژوهش نیز برای .

اولین بار محیط کشت مختلط برای تولید بتاکاروتن مورد 

نشان دهنده ظرفیت استفاده قرار گرفت. نتایج به دست آمده 

بالای بتاکاروتن در میکروجلبک دریاچه خزر و  ای ذخیره

استفاده از آن به عنوان جایگزینی مناسب برای کشت خالص، با 

 باشد. هزینه های عملیاتی بسیار کمتر می

 گيری نتيجه
در این تحقیقق   ،با توجه به مزایای استفاده از کشت های مختلط

 دریاچهمیزان تجمع بتاکاروتن در میکروجلبک مختلط پتانسیل 

خزر تحت شرایط رشد معمقولی و اسقترس بررسقی و بقا کشقت      

نتایج به دست آمده رشد و خالص دونالیلا سالینا مقایسه گردید. 

قابلیت تجمع بتاکاروتن در هقر دو گونقه و افقزایش قابقل توجقه      

تجمع بتاکاروتن را بقا اعمقال اسقترس قحطقی نیتقروژن نشقان       

ت مختلط میکروجلبقک  دهد. بنابراین نتایج این پژوهش، کش می

دریاچه خزر را به عنوان منبع و جایگزین مناسبی جهقت تولیقد   

ها و مقرون بقه   نماید که باعث کاهش هزینه بتاکاروتن معرفی می

هقا   تر شدن فرآیند صنعتی شدن تولید بتاکاروتن از جلبقک  صرفه

 شود. می

  سپاسگزاری
دانشگاه  وسیله از همکاران، در مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی بدین

های ارزشمندشان طی این تحقیق  سهند جهت کمک

 گردد.  سپاسگزاری می

 فهرست نمادها

 بعد توضیحات علامت اختصاری ردیف

1 OD چگالی نوری _ 
3 rpm سرعت همزدگی rounds per minute 

4 ND
  کمبود نیتروژن *

* Nitrogen Deficiency 
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