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 چکیده
اکسیدان، لیپیدها، ت آنتیها، ترکیباارزشمندي مانند پروتئین هاي) حاوي متابولیتArthrospira platensisمیکروجلبک اسپیرولینا (

ثابت شده است که  .گیردقرار می باشد و به عنوان غذاي انسان، جانوران و نوعی غذا دارو مورد استفادهها و مواد معدنی میویتامین
بر تولید مطالعه حاضر اثر افزودن منابع کربنی مختلف را  تغییرات فیزیولوژیک در جلبک به شرایط محیطی در حین رشد بستگی دارد.

ها سنجیده است و افزودن منبع کربن به محیط کشت توده و محتواي ترکیبات درون سلولی با تمرکز بر تولید فیکوبیلی پروتئینزي
ها قرار داشته باشد. بدین بصورت روزانه (مشابه غذادهی روزانه) صورت گرفت تا همواره غلظت یکسانی از مواد کربنی در اختیار ارگانیسم

سی سی به صورت روزانه به  1و  5/0هاي گرم بر لیتر و قند گلیسرول با غلظتمیلی 75و  50، 25قند سدیم استات در سه غلظت منظور 
توده بیشتر تواند جلبک را به سمت تولید زيمحیط کشت اضافه گردید. نتایج نشان داد که افزودن قند سدیم استات در هر مقدار می

). به این ترتیب همبستگی معنادار P≤0.05افزایش تولید فیکوسیانین درون سلول جلبکی داشته باشد ( سوق دهد و اثر معناداري در
توده جلبکی و مقدار فیکوسیانین مشاهده گردید. قند گلیسرول اما بیشتر بصورت اثرگذاري بر مثبتی بین مقادیر سدیم استات و تولید زي

هاي فیکوبیلی توده دارد و تاثیر آن بر تولید رنگدانهتاثیر مثبتی در افزایش وزن زي رسد کهنظر میکند و بهتولید زیتوده عمل می
 پروتئینی نیاز به مطالعه بیشتر دارد.

 

 . تودهيز یکوسیانین،ف ی،منابع کربن یکسوتروف،کشت م یرولینا،اسپ کلیدي: واژگان
 

 مقدمه
تولید  ،با توجه به افزایش جمعیت و بحران غذا

عنوان جایگزین منابع گیاهی به پروتئین از
هاي حیوانی همواره مورد توجه بوده است. پروتئین

) Arthrospira platensisمیکروجلبک اسپرولینا (
هاي گیاهی اخیراً عنوان منبعی غنی از پروتئینبه

بسیار مورد توجه قرار گرفته است. این جلبک حاوي 
یبات ها، ترکارزشمندي مانند پروتئین هايمتابولیت

-ها و مواد معدنی میدها، ویتامیناکسیدان، لیپیآنتی
نوعی غذادارو  عنوان غذاي انسان، جانوران وباشد و به

حضور این گیاهان کوچک  .گیردقرار می مورد استفاده
جیره غذایی، به دلیل دارا بودن ترکیبات خاص  در

گلیسریدها و اسیدهاي آمینه ضروري، تري مانند
در  دانی قوي باعث بهبود مقاومتاکسیخواص آنتی
ود شها و افزایش سلامت عمومی بدن میبرابر بیماري

)Khan et al., 2005(. ها به طور بالقوه این جلبک
توانند جایگزین برخی از مواد خام معمول در می

ها را کاهش دهند. غذاي آبزیان شوند و یا مصرف آن
ها رشد آن توان بهها میاز مزایاي دیگر این ریزجلبک

ها، تولید چند برابري در طیف وسیعی از زیستگاه
اي توده نسبت به گیاهان، داشتن نیازهاي تغذیه زي

ها و توانایی ساخت ساده، بالا بودن سرعت تقسیم آن
 Chia etهاي مهم اشاره کرد (و گردآوري متابولیت

al., 2013.(  
ها معمولاً به سه طریق کشت میکروجلبک

کشت هتروتروفیک (با افزودن منبع  اتوتروفیک،
کربنی) و یا کشت میکسوتروفیک بسته به نوع گونه و 

شوند. کشت نیاز پرورش دهنده کشت می
هاي هتروتروفیک میکسوتروفیک معمولاً ترکیب کشت

باشد که جهت و کشت اتوتروفیک با استفاده از نور می
توده و همچنین افزایش تولید افزایش تولید زي
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ها و سایر ترکیبات ارزشمند درون سلولی نپروتئی
). تغییرات Garcia et al., 2011گردد (استفاده می

فیزیولوژیک در جلبک به شرایط محیطی در حین 
مواد و  )Chia et al., 2013رشد بستگی دارد (

غذایی به ویژه ترکیبات نیتروژنی و فسفري اثر زیادي 
ها دارند جلبکها در تولید پروتئین و رنگیزه بر رشد و

)Ribeiro et al., 2013.( 
هاي اتوتروف وجود هاي متنوعی از جلبکگونه 

توانند افزودن مصنوعی مواد قندي را به دارند که می
عنوان منبع کربن در محیط کشت در شرایط 
هتروتروفیک و میکسوتروفیک تحمل کنند. طیف 

توانند در مقیاس اي از ترکیبات استاندارد میگسترده
عنوان منبع قندي اضافی به محیط آزمایشگاهی به

هاي انبوه و کشت اضافه گردند؛ با این حال در کشت
 مقیاس صنعتی موفقیت چندانی در این زمینه حاصل

ها از این روش هاي حاصلنشده است زیرا که جلبک
ي ادر مقیاس صنعتی معمولاً تراکم پایین و محتو

 ).Ritu verma et al., 2020(چربی پایینی دارند 
مطالعاتی که اثر افزودن منابع کربنی مختلف را در 

سنجند، توده یا محتوي ترکیبات سلول میتولید زي
عموماً بر میزان اسیدهاي چرب تمرکز دارند. همچنین 

صورت یک یا دو بار در طی ه افزودن منابع کربنی ب
هدف کلی این پروژه تحقیقاتی  گیرد.کشت انجام می

هاي ه حداکثر بازدهی در تولید رنگدانهیابی بدست
که  باشد و با توجه به اینفیکوبیلین در اسپیرولینا می

میزان تولید رنگدانه شاخص فیکوسیانین در 
تواند تحت شرایط مختلف اکولوژیکی و اسپیرولینا می

هاي مختلف تغییر نماید، اي و حتی تحت تنشتغذیه
ژیکی و تلاش شده است که بهترین شرایط اکولو

محیط کشت براي تولید حداکثري بیوماس و تولید 
توان گفت حداکثري فیکوسیانین معرفی گردد. می

صورت نوآوري پروژه حاضر استفاده از منابع کربنی به
اضافه کردن دوز مشخص روزانه در مرحله کشت 
جلبک است؛ چرا که طی مرور منابع مشخص گردیده 

ه محیط کشت است که معمولاً منابع کربنی که ب
گردد یک باره و طی یک مرحله در ابتدا و یا اضافه می

نهایتاً دو مرحله در ابتدا و میانه کشت جلبک بوده و 
اضافه کردن قند به محیط کشت به صورت روزانه و 
مشابه حالت غذادهی روزانه صورت نگرفته و اثرات آن 

هاي تولیدي بررسی توده و کیفیت رنگدانهبر رشد زي
به علاوه، مطالعاتی که اثر افزودن منابع  است.ده شن

توده یا محتوي کربنی مختلف را در تولید زي
سنجند، عموماً بر میزان اسیدهاي ترکیبات سلول می

اي بر تولید چرب تمرکز دارند و کمتر مطالعه
مطالعه ازاین رو است.  بودهها درون سلول پروتئین

ا بر تولید حاضر اثر افزودن منابع کربنی مختلف ر
توده و محتواي ترکیبات درون سلولی با تمرکز بر زي

 سنجد.ها میتولید فیکوبیلی پروتئین
 

 هامواد و روش
ي ریزجلبکی استفاده شده در این مطالعه گونه گونه

 ذخیره) بود و Arthrospira platensis(اسپرولینا 
جلبک از موسسه تحقیقاتی گرین گولد استان قم 

اد دانشگاهی تهیه گردید که وابسته به جه
 هاي باکتریایی و ارزش مواد غذاییآزمایش

)Nutrient content 1) روي آن انجام شده (جدول (
و خالص و با کیفیت بود. با توجه به مطالعه منابع 

مورد ترکیبات مغذي مورد نیاز براي کشت  علمی در
اسپیرولینا محیط کشت زاروك براي کشت انتخاب 

پارامترهاي این محیط کشت به جز گردید و همه 
منبع کربنی که در تیمارهاي مختلف متغیر است 
براي همه تیمارهاي کشت ثابت در نظر گرفته شد. 

 Iranalgaeصورت آماده از شرکت محیط کشت به
 2خریداري شد. ترکیب محیط کشت در جدول 

گزارش شده است. کشت در ظروف پلاستیکی یک 
قسمت  هاي دارايا دربب لیتري (پلاستیک فشرده)

صورت کشت چرخنده جهت قراردهی شلنگ هوا و به
) انجام شد. Batch Cultureو برداشت یکباره (
صورت ثابت در طول کشت ه پارامترهاي کشت ب

درجه سلسیوس و  26±2تنظیم شدند. دماي کشت 
pH  تنظیم شد.  9در حدود 

ابتدا محیط کشت به وسیله مایکرویو در دماي 
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ºf180 جز دقیقه استریل گردید به 10ه مدت ب
-می B12ها و ویتامین که حاوي مینرال B6محلول 

صورت جداگانه جهت استریلیزاسیون از باشد و به
 میکرومتر عبور داده شد.ك 2/0فیلترهاي غشایی 

انجام شد و بر اساس اطلاعات  1:10شت به نسبت 
سلول در  20000غلظتی در حدود  ذخیره،همراه 

).  نوردهی در 200000±200دست آمد (تر بهلیمیلی
تمام مدت کشت به تمام ظروف یکسان صورت گرفت 

لوکس تنظیم گردید و در طول  10000±50و حدود 
کشت هر پنج روز یکبار به وسیله لوکس متر (مدل 

Testo Inc., Sparta, NJ 542, USAگیري ) اندازه
یک وات و  80شد. نوردهی با استفاده از یک مهتابی 

وات فلئورسنت با نور زرد رنگ انجام  20لامپ حبابی 
 8ساعت روشنایی و  16صورت شد. زمان نوردهی به

ساعت تاریکی تنظیم شد و با استفاده از ساعت زنگ 
صورت دستی خاموش و روشن شدند. ه ها بدار لامپ

هاي کشت از منبع نوري همچنین فاصله همه ظرف
جلوگیري از  به شکل یکسان تنظیم گردید. جهت

 1-3کاهش آب محیط کشت روزانه مقداري (
د که شسی) آب مقطر به محیط کشت افزوده میسی

شکل قند در آن حل  معمولاً منبع کربنی اضافی به
 pHگردید و سپس به محیط کشت اضافه می شد.می

 HANNAاچ متر دیجیتالی (مدلبه وسیله پی 
HI98100 بارساخت آمریکا) هر پنج روز یک 

 2ها با استفاده از هوادهی به کشت .گیري شداندازه
عدد پمپ هواي آکواریوم با درجه تنظیم شدت به 

ها انجام گرفت. سرعت هوادهی براي همه تمام ظرف
لیتر از هوا طی  vvm )3/0  3/0ها به مقدار کشت
لیتر محیط کشت عبور می 1دقیقه از مقدار  1مدت 

روز براي  20شت کند) تنظیم گردید. طول مدت ک
 18 درها ها درنظر گرفته شد. کشتتمامی ظرف

 صورت گرفت. به سرح زیر ظرف 
 ظروف اول تا سوم: تیمارهاي شاهد یا فتواتوتروف

ظروف چهارم تا ششم: تیمارهاي میکسوتروف با 
گرم بر لیتر سدیم استات روزانه یک میلی 25افزودن 

روف با ظروف هفتم تا نهم: تیمارهاي میکسوت دوز.

گرم بر لیتر سدیم استات روزانه یک میلی 50افزودن 
ظروف دهم تا دوازدهم: تیمارهاي میکسوتروف با . دوز

گرم بر لیتر سدیم استات روزانه یک میلی 75افزودن 
ظروف سیزدهم تا پانزدهم: تیمارهاي  دوز.

سی گلیسیرین در لیتر میکسوتروف با افزودن نیم سی
هاي شانزدهم تا هجدهم: و ظرف روزانه یک دوز

سی از تیمارهاي میکسوتروف با افزودن یک سی
 صورت یک دوز روزانه.گلیسرین در یک لیتر به

توده جلبک در فازهاي لگاریتمی گیري زياندازه
)Logarithmic Phase-Exponential Phase (

 Stationary( (روزهاي پنجم و دهم)، فاز ثبات
Phaseقبل از شدت گرفتن  اً ) (روز پانزدهم) و دقیق

) در روز بیستم انجام گرفت. Death Phaseفاز افول (
توده جلبک از لام هموسیتومتر یا گیري زيبراي اندازه

ها دلیل غلظت بالاي نمونهلام نئوبار استفاده شد که به
 1:20ها توسط آب مقطر به نسبت در روز دهم نمونه

 100 :1و در روزهاي پانزدهم و بیستم به نسبت 
سازي شد. از فرمول زیر براي محاسبه تعداد رقیق

 ,.Lund et alلیتر استفاده گردید(سلول در میلی
1958:( 

𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇
𝐶𝐶𝐶𝐶𝑇𝑇𝑇𝑇𝐶𝐶
𝑚𝑚𝑚𝑚

= 𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝐶𝐶𝐶𝐶𝑇𝑇𝑇𝑇𝐶𝐶 𝑐𝑐𝑇𝑇𝑐𝑐𝑐𝑐𝑇𝑇𝐶𝐶

× 𝐷𝐷𝐷𝐷𝑇𝑇𝑐𝑐𝑇𝑇𝐷𝐷𝑇𝑇𝑐𝑐
𝐹𝐹𝑇𝑇𝑐𝑐𝑇𝑇𝑇𝑇𝐹𝐹

𝑁𝑁𝑐𝑐𝑚𝑚𝑁𝑁𝐶𝐶𝐹𝐹 𝑇𝑇𝑜𝑜 𝐶𝐶𝑠𝑠𝑐𝑐𝑇𝑇𝐹𝐹𝐶𝐶𝐶𝐶
× 10000 𝑐𝑐𝐶𝐶𝑇𝑇𝑇𝑇𝐶𝐶/𝑚𝑚𝑚𝑚 

 سازي= میزان رقیق Dilution Factorآن که در 
هاي شمارش تعداد مربع Number of squares=و 

توده به گیري غلظت زيهمچنین اندازهباشد. می شده
وسیله سنجش تراکم نوري محیط کشت توسط 

 Unico( نانومتر 680اسپکتروفوتومتري در طول موج 
Model S-2150UV و رسم منحنی کالیبراسیون (

وري در برابر غلظت زیست توده (گرم وزن چگالی ن
خشک بر لیتر) با استفاده از فرمول زیر تعیین گردید 

)Soltani et al., 2006:( 
µ= ln (OD t2) −  ln (OD t1)/t2 − t1 

هاي کالیبراسیون جهت نشان دادن منحنی
توده تغییرات غلظت اسپکتروفوتومتري و سطوح زي
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) Therien  )1997و Leduyوسیله روش تولیدي به
زي توده تولیدي در هر گیري وزن خشکو با اندازه

نمونه صورت گرفت. روش کار به این صورت بود که 
-SIGMA 3محیط کشت ابتدا سانتریفیوژ شد (مدل 

16L دقیقه و در دماي  20) به مدتC˚4  و مایع
رویی دور ریخته شد، سپس طی دو مرحله شستشوي 

 200بار حدود  پلت انجام شد به این ترتیب که هر
میلی لیتر آب مقطر به پلت افزوده شد و توسط شیکر 

دقیقه هم زده شد تا سوسپانسیون  10به مدت 
یکنواخت گردد و مجدداً نمونه با شرایط قبلی 
سانتریفیوژ گردید و عصاره رویی دور ریخته شد. در 

 25دست آمده در دماي اتاق (نهایت پلت جلبکی به
 ساعت خشک شد.  24دت ) به مگراددرجه سانتی

براي محاسبه نرخ رشد ویژه : محاسبه نرخ رشد
)SGR-Specific Growth Rate ( )Trenkenshu, 

 از فرمول زیر استفاده گردید: )2019

𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆 =
𝑚𝑚𝑐𝑐 �𝑚𝑚2

𝑚𝑚1�
𝑇𝑇2 − 𝑇𝑇1

 ; 𝑇𝑇2 ≥ 𝑇𝑇1 

تراکم سلولی در آخرین روز  M2 =که در آن 
)Cell/mL( ،= M1 ز تراکم سلولی در اولین رو
)Cell/mL( ،= T1 و  اولین روز = T2 آخرین روز 

 است.
 : هاي استحصالیگیري فیکوبیلی پروتئیناندازه

براي مشخص کردن درصد خلوص فیکواریترین، 
میزان جذب نوري این پروتئین به نسبت جذب کل 

هاي عصاره یا همان جذب (جذب نوري کل پروتئین
شکل  بهشود و آن را نوري عصاره خام) سنجیده می

A565/A280 دهند که نسبت فیکواریترین نشان می
هاي سلولی است و برخی هم آن را با به سایر پروتئین

سنجند که مقایسه می A620/A565نسبت 
فیکواریترین و پروتئین مشابه آن فیکوسیانین است. 
درصد خلوص فیکوسیانین و آلوفیکوسیانین هم 

محاسبه  A650/A280و  A620/A280بصورت 
در این مطالعه  ).Vicente et al., 2019گردد (می

هاي مختلف کشت بر چون هدف مقایسه اثر محیط
میزان محصول تولیدي بوده است؛ نیازي به محاسبه 

ها برحسب دقیق مقدار هریک از فیکوبیلی پروتئین
هاي حاصل لیتر نبوده است و دادهمیکروگرم در میلی

ک نگرش خوب از مقایسه جذب نوري براي داشتن ی
 تواند کافی باشد.در انتخاب بهترین محیط کشت می

ها به شکل طرح آزمایش: تجزیه و تحلیل آماري
داري کامل با سه تکرار صورت گرفت. معنیفاکتوریل 

ها با استفاده از آزمون پارامتریک اختلافات داده
در  One Way ANOVAطرفه تحلیل واریانس یک

 IBM SPSSز آماري (نرم افزار سیستمیک آنالی

گرین  جدول آنالیز ارزش غذایی اسپیرولینا تولید شرکت -1جدول 
 گلد استان قم.

 واحد نتیجه ماده
 درصد 07/60 پروتئین
 درصد 6/1 چربی

 درصد 664/10 کربوهیدرات
 درصد 415/1 فیبر
 درصد 674/0 نمک
 کیلوکالري 8/294 انرژي
 درصد 945/0 فسفر
 100گرم در میلی 99/296 سدیم

 گرم
شناسایی  C ویتامین 

 شد
 

شناسایی  B1ویتامین 
 شد

 

شناسایی  B2ن ویتامی
 شد

 

شناسایی  B3ویتامین 
 شد

 

شناسایی  B6ویتامین 
 شد

 

 B12 175/1 ppmویتامین 
 درصد 006/0 روي

  7/0 پتاسیم
  58/0 کلسیم
  16/0 منیزیوم

 100گرم در میلی 3/89 آهن
 گرم

شناسایی  فولیک اسید
 شد

 

  45 زمان باز شدن
 نیوتون 48 سختی

  c14 13/0میریستیک اسید 
  c16 16/0پالمتیک اسید 
  c18:2 42/0لینولئیک اسید 
  c18:3 36/0لینولنیک اسید 
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Statisticsمورد بررسی قرار گرفت و  16  ) نسخه
ها در بین تیمارها بر داري میانگین دادهیسطوح معن

مقایسه گردید. براي مشخص کردن  P≥05/0اساس 
هاي مورد اختلاف از آزمون تعقیبی با دسته

 LSD )Least Significantهاي همگن واریانس
Differences (دید. همچنین براي ستفاده گرا

مشخص کردن میزان اثر گذاري هریک از منابع 
توده و میزان کربنی مورد استفاده برروي تولید زي

ها از آزمون همبستگی پارامتري فیکوبیلی پروتئین
) Pearson parametric correlation testپیرسون (

ها و نمودارهاي مربوطه با استفاده گراف استفاده شد.
 Microsoft و 2021نسخه  Origin Proر افزااز نرم

Excel  رسم شدند. 2021نسخه 
 

 نتایج
در محیط کشت در تیمارهاي مختلف  pHتغییرات 
در ابتداي کشت  pHنشان داده شده اند.  2 در جدول

ثبت گردید (به دلیل یکسان  2/9در تمام تیمارها 
ها بودن محیط کشت) ولی در طی فرایند رشد جلبک

 2/10تا  7/9تیمارهاي مختلف از حدود  این مقدار در
داري تفاوت ها بین تیمارها  یتغییر نمود. آزمون معن

داري بین همه تیمارها به یاختلاف معن pHاز نظر 
گرم بر لیتر سدیم استات با تیمار میلی 75جز تیمار 

نمودار رشد  ).3) (جدول ≥05/0Pد (ادشاهد نشان 
سازگار شدن  د که سرعتاد) نشان 1ویژه (شکل 

ها با محیط کشت و شروع فاز رشد لگاریتمی جلبک
)Logarithmic phase( ) پس از فاز تاخیريLag 

Phase (ها که داراي مقادیري از قند در تمامی کشت
اند نسبت به تیمار شاهد سریعتر بوده اضافه شده بوده

 ).5تا  0شیب تندتر منحنی در روز است (

 75با افزودن کشت  در تیمار چهارم یعنی
گرم سدیم استات روزانه مقدار شیب خط میلی

ترین کند که سریع) در فاز رشد بیان می4(جدول 
ي با محیط کشت در این تیمار حاصل شده و سازگار

ها با حداکثر سرعت در این تیمار رشد نمایی جلبک
) و پس از آن 24226/0±0086/0صورت گرفت (

ین تیمار است ترین افول نیز مربوط به همسریع
  ).22354/0±0042/0(شیب خط افول 

) در پایان SGRهمچنین در نمودار رشد ویژه (
رسد که افزودن قند دوره رشد نمایی به نظر می

 Stationaryمصنوعی، طول دوره رشد ثابت (
phaseکه در اکثر  طوري) را کاهش داده است به

تیمارها بلافاصله پس از نقطه اوج؛ شروع فاز افول 
 شود.مشاهده می

شود که با توجه به معادله خط افول مشاهده می
 75ترین افول در میزان رشد مربوط به تیمار سریع
) و پس 223/0±004/0ود (بگرم سدیم استات میلی

 1سی گلیسرین، سی 5/0از آن به ترتیب تیمارهاي 
 25گرم سدیم استات و میلی 50سی گلیسرین، سی

 و تیمار شاهد عملاً  رار دارندگرم سدیم استات قمیلی
 5روز طی کرده و سپس با  5یک فاز ثبات را به مدت 

-یمه سایر تیمارها وارد فاز افول روز تاخیر نسبت ب
گرم سدیم استات عملاً میلی 75شود. در مورد تیمار 

تا روز دهم از شروع کشت سرعت رشد به نصف 
 کاهش یافته است و پس از آن توده جلبکی مجدداً 

شود ارد یک فاز افزایشی کند در سرعت رشد میو
 (فاز ثابت رشدي با تاخیر).

 ینهکشت زاروك به یطمورد استفاده در مح یباتترک -2جدول 
 .Iranalgaeشده ارائه شده توسط شرکت  يساز

Reagents Amount(gL-1) 
NaHCO3 8/16  
K2HPO4 5/0  
NaNO3 5/2  
SK2SO4 1 
NaCl 1 
MgSO4.7H2O 2/0  
CaCl2 04/0  
FeSO4.7H2O 01/0  
EDTA 08/0  
Solution A5 1mm 
Solution B6 1mm 
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دهد که ) نشان میSGRویژه ( بررسی روند رشد
داري از این نظر بین همه تیمارها با یتفاوت معن

. نمودار افزایش )≥05/0P( تیمار شاهد وجود دارد
 ) که 2 د (شکلادتوده طی زمان نیز نشان وزن زي

تمامی تیمارها به جز از شاهد بلافاصله پس از  تقریباً 
اند معرفی به محیط کشت جدید شروع به رشد نموده

ولی در تیمار شاهد این روند بسیار کندتر بوده و 
همچنین نمودار  .بودیمشاهد یک دوره فاز تاخیري 

) 3 مقایسه میانگین نرخ رشد ویژه بین تیمارها (شکل
سوم با افزودن روزانه د که در مجموع تیمار ادنشان 

عنوان منبع قندي داراي هگرم سدیم استات بمیلی 50
 .)µ0/16 ±0012/0بیشترین نرخ رشد بوده است (

 هايتوده طی زمان (شکلعلاوه نمودارهاي رشد زيبه
دهند که همه تیمارها از روز پانزدهم ) نشان می2 و 1

 به شرایط یکسانی از نظر میزان رشد رسیده و تا روز
بیستم روند افولی تقریباً مشابهی را جدا از میزان و 

). 1753/0±024/0اند (نوع قند اضافه شده طی کرده

توده استحصالی بر اساس وزن خشک نمودارهاي زي
)، بر اساس جذب اسپکتروفتومتري 5 محصول (شکل

توده استحصالی بر اساس تراکم ) و زي4 (شکل
لیدي را از ) هرسه میزان محصول تو6 سلولی (شکل

کنند و با بررسی سه منظر بین تیمارها مقایسه می
هرسه نمودار به آسانی قابل مشاهده است که 

توده تولید شده مربوط به تیمار شماره بیشترین زي
گرم سدیم استات می میلی 50سه با افزودن روزانه 

گرم وزن خشک در لیتر) که این  9/4±07/0باشد (
) که مربوط به SGRویژه ( نتایج با حداکثر نرخ رشد

 50باشد تطابق دارد. پس از تیمار همین تیمار می
توده گرم سدیم استات روزانه؛ بیشترین تولید زيمیلی

سی گلیسرین در روز  -سی 5/0مربوط به تیمار 
گرم بر لیتر  8/4±08/0د با مقدار وزن خشک باشمی

که این تیمار همچنین دومین رتبه را از نظر نرخ رشد 
 ).µ16/0±0012/0دهد (خود اختصاص میه ویژه ب
 داري، اختلاف بین تیمارها را یهاي تعقیبی معنآزمون

 مقایسه ضریب رشد ویژه بین تیمارها طی زمان. -1شکل  

 .یترل یک يبرا یمارت یکمشخصات کشت به تفک -3جدول 

 بیستمین روز pH اولین روز pH تیمار ها
بیوماس روز اول 

Cell/L 
 وز بیستم بیوماس ر

Cell/L  
وزن جلبک   

gr DM* 
SGR 
(µ/d) 

2/9±001/0 تیمار شاهد فتواتوتروف  047/0 ± 63/9  ±0/001 2×107 32/×107 ± 4714045 004/0 ± 41/3  001/0 ± 14/0  
میلی گرم بر لیتر سدیم استات 25  001/0±2/9  16/0 ±90/9  ±0/001 2×107 38×107 ± 12472191 22/0 ± 04/4  001/0 ± 15/0  
میلی گرم بر لیتر سدیم استات 50  001/0±2/9  12/0 ±7/10  ±0/001 2×107 47×107± 12472191 07/0 ± 96/4  001/0 ± 16/0  
میلی گرم بر لیتر سدیم استات 75  001/0±2/9  08/0 ±80/9  ±0/001 2×107 39×107 ±16996732 028/0 ± 03/4  002/0 ± 15/0  
سی سی گلیسرول 5/0  001/0±2/9  21/0 ±7/10  ±0/001 2×107 44×107 ± 9428090 085/0 ± 07/4  000/0 ± 16/0  
سی سی گلیسرول 1  001/0±2/9  08/0 ± 10  ±0/001 2×107 44×107±8164965 08/0 ± 54/4  001/0 ± 15/0  

 *گرم وزن خشک 
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توده جلبکی دهند که از نظر میزان تولید زينشان می
 5/0بر حسب گرم وزن خشک در لیتر  فقط دو تیمار 

داري با تیمار یسی گلیسرین تفاوت معنسی 1و 
نظر تراکم سلولی (تعداد  ؛ اما ازدهندنشان می شاهد 

سلول بر لیتر) کلیه تیمارها اختلاف شان با تیمار 
یا  SGRدار است. همچنین از نظر یشاهد معن

طور از نظر غلظت سلولی رشد و همینشاخص ویژه 
اساس سنجش اسپکتوفتومتري کلیه تیمارها با بر

 )≥05/0P(داري نشان دادند یتیمار شاهد تفاوت معن
بیانگر این باشد که استفاده از شاخص تواند می که

هاي وزن خشک محصول نسبت به سایر روش
گیري محصول از دقت کمتري برخوردار است و اندازه

 .روز یستزمان ب یط تودهيوزن ز یشطلاعات مربوط به نمودار افزاا -4جدول  
بنینوع منبع کر شیب خط  معادله خط رشد   

Y= a+b*x 019/1765±0/0 شاهد یا فتواتوتروف  
میلی گرم در لیتر 25سدیم استات   Y= a+b*x 0127/1981±0/0  
میلی گرم در لیتر 50سدیم استات   Y= a+b*x 0057/2278±0/0  
میلی گرم در لیتر 75سدیم استات   Y= a+b*x 0086/24226±0/0  

لیترسی سی در  5/0گلیسرول   Y= a+b*x 011/23204±0/0  
سی سی در لیتر 1گلیسرول   Y= a+b*x 015/23217±0/0  

 

 .مقایسه روند رشد وزن تیمارها طی زمان -2شکل 

 .یمارهات ینب یژهنرخ رشد و یانگینم یسهمقا - 3شکل 
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تواند به درستی بیانگر گیري وزن خشک نمیاندازه
توده هاي تیمارهاي مختلف در میزان تولید زيتفاوت

باشد چرا که احتمال خطا در مراحل خشک کردن 
(از نظر میزان آب باقی مانده) و توزین  محصول

  محصول (دقت ترازوي مورد استفاده) بسیار بالاست.
نتایج آزمون : بررسی میزان فیکوبیلی پروتئین ها

ANOVA هاي کشت در براي اثر هریک از محیط
دهد که تیمارهاي ها نشان میتولید فیکوبیلی پروتئین

 .محصول یزانو م یمنابع مختلف کربن ینو جهت آن ب یهمبستگ -5جدول 
 آزمون
 یهمبستگ

 رسونیپ

 تودهیز وزن
 grDM/L 

 یسلول تراکم
 تریل/سلول تعداد

 تودهیز غظلت
 جذب

 ياسپکتروفتومتر

 ژهیو رشد بیضر
SGR 

 غلظت
 نیانیکوسیف

 خام عصاره%از 
 000/0 022/0٭ 068/0 035/0٭ 050/0٭ Sig استات میسد

 908/0٭٭ 651/0 543/0 612/0 576/0 یهمبستگ عدد
 000/0 417/0 284/0 492/0 041/0٭ Sig سرولیگل

 -991/0٭٭ -412/0 525/0 -354/0 -831/0 یهمبستگ عدد
 .است داریمعن α=  05/0 سطح در یهمبستگ٭

 .است داریمعن α=  01/0در سطح  یهمبستگ٭٭

 

 .يمختلف براساس جذب اسپکتروفتومتر يمارهایدر ت یتوده استحصاليز سهیقام - 4 شکل 

 .مختلف بر اساس وزن خشک محصول يمارهایت در یتوده استحصاليز سهیمقا - 5 شکل 

 .یمختلف بر اساس تراکم سلول يمارهایدر ت یتوده استحصال يز سهیمقا - 6 شکل 
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و  تولید میزان فیکوسیانین همگی درمختلف 
داري با تیمار شاهد نشان یفیکواریترین تفاوت معن

اما در مورد آلوفیکوسیانین تنها در  .)4(جدول د اد
 50و  25شود (دار مییها معنهاي کمتر تفاوتغلظت
سی سی 5/0گرم بر لیتر سدیم استات و میلی

 سی سی 1هاي بالاي قند (گلیسرین) و در غلظت
گرم بر لیتر سدیم استات) میلی 75گلیسرین و 

دار نیست. در مورد آلوفیکوسیانین یها معنتفاوت
گرم سدیم میلی 25بیشترین تولید مربوط به تیمار 

از کل عصاره خام  درصد 13/3±13/0استات با 
 باشد. می

یک نماي کلی از میزان هریک از  7شکل 
. دهدشان میها را در هر تیمار نفیکوبیلی پروتئین

اساس نتایج، بیشترین تولید رنگدانه آبی بر
 75ترتیب مربوط به تیمارهاي فیکوسیانین به

از  درصد 45/18±07/0گرم سدیم استات (میلی
میلی گرم سدیم استات  50عصاره خام) و 

باشد و تیمار ) میز عصاره خاما درصد 09/0±53/17(
انین سی گلیسرین در رتبه سوم تولید فیکوسیسی 1

از عصاره خام). نتایج  درصد 33/16±/02قرار دارد (
هاي همبستگی؛ همبستگی ضعیفی از نوع تحلیل

منفی بین قند گلیسرول و میزان فیکوسیانین تولیدي 
توان بنابراین می .)5(جدول اند جلبک نشان داده

گیري کرد که قند گلیسرول نسبت به قند نتیجه
فیکوسیانین در سدیم استات اثرکمتري در تولید 

کند و افزایش مقدار سلول اسپیرولینا ایفا می
فیکوسیانین تولیدي در تیمارهاي گلیسرول نسبت به 

توده بوده است تیمار شاهد به دلیل افزایش زي
توده). (همبستگی مثبت گلیسرول بر تولید زي

از کل  09/2±/007همچنین فیکواریترین با مقدار 
گرم سدیم استات یمیل 50عصاره خام در تیمار 

دهد و پس از آن تیمار بیشترین تولید را نشان می
  سی گلیسرین در رتبه دوم قرار دارد سی 5/0
هاي از کل عصاره خام). آزموندرصد  02/06±0/2(

ها نیز براي این رنگدانه پروتئینی داري تفاوتیمعن
داري را در تمام تیمارها با تیمار کنترل یاختلاف معن

 . )≥05/0P(دهند نشان می
: )Correlation Testsهاي همبستگی (آزمون

یک از دو نوع  که کدام منظور مشخص کردن اینبه
تري در تولید منبع کربن مورد استفاده اثر قوي

توده و همچنین در تولید فیکوسیانین نشان داده زي
که اساساً از این نظر تفاوتی بین دو نوع  است؛ و یا این
د یا خیر، از آزمون همبستگی پیرسون قند وجود دار

استفاده گردید تا مقدار همبستگی استفاده از هرنوع 
  منبع کربن با پارامتر هدف مشخص گردد. لازم به

طور جداگانه بررسی ذکر است که هر منبع کربن به
شده  ارایه 5جدول گردید و اعداد مربوط به آن در 

ه قند دهد کاست. نتایج آزمون همبستگی نشان می
با مقدار وزن  داريیسدیم استات همبستگی معن

دهد و این توده در لیتر نشان میخشک زي
باشد که حضور این همبستگی در جهت مثبت می

توده گردیده است منبع کربن باعث افزایش وزن زي
)576/0r =محدوده  ). اما مقدار این همبستگی در

 Millerرابطه متوسط) ( 4/0-6/0باشد (متوسط می
and Haden, 2013 همچنین این ماده اثر مثبتی .(

دهد بر افزایش تراکم (تعداد سلول در لیتر) نشان می
)612/0r=که بیان کننده اثري قوي حضور سدیم (  

توده داشته استات در جهت مثبت بر افزایش زي
ها است. در مورد تولید فیکوسیانین در سلول

یم استات همبستگی بیشتر است. همبستگی بین سد
و درصد فیکوسیانین استحصالی نسبت به کل عصاره 

دار شده است و یمعن α=  01/0خام در محدوده 
باشد. هر دو این می 1عدد این همبستگی نزدیک به 

از لحاظ آماري حاکی از یک همبستگی بالا  نتایج
گیري کرد که استفاده از توان نتیجهاست. بنابراین می

منبع کربن در عین حال که بر عنوان سدیم استات به
توده اسپیرولینا تاثیرگذار است، تاثیر افزایش زي

زیادي نیز بر محتواي فیکوسیانین تولیدي توسط 
سلول دارد و اثرگذاري این منبع کربن بر تولید 

توده فیکوسیانین بیش از اثرگذاري آن بر مقدار زي
  است.
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در مورد سایر پارامترهاي نشان دهنده رشد 
ضریب رشد ویژه نیز شاهد اثرگذاري مثبت  شامل

. در مورد گلیسرول نتایج اندکی بودیمسدیم استات 
متفاوت است. آزمون همبستگی پیرسون، همبستگی 

توده با این زیادي از نوع مثبت در میزان وزن زي
دهد ولی در سایر پارامترهاي منبع کربنی نشان می

تراکم مربوط به رشد از جمله ضریب رشد ویژه یا 
توده براساس جذب سلولی و غلظت زي

داري مشاهده یاسپکتروفتومتري همبستگی معن
داري سشود؛ که افزودن این منبع کربن تاثیر معننمی

  بر تغییرات این پارامترها ندارد.
ها در مورد غلظت فیکوسیانین تولیدي در سلول

دار یاي دیگر است. همبستگی معناما وضعیت به گونه

) در جهت منفی بین این منبع  = r-201/0(پایین 
کربن و فیکوسیانین وجود دارد که بیان کننده حضور 
این منبع کربن تا حدي باعث کاهش تولید 

ها شده است. هرچند که این فیکوسیانین درون سلول
 Millerرابطه ضعیف) ( 4/0-2/0اثرگذاري کم است (

and Haden, 2013ر دای)، اما به لحاظ آماري معن
 ).α =4/0( بود

جهت : اکریل آمیدآزمون الکتروفورز ژل پلی
بررسی پروفایل پروتئینی اسپیرولینا و مقایسه کیفی 

هاي کمی حاصل از بیومتري و نتایج با داده
هاي عصاره خام حاصل از نمونه ،اسپکتروفتومتري

تیمارهاي مختلف کشت اسپیرولینا تحت آزمون ژل 
اکریل آمید قرار ژل پلی) با SDS-PAGEالکتروفورز (

 .استخراج شده باتیر ترکد مارهایت سهیمقا - 7 شکل 

 .Arthrospira platensisتصویر حاصل از الکتروفورز ژل پلی اکریل آمید عصاره خام بدست آمده از تیمارهاي مختلف کشت  - 8 شکل 
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. در بررسی آنالیز ژل الکتروفورز در )8 شکل(تند گرف
کیلودالتون، باندهاي مشخص  25تا  20محدوده وزنی 

براساس و  باشدو ضخیم فیکوسیانین قابل مشاهده می
نتایج ضخامت باندها بیانگر غلظت بالاي این پروتئین 

نین در ها است. همچنین پروتئین آلوفیکوسیادر نمونه
کیلودالتون باندهاي مشخصی به  100محدوده وزنی 

سی گلیسرول و سی 1وجود آورد ولی در تیمارهاي 
تر به نظر گرم سدیم استات این باندها ضخیممیلی 50
رسند. رنگدانه فیکواریترین نیز با محدوده وزنی می

د. ادروشنی را نشان  کیلودالتون باندهاي کاملاً 240
هاي اکریل آمید به خوبی دادهرز ژل پلینتایج الکتروفو

حاصل از اسپکتروفتومتري را در مورد حضور هریک از 
هاي مورد بررسی و هاي هدف در نمونهپروتئین

همچنین غلظت و مقدار کیفی هریک از فیکوبیلی 
 . درکها تایید پروتئین

 
 بحث

تغییر ترکیبات درون جلبکی در اثر تغییرات محیط 
-هاي مهم زیستن یکی از ویژگیتواکشت را می

فناورانه در صنعت تولید جلبک در نظر گرفت؛ یعنی 
دستکاري براي کنترل شرایط بیوشیمیایی و رشد با 

وري هدف تمرکز بر تولید ترکیبات خاص و بهره
و   Ritu Vermaي در مطالعه .پذیر استبالاتر، امکان

هاي اتوتروف، ، محیط کشت)2020( همکاران
ف و میکسوتروف مقایسه شدند و مشخص هتروترو

توده و محتوي شد محیط کشت میکسوتروف، زي
کلرلا و  ،هاي اسپیرولیناچربی بیشتري را در کشت

تعادل نیتروژن، کربن و رد. نانوکلروپسیس دا
 درصد 77تواند تا ها در محیط کشت میویتامین

 توده را همراه داشته باشد.افزایش تولید زي
 و همکاران  Rosenbergگري در مطالعه دی

نشان دادند که رشد هتروتروفیک جلبک  )2014(
Chlorella sorokiniana   با افزودن گلوکز به

برابر بیشتر از رشد اتوتروف  7/1تا  1محیط کشت، 
آن بود و محتواي لیپید جلبک در کشت هتروتروف 

). Rosenberg et al., 2014بیشتر از اتوتروف بود (

شود که محیط گیري میبالا نتیجه از دو مطالعه
تواند محیط کشت بهتري براي کشت میکسوتروف می

 اسپیرولینا باشد. در مطالعه دیگر، افزایش مواد
نیتروژنی، خصوصاً اوره سبب افزایش بیوماس جلبک 

C. sorokiniana ) گردیدRamanna et al., 
2014 .( Golmakani همکاران و )گزارش  )2012

ایجاد تغییر در محیط کشت به وسیله کردند که با 
افزودن منابع کربنی مختلف مثل گلوگز، استیک اسید 

اند. همچنین توده بودهو اتانول شاهد افزایش تولید زي
ي در میزان تولید چربی و گاما داریتغییرات معن

 ,.Golmakani et alلینولئیک اسید مشاهده شد (
با کیفیت  بندي محیط کشتبنابراین، فرمول). 2012

توان استراتژي ارزشمندي براي تولید و ارزان را می
 Rahmanها به حساب آورد (ریزجلبک محصول از

Shah et al., 2017 .( 
نتایج مطالعه حاضر نشان داد که استفاده از 
سدیم استات در محیط کشت میکسوترفیک 

داري تولید بیوماس یطور معنه تواند باسپیرولینا می
هد. که افزودن این منبع کربنی باعث را افزایش د

تولید مقدار بیشتري فیکوسیانین در سلول جلبک 
گردد و در مجموع بازدهی تولید را به صورت می

برد. همچنین قند گلیسرول تاثیرگذاري بالا می
توده را به سمت تولید مثل و تکثیر بیشتر تواند زيمی

 سوق دهد و در مدت زمان مشابهی وزن بیشتري از
توده را تولید کند ولی در مورد ضریب رشد ویژه زي

سرعت  عبارت دیگرتاثیر چندانی نداشته باشد؛ به 
دهد. داري افزایش نمییطور معنرشد سلول را به

توده در مدت زمان کمتر همچنین افزایش وزنی زي
تواند تاثیر منفی اندکی بر تولید فیکوسیانین در می

ین معنی که تکثیر بیشتر داخل سلول داشته باشد به ا
ها در زمان کمتري براي تولید فیکوبیلی پروتئین

با این حال نتایج در مورد  دهد.اختیار سلول قرار می
و انجام مطالعات تکمیلی  نبودگلیسرول چندان شفاف 

هاي مختلف از این منبع کربن بر روي تولید با غلظت
ا هضریب رشد و تولید فیکوبیلی پروتئین ،بیوماس

 رسد.نظر میضروري به
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در مجموع افزودن منابع کربنی اضافی به صورت 
روزانه از طریق کاهش زمان و افزایش حجم تولید 

وري کشت میکسوتروفیک تاثیر مثبتی روي بهره
تر اسپیرولینا دارد و در کنار تولید محصولی با کیفیت

هاي نوآوري این پروژه باشد تواند جزء جنبهاز قبل می
رصورت تولید محصول با کیفیت، کشور را از که د

زیرا که پودر  .گرداندواردات این کالا بی نیاز می
فیکوسیانین به عنوان رنگدانه طبیعی پروتئینی داراي 

ضرر براي بدن انسان بسیار .رنگ آبی فلئورسنت و بی
مورد نیاز صنایع غذایی، دارویی، پزشکی و صنعتی 

 باشد.می
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Abstract  
Arthrospira platensis contains valuable metabolites such as proteins, antioxidants, lipids, vitamins, and minerals 
and is used as a food source for humans and animals. The microalgae are usually cultured in three ways: 
autotrophic culture, heterotrophic culture (with added extra carbon sources) or mixotrophic culture depending 
on the species and human needs. Physiological changes in algae have been proved to happen depending on 
environmental conditions during growth. Also, there are a variety of algae species that can tolerate additional 
sugars as a carbon source in culture media under heterotrophic and mixotrophic conditions. The present study 
compares the subsequent effects of adding different carbon sources on biomass production and content of 
intracellular compounds specially phycobiliproteins. The results showed that sodium acetate in any 
concentrations can lead the stock produce more biomass and also has a significant positive effect on 
phycocyanin production within the algal cell (P≤0.05). Glycerol, however, is showed to be more effective in 
biomass proliferation and seems to have a positive effect on biomass dry weight yield.  
 
Keywords: Spirulina, Mixotrophic culture, Carbon sources, Phycocyanin, Biomass. 
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