
 

 

 در شرایط اتوتروف  chlorella sorocinianaها در تاثیر اتانل بر تولید پیگمان

 3، مصطفی نوروزی2*، حسن جلیلی1زهرا خلیلی

 

 10/3/1396:  افتیدر خیتار

 26/9/1396: رشیپذ خیتار
 

 چکیده 

های كند. از جمله متابولیتسلولی است كه بیشترین كلروفیل را در بین موجودات تولید میكلرلا نوعی جلیك سیز تك  

ها، برخی مواد های ریزجلیك و آستاگزانتین اشاره كرد. تا كنون جهت افزایش تولید متابولیت  bو    aتوان به كلروفیل  مه  كلرلا می

باشد. در این پژوهش برای اولین بار تاثیر اتانل بر ها اتانل میمحرکاند كه یکی از این شیمیایی به عنوان محرک استفاده شده

در كلرلا سوروكینیانا مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از اسسکتروفتومتری نشان داد كه   bو  aتولید آستاگزانتین و كلروفیل 

شود. در برابر می 4/1گزانتین به مقدار سی سی محیط كشت( سیب افزایش تولید آستا 100میکرولیتر )در  10اتانل در یلظت 

سی سی محیط كشت( تنها تغییر اندكی داشته است.  100میکرولیتر اتانل )در  100ها، در حضور حالیکه میزان تولید كلروفیل

ولید توان نتیجه گرفت كه اتانل نیز مشابه سیگنال عمل كرده و تها میها در ریزجلیكبا توجه به نقش تنظیمی فیتوهورمون

 ها را تنظی  می كند.برخی متابولیت

 آستاگزانتین، اسپکتروفتومتری، اتانل، ریزجلبک، كلروفیل كلیدی: ه هایواژ

 ت مقدمه

شود. كلرلا اولین یذای سیز كلرلا جلیك سیز تك سلولی از شاخه كلروفیتا است كه در آب شیرین پرورش داده می

 «ella» به معنی سیز و  «chlor»رسد. واژه كلرلا از دو جزء میلیارد سال می 5/2موجود در كره زمین می باشد و قدمت آن به 

كند و سیزترین به معنی كوچك گرفته شده است. این جلیك بیشترین كلروفیل را در بین تمام گیاهان روی كره زمین تولید می

میکرون است. سرعت تکثیر كلرلا بسیار  2-8. اندازه هر سلول كلرلا (Luangpipat & Chisti, 2016) گیاه روی كره زمین است

سلول جدید تولید می كند. سرعت بالای تولید مثل كلرلا نشان دهنده  4ساعت  24تا  17زیاد است و یك سلول آن در مدت 

ترین دانشمندان نشان داده كه كلرلا یکی از سال   تحقیقات.  ( Rioboo et al., 2009)است  ل حیات بسیار بالای این ارگانیس   پتانسی

 ترین یذاهای روی كره زمین است. كلرلا در دسته ریز جلیك های سیز دسته بندی می شود.و كامل
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ها، كلرلا منیع ینی از تركییات با ارزشی مثل ویتامین ها، مواد معدنی، پروتئین ها، اسیدهای چرب عروری، كربوهیدرات

. این (Li et al., 2015)ها است و به عنوان مکمل های یذایی در صنایع یذایی مورد استفاده قرار می گیرد  ها و رنگدانهكاروتنوئید

 (Astaxanthin) مسئله با توجه به رشد روز افزون جمعیت جهان و كمیود منابع یذایی بسیار حائز اهمیت است. آستاگزانتین

آستاگزانتین به رنگ نارنجی پررنگ بوده و فعالیت باشد. نوعی كاروتنوئید است و جزء رنگدانه های طییعی شناخته شده می

توان به تقویت سیست  ایمنی بدن، اكسیدانی دارد كه تاثیر زیادی روی سدمتی انسان دارد. از جمله اثرات آستاگزانتین میآنتی

زانتین به صورت گسترده عروقی و ییره اشاره كرد. در نتیجه آستاگ  -های قلییها، جلوگیری ازبیماریپیشگیری از پیر شدن سلول

شود لذا گیرد. آستاگزانتین در بدن انسان تولید نمیبهداشتی مورد استفاده قرار می -در صنایع یذایی، دارویی و حتی آرایشی

توان به باید با رژی  یذایی و از طریق گیاهان و ریزجلیك ها تامین شود. آستاگزانتین را به دلیل خاصیت آنتی اكسیدانی می

در تحقیقی دیگر اثر .(Chacón-Ordóñez et al., 2017; Meng et al., 2017)نگهدارنده و مکمل یذایی استفاده كرد  عنوان

 Noroozi)مورد ارزیابی قرار گرفته  Haematococcus pluvialisتولید آستاگزاتین توسط جلیك  های كشت مختلف رویمحیط

et al., 2012) . 

شناخته  eو  a ،b ،c ،dمتنور  انواربه كه اند كلروپدستدر موجود فتوسنتزی فعال و سیز های رنگیزهها كلروفیل

گیاه نور به بستگی  eو  b ،c ،dمثل كمکی كلروفیل وجود ولی هستند  a كلروفیل دارای كننده، فتوسنتز گیاهان تمام  .اندشده

به مایل آبی رنگ به  aكلروفیل  .شودمیدیده  dیا  cكلروفیل آن عوض به و ندارد وجود  bكلروفیل ها جلیك بعضی در  .دارد

نور حسب بر و دارد تفاوت  bبا  aكلروفیل جذبی طیف  .استزرد به متمایل سیز رنگ به  bكلروفیل خالش محلول و سیز 

ها در افزایش سدمت خون، قش كلروفیلن. (2012et al. Camacho-Garcia ,)كند میفرق شده است تركیب آنها با كه پروتئینی 

 Takaichi, ; Stahl & Sies, 2005; ., 2002et alFerruzzi)محافظت در برابر بیماری و حذ  فلزات سنگین حائز اهمیت است 

. با توجه به اهمیت كلروفیل ها در سدمت انسان، افزایش تولید این ماده و تخلیش آن به شکل دارو، می تواند نقش (2011

 سزایی در بهیود سدمت انسان و پیشگیری از بسیاری از بیماری ها داشته باشد.به

های آستاگزانتین و كلروفیل، توسط كلرلای وحشی مقرون به صرفه نیست و حتی متابولیتها از جمله  از آنجایی كه تولید متابولیت

زیستی را در دستور كار قرار داده چنان صنعتی نیست، محققان استفاده از محرک های شیمیایی و  سویه های تغییر یافته ه  آن

ن به بررسی اثر اتانل بر تولید تركییات لیسیدی، اثر اند. از جمله محرک هایی كه تاكنون مورد بررسی قرار گرفته است می توا

متیل جاسمونات بر تولید آستاگزانتین، تاثیر پیرووات و سیترات بر تولید آستاگزانتین، اثر فلزات بر رشد سلولی و ییره اشاره كرد 

(Yu et al., 2015).   در این پژوهش برای نخستین بار تاثیر اتانل بر تولید آستاگزانتین و كلروفیل توسط ریزجلیك كلرلا سوروكینیانا

 مورد بررسی قرار گرفته است.
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 مواد و روش ها 

تهیه شده از مركز ملی نخایر ژنتیك،  ،((Chlorella sorokiniana Shihira & Kraussدر این پژوهش از ریزجلیك 

( بوده و آزمایشات در آزمایشگاه دانشکده علوم فنون Merckاستفاده شد. مواد بکار رفته در آزمایش همگی از شركت مرک )

 دانشگاه تهران انجام شد. 

 كشت ریزجلبک كلرلا

گرم  5/1لیتر از این محیط كشت:  1استفاده شد. جهت تهیه  BG11 جهت كشت این ریزجلیك از محیط كشت

3NaNO  ،075/0    گرمO2.7H4MgSO  ،02/0  3  گرمCO2Na  ،039/0    4گرمHPO2K  ،035/0    گرمO2.2H2CaCl  ،006/0   گرم اسید

 1ها استفاده شد. سی سی محلول ریز مغذی 1و  O2EDTA.2H2Naگرم  001/0گرم فریك آمونیوم سیترات،  006/0سیتریك، 

، O2.7H4ZnSOمیلی گرم  O2.H4MnSO ،287میلی گرم  3BO3H ،169میلی گرم  61لیتر از محلول ریز مغذی ها نیز شامل 

رسید   4/8به    NaOHمحیط كشت با استفاده از    pHبود.    O2.4H24O7Mo6)4(NHمیلی گرم    125و    O2.5H4CuSOمیلی گرم    5/2

فوتون نور قرار   60و در معرض  rpm150 ، روی شیکر با دور C25°و سسس اتوكدو شد. محیط كشت پس از تلقیگ، در دمای 

 گرفت.

 ترسیم منحنی رشد كلرلا

های مختلف تعداد سلول ها با استفاده از لام نئوبار شمارش شد. برای این جهت رس  منحنی رشد كلرلا، در زمان  

میکرولیتر از هر محیط كشت یکنواخت شده، به لام نئوبار منتقل شده و میانگین تعداد سلول های چهار خانه حاشیه  10منظور

 عرب شد. 410لام و یك خانه مركزی آن محاسیه شده و سسس در عدد 

 تیمار محیط كشت با اتانل

سی سی از مایه  10كشت ریخته شد و با  سی سی محیط 100سی سی، هر كدام به اندازه  500در سه ارلن با حج    

 10ساعت پس از تلقیگ )ابتدای فاز رشد لگاریتمی كلرلا در منحنی رشد(، در یکی از ارلن ها به اندازه    48تلقیگ، كشت داده شد.  

دوره رشد درصد مرک، تحت شرایط استریل اعافه شد. پس از اتمام  96میکرولیتر اتانل  100میکرولیتر و در دیگری به اندازه 

 های این سه محیط كشت اندازه گیری و مقایسه شد.كلرلا )دوازده روز پس از تلقیگ(، میزان آستاگزانتین و كلروفیل
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 اندازه گیری آستاگزانتین

استریل شرایط    تحت  سسس  شد.  یکدست  خوبی  به  ورتکس  روی  كشت  محیط  ابتدا    ،DMSOروش  به  آستاگزانتین  استخراج  برای  

 .شدسانتریفیوژ rpm7000 دور با دقیقه  10مدت به و شد ریخته سی سی 50فالکون در كشت محیط از سی سی  10مقدار 

حاصل محلول شد. اعافه نشست ته به   DMSOسی سی 10و شد ریخته دور احتیا  با رویی مایع سانتریفیوژ، از پس 

توسط محلول  این  جذب  میزان  سسس گرفت.  قرار    C◦70ماری  بن در  ساعت    1مدت  به و  شد  یکدست  خوبی به  ورتکس  كمك  به  

به عنوان كنترل )بدنك( در آزمون  DMSOشد. از محلول گیری اندازهنانومتر  480موج طول در و اسسکتروفتومتر 

های رقتجذب اساس بر كه آستاگزانتین،  استاندارد منحنی معادله توسط آستاگزانتین یلظت  اسسکتروفتومتری استفاده شد.

. (Greenberg & Watras, 1989)آمد بدست است، شده ترسی  خالش آستاگزانتین مختلف 

 هااندازه گیری كلروفیل

شد. یکدست خوبی به ورتکس روی كشت محیط كه، صورت این به شد؛ انجام  DMSOروش اساس بر نیز كلروفیل استخراج 

 دور با دقیقه  10مدت به و شد ریخته سی سی 50فالکون در كشت محیط از سی سی 10مقدار استریل شرایط تحت سسس، 

rpm 7000  سی سی 4و شد ریخته دور احتیا  با  روییمایع سانتریفیوژ، از پس شد. سانتریفیوژDMSO  اعافه نشست، ته به

طور به ها سلول هنوز ساعت  16از پس كه صورتی در شد. نگهداری آزمایشگاه دمای در ساعت  16حدود حاصل محلول شد. 

به حاصل محلول سسس یافت. میادامه  DMSOسی سی 3افزودن با استخراج مرحله بودند نداده دست از را خود رنگ كامل 

موج طول دو در شده صا  محلول شود. جذب گرفته آن اعافی نرات تا شد صا  میکرون  45/0فیلتر توسط و ورتکس، خوبی 

میزان كنترل )بدنك( در آزمون اسسکتروفتومتری استفاده شد. به عنوان  DMSOشد. از محلول خوانده نانومتر  665و  649

 . (Greenberg & Watras, 1989)شد محاسیه  2و  1های معادلهطریق از  bكلروفیل و  aكلروفیل 

         649A -(6.88  -) 665A -(13.95 a: Chlorophyll (            (1)معادله 

         665A -(7.32  -) 649A -(24.69 b: Chlorophyll (            (2)معادله 

 اندازه گیری رشد سلولی

 جهت بررسی تاثیر اتانل بر رشد سلولی، شمارش تعداد سلول ها با كمك لام نئوبار در سه ارلن انجام شد. 

 نتایج و بحث 

ساعت پس از تلقیگ،   48شود كلرلا سوروكینیانا،  طور كه مشاهده میرس  شد. همان 1مطابق شکل  منحنی رشد كلرلا  

 كند. رسد و نرخ رشد و مرگ یکسانی پیدا میساعت پس از تلقیگ، به مرحله سکون می 120به فاز رشد لگاریتمی و 
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 منحنی رشد كلرلا :1شکل

ترسی  شد تا با استفاده از معادله آن بتوان یلظت آستاگزانتین را در  2منحنی استاندارد آستاگزانتین مطابق شکل 

 های مختلف محاسیه كرد.آزمایش

 

 

 

 

 منحنی استاندارد آستاگزانتین  :2شکل

میکرولیتر اتانل، نسیت به نمونه   10شود، مقدار آستاگزانتین تولیدی در حضور مشاهده می 3طور كه در شکل همان

برابر نسیت به  5/2میکرولیتر اتانل، میزان آستاگزانتین را  100برابر افزایش یافته است. این در حالی است كه حضور   4/1شاهد، 

 شاهد كاهش داده است. 

 

 

 

 

 تولیدی در سه ارلن  مقایسه مقدار آستاگزانتین  :3شکل 

 aمیکرولیتر اتانل مقدار تولید كلروفیل  10، مشاهده می شود كه در حضور a، مربو  به تولید كلروفیل 4در شکل 

، به میزان اندک aمیکرولیتر اتانل نیز مقدار كلروفیل  100گیرد. در حضور نسیت به نمونه شاهد چندان تحت تاثیر قرار نمی 

 ( برابر افزایش داشته است. 02/1)
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 تولیدی در سه ارلن   aمقایسه مقدار كلروفیل  :4شکل

  10مطرخ شد، در اینجا نیز حضور  aنشان می دهد كه همانند آنچه در مورد كلروفیل  5، در شکل bمقدار كلروفیل 

برابر كاهش یافته  b ،03/1میکرولیتر اتانل نیز، كلروفیل  100را تغییر نداده است. در حضور  bمیکرولیتر اتانل، تولید كلروفیل 

 است.

 

 

 

 

 

 تولیدی در سه ارلن  bمقایسه مقدار كلروفیل   :5شکل

شود در طور كه مدحظه میدهد. همانها در سه ارلن در روز دوازده  بعد از كشت را نشان میتعداد سلول 6شکل 

میکرولیتر  100برابر افزایش داشته است. در حالی كه  2/1میکرولیتر اتانل، تعداد سلول ها نسیت به نمونه شاهد،  10حضور 

 برابر كاهش یافته است. 8/1اتانل، اثر مهاری بر رشد داشته و تعداد سلول ها در این نمونه نسیت به شاهد، 
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 ها در سه ارلن مقایسه تعداد سلول :6شکل

سی( اتانل افزایش یافته است. سی  100میکرولیتر )در    10طور كه در نتایج نكر شد، تولید آستاگزانتین در حضور  همان

وی طی  .(Ren et al., 2009)تاثیر افزایشی اتانل بر تولید تركییات لیسیدی در شیزوكیتریوم را گزارش كرد  Ren، 2009در سال 

های دیگری كه مورد استفاده قرار داده بود، باعث افزایش فعالیت آنزی  تحقیقات به این نتیجه رسید كه احتمالا اتانل و محرک

های دخیل در تولید تركییات لیسیدی شدند. از آنجایی كه تاكنون تاثیر اتانل بر تولید آستاگزانتین در هیچ ارگانیسمی مطالعه 

 Renین وجود ندارد. با توجه به نتایج تحقیقات  نشده است، لذا منیع دقیقی برای توجیه خاصیت افزایشی اتانل بر تولید آستاگزانت

ده و لذا تولید توان گفت كه احتمالا در كلرلا نیز اتانل در مسیر سنتز آستاگزانتین، باعث افزایش فعالیت آنزی  خاصی شمی

تواند تولید آستاگزانتین را از این طریق افزایش داده است. بعیارتی می توان گفت اتانل به صورت یك سیگنال عمل كرده و می

 آستاگزانتین توسط ریز جلیك كلرلا را تنظی  كند. 

لا را كاهش داده است. سی( تولید آستاگزانتین در كلرسی 100میکرولیتر )در  100مشاهده شد كه اتانل در یلظت 

طیق تحقیقات، اتانل در یلظت بالا اثر مهاری بر رشد سلول داشته و در اینجا ه  یلظت اتانل به حد مهار كننده تولید آستاگزانتین 

 رسیده است.

  100كه ها نرسیده است، در حالیمیکرولیتر به حد آستانه تحریك تولید كلروفیل 10نتایج نشان می دهد كه اتانل در یلظت 

شده است. این تفاوت در تاثیر اتانل، احتمالا با تفاوت در نقش این   bو كاهش كلروفیل    aمیکرو لیتر اتانل باعث افزایش كلروفیل  

كه ها است، در حالیكند و در مركز واكنشدر فتوسنتز نقش اساسی و حیاتی ایفا می aكلروفیل  دو كلروفیل مرتیط می باشد.

. وقتی ریزجلیك (Green & Durnford, 1996)نقش دارد    aدر جمع آوری و متمركز كردن نور و تحویل آن به كلروفیل    bكلروفیل  

، افزایش می یابد؛ در واقع، نقش آستاگزانتین در bجای كلروفیل  ، به  شود به صورت تدافعی، تولید آستاگزانتینبا تنش مواجه می

به عنوان هسته   aباشد. لذا در برخورد با اتانل و مواجه كلرلا با تنش محیطی، تولید كلروفیل می bفتوسنتز مشابه نقش كلروفیل

انرژی ریز جلیك صر  تولید آستاگزانتین جای آن، كاهش یافته است تا احتمالا به bهای فتوسنتزی افزایش و كلروفیل واكنش

آستاگزانتین نیز اثر مهاری داشته است. اتانل در افزایش تولید  طور كه نكر شد این یلظت از اتانل برای تولیدشود؛ ولی، همان
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الیت آنزی  ها ، احتمالا مکانیسمی مشابه آنچه در مورد آستاگزانتین بیان شد، داشته است و در واقع باعث افزایش فعaكلروفیل 

 شود.می

سی( باعث افزایش تعداد سی  100میکرولیتر در    10شود كه اتانل در یلظت كمتر )مشاهده می  6ها در شکل  در مورد تعداد سلول

است كه افزایش آستاگزانتین در این  برابر است. این در حالی 2/1سلول شده است. این میزان افزایش، نسیت به نمونه شاهد 

دهد كه افزایش تولید آستاگزانتین نسیت به افزایش برابر بوده است. این نتایج نشان می  4/1نمونه، نسیت به نمونه شاهد به اندازه  

ها، بیشتر بوده است؛ لذا، می توان گفت در استفاده از اتانل به عنوان محرک تولید آستاگزانتین در صنعت، مشکل تعداد سلول

 رشد سلولی و مشکل هوادهی وجود نخواهد داشت. چندانی به لحاظ افزایش

 نتیجه گیری كلی 

دهد، اتانل اثر افزایشی بر تولید آستاگزانتین توسط كلرلا دارد. از آنجایی كه تاكنون طور كه نتایج نشان میهمان

مطالعه قرار گرفته است، جاسمونات و متیل جاسمونات جهت افزایش تولید آستاگزانتین در ریزجلیك هماتوكوكوس بسیار مورد 

تر و ه  باشد؛ چرا كه، ه  ارزان توان گفت استفاده از اتانل در جهت افزایش تولید آستاگزانتین، بسیار مقرون به صرفه تر میمی

توان نتیجه گرفت كه استفاده از اتانل به عنوان محرک تولید آستاگزانتین توسط  های دیگر است. لذا میتر از محرکدر دسترس 

 ریز جلیك، در صنعت، بسیار مناسب و مقرون به صرفه است.

شود. لذا جهت ها میدهد كه اتانل در یلظت كمتر، باعث افزایش تعداد سلولدر مورد رشد سلولی ه  نتایج نشان می

یر كامد از بیومس، توان از اتانل استفاده كرد و سسس اتانل را با طریق تیخافزایش بیومس سلولی كلرلا )برای مصار  خوراكی( می

توان نتیجه گرفت شود به دلیل تغییر بسیار ك  در حضور اتانل، میطور كه مشاهده میحذ  كرد. در مورد تولید كلروفیل، همان

 ها نخواهد بود.كه اتانل محرک مناسیی جهت افزایش تولید كلروفیل
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 Abstractث  

Chlorella is a unicellular green algae that produces the highest amount of chlorophyll among of organisms. 

Some of important metabolites in chlorella are astaxanthin, chlorophyll a and chlorophyll b. So far some of 

chemicals used as inducer for increasing algal metabolites which one of them is ethanol. Effect of ethanol on cell 

growth and lipid content of microalgae and plants has been studied. In this research, the effect of ethanol on 

astaxanthin, chlorophyll a and b production in chlorella sorociniana was investigated for the first time. The result 

of spectrophotometry showed that addition of 10 μl of ethanol (in 100 ml) will enhance the astaxanthin for 1.4 

times. However, chlorophyll production changed a little in the presence of 100 μl of ethanol. According to 

regulatory role of phytohormones in microalgae, it can be conclude that ethanol acts as a signal and regulates some 

of metabolites production. 

Keywords: astaxanthin, chlorophyll, ethanol, microalgae, spectrophotometry 
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