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  چکیده
هـا و مـواد    نـوان رنـگ  ع طور وسیع براي کاربرد دارویی، غذایی، ماده افزودنی و مـواد آرایشـی بـه    کاروتنوئیدها به

عنوان یک منبع طبیعی در تجمع مقدار زیـاد کاروتنوئیـدها    . دونالیلا نیز بهشوند انی و ضدسرطانی استفاده میاکسیدضد
تاکـاروتن در  درصد روي تولید ب 40 و 35 ،25،30، 20 ،15، 10، 5هاي نمک  باشد. در این مطالعه اثر غلظت مطرح می

 سازي گردید. جداسازي و خالص جنوب تهرانواقع در  شاهی. دونالیلا از دریاچه ه استشدبررسی  میکروجلبک دونالیلا
هاي حاوي محیط کشت در شـرایط مطلـوب    . ارلنشدجهت کشت انبوه، از محیط کشت جانسون تغییر یافته استفاده 

. نتایج حاصل نالیز گردیدآ HPLC با دست آمده از تیمارها هاي به عصارهجهت بررسی مقدار بتاکاروتن کشت داده شدند. 
در محیط کشت آنها بر  )درصد 40 و 35، 30، 25، 20، 15، 10، 5 ،0( هاي مختلف هاي جلبکی با شوري آنالیز نمونه از

میکروگرم  33/0معادل  ) را نشان داد. بالاترین میزان تولید بتاکاروتن0001/0داري ( میزان تولید بتاکاروتن اختلاف معنی
در  نمکهاي مختلف  نتایج حاصله از این مطالعه نشان داد که با افزایش غلظت .دست آمدبه درصد 25 در لیتر در شوري

   یابد. درصد، مقدار بتاکاروتن افزایش و سپس کاهش می 25تا میزان شوري  محیط کشت
  
   HPLC، شوريدونالیلا سالینا، بتاکاروتن،  :کلیدي هاي واژه

  
  1مقدمه

اي براي  قابل ملاحظه هاي اخیر تحقیقات طی سال
عنوان غذا و دارو از جمله  ها به استفاده از میکروجلبک

ذخیره دلیل  دونالیلا صورت گرفته است. این جلبک به
بالایی از بتاکاروتن از لحاظ اقتصـادي حـائز اهمیـت    

 یـک  بتاکـاروتن   .)2007و همکاران،  Raja( باشد می
عنـوان   که استفاده از آن بـه پنوئیدي است تر  رنگدانه

ــیات  Aپـــیش مـــاده ویتـــامین   و داشـــتن خصوصـ
 هـاي آزاد  ضدسرطانی و دافع رادیکال اکسیدانی وضد

 Raja( باشد می ها با ارزش در درمان بعضی از بیماري
                                                

  moz_emtyazjoo@yahoo.comمسئول مکاتبه:  - *

ــاران،  ــاران،  Gomez؛ 2007و همکـ ؛ 2003و همکـ
Poppel  وGoldbohm ،1995( .  بتاکــــاروتن داراي

است  رانستمام تسیس و  9 ایزومرهاي مختلف مانند
کـل بتاکـاروتن در دونـالیلا را تشـکیل      درصد 80که 
ایـن جلبـک   . )2003و همکـاران،   Gomez( دهند می
توانـد در محـیط کشـت شـامل طیـف وسـیعی از       می

تـا حالـت    درصـد  29/0 هاي مختلف نمـک از غلظت
ــباع ــد) ppt 400( اش ــده بمانن ــاران،  Hui( زن و همک
و  Oliver؛ Avron ،1988و  Karni؛ 2009

ــاران، ه ــلولی   از .)2009مک ــم درون س ــات مه ترکیب
 تـوان بـه انـواع کاروتنوئیـدها، گلیسـرول،      دونالیلا می
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ها اشاره نمود. این جلبک از ویژگی  پروتئین و ویتامین
 اي کـه  گونـه بـه  ،باشـد  منحصر به فردي برخوردار می

زا ماننـد شـوري بـالا،     اسـترس تحت شرایط مختلـف  
یی نظیـر فسـفر و   هـاي غـذا   افزایش نور، محـدودیت 

خاصـی نظیـر افـزایش     هاي فیزیولوژي نیتروژن پاسخ
خصـوص   تجمع کاروتنوئیـدها، بـه   گلیسرول، ساخت

ــاروتن ــیس، 9( بتاک ــرانس  س ــام ت ــروتئین و  )تم و پ
و  Raja( دهـد  مـی نشان اکسیدانی را ضد هاي ویتامین

؛ 2006و همکـــــاران،  Takaji؛ 2007همکـــــاران، 
Gomez  ،ــاران ــاران،  Vorst؛ 2003و همکـ و همکـ

در این رابطه  ).Avron ،1983و  BenAmotz؛ 1994
کاروتنوئیـدها  ع کـردن  یتجم براي هاي زیادي پژوهش

 در شرایط استرس .bardawil D در دونالیلا سالینا و
کـارانش در  هم و BenAmotz .زا انجام گرفته اسـت 

  بــــــا مطالعــــــه بــــــر روي   1988ســــــال 
 D. bardawil   نشــان دادنـد کــه شـدت نــور باعــث

و  BenAmotz( افزایش کاروتنوئیدها گردیـده اسـت  
در و همکـــارانش  Borowitzka ).1988همکـــاران، 

 1996در سال  و همکارانش Cifuentesو  1990سال 
ــع     ــث تجم ــوري باع ــزایش ش ــه اف ــد ک ــت کردن ثاب

. است شدهکاروتنوئیدها در جلبک سبز دونالیلا سالینا 
ایش هاي انجام شده بر روي اثر دمـا نیـز افـز   پژوهش

ــت  ــان داده اسـ ــاروتن را نشـ ــد بتاکـ ــد و تولیـ  رشـ
)Cifuentes  ،ــاران و  Markovits؛ 1996و همکــــ

ــاران،  ــاران،  Araneda؛ 1993همکـ  .)1992و همکـ
یکی از پارامترهاي مناسب براي این هـدف در  شوري 

 هاي باز دونالیلا براي کاربردهاي تجـاري اسـت   کشت
)Gomez  ،یـز  هدف این مطالعـه ن  .)2003و همکاران

بررسی اثر این پـارامتر بـرروي تجمـع بتاکـاروتن در     
  است. دریاچه شاهیاز  هدونالیلا سالینا جدا شد

  

  ها مواد و روش
 شـاهی بـرداري از آب دریاچـه    نمونـه : کشت جلبک
نمونه  هاي دهانه گشاد استریل انجام شد. توسط بطري

سـازي دونـالیلا از سـایر     جهت خـالص برداشت شده 
هـاي موجـود در دریاچـه از     ریوتپروکاریوت و یوکا

 اکسیدژرمانیوم و استروپتومایسن استفاده شدتیمار دي
)Rengasamy  ،ــاران . )Lewin ،1996؛ 1987و همک

و چنـدین بــار   pHتغییـرات   بـا اســتفاده از همچنـین  
) R Eppendroph 5810( سـانتریفوژ شستشو توسط 

بـنفش   يتابش اشـعه مـاورا  ، جانسونمحیط کشت با 
کاغذهاي صافی با  کارگیري به دقیقه و 15-10مدت  به

تغییـرات   ،میکـرون)  2/1% و 45( قطر منافذ متفـاوت 
خـالص  طـور کامـل    درصد، دونالیلا به 50-30شوري 
ــدســازي  ــازجو،  ش ــاران،   Raja؛1379(امتی و همک

و Michael Garcia  ؛Massyuk ،1973 ؛2007
محیط کشت اصلاح شده جانسـون  ). 2007همکاران، 

جلبک استفاده شد. این محـیط کشـت از    براي کشت
ــت:   ــکیل شــده اس ــر تش ــات زی  g (KH2PO4(ترکیب

033/0 ،KNO3  1 ،NaHCO3  043/0، CaCl2-

2H2O2/0 ،KCl2/0 ،7H2O-MgSO4  5/0، 6H2O 
–MgCl2 5/1 ؛)mg (Na2EDTA 189 ،FeCl3-

6H2O 244،  MnCl2-4H2O 1/4،  ZnCl2 1/4 ،
CoSO4-6H2O 1/5،  CuSO4,5H2O 6 ،

Na2MOO4-2H2O 19 ،NH4Cl-7H2O 18 ،
H3BO3 61 15 ،10، 5هاي مختلف نمـک   و غلظت، 

 درصد به محیط کشت اضافه شـد.  40 و 35، 30، 25
pH  تنظیم گردید  8محیط کشت نیز روي)Garcia  و

ــاران،  ــک . )2007همک  500هــاي  ســلولها در فلاس
 200اي شفاف حاوي  هاي پنبه لیتري با سر بطري میلی

ــی ــر  میل ــاي  لیت ــت در دم ــیط کش ــه  25±1مح درج
لوکس در یک دوره  1500گراد تحت تابش نور  سانتی

ساعت تاریکی کشـت داده   12و  روشنایی ساعت 12
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 سـلول انتخـاب گردیـد    104 الی سلولی اولیهشد. چگ
)Fazeli  ،؛ 2006و همکـــارانGarcia  ،و همکـــاران

بخشی از عملیات فوق در دانشـکده علـوم و    .)2007
در  ی واحد تهـران شـمال و بخـش دیگـر    فنون دریای

   هاي علمی و صنعتی ایران انجام شد. سازمان پژوهش
استخراج بتاکاروتن جلبـک در تیمارهـاي مختلـف    

 R 5810( تیمارهاي نمکی توسط سـانتریفوژ : شوري
Eppendroph دور در دقیقه در مدت زمـان   3500) با

مجموعـه  دقیقه از محیط کشت جداسازي شـدند.   10
 به دستگاه فریز درایـر خشک شدن شده جهت تغلیظ 

)Christ , Alpha 1-2 LD Plu (انتقال  -80 با دماي
گرم پودر خشک از هـر تیمـار بـراي تعیـین      5یافت. 

ها و  براي شکستن سلول. شدمیزان بتاکاروتن استفاده 
و  Garcia( کــاروتن از پـوتر اســتفاده شــد خـروج بتا 
. )2005، و همکاران Chidambara؛ 2007همکاران، 

 درصد 99لیتر استن  میلی 10گیري با استفاده از  عصاره
 5000) با R Eppendroph 5810( سرد و سانتریفوژ

استفاده گردید. هر بـار  دقیقه  15مدت  در دقیقه بهدور 
 به قسمت زیـرین مجـدداً   آوري و قسمت رویی جمع

دست آمده توسط هگزان و  استن اضافه شد. محلول به
یک قیف جدا کننده کاملا مخلـوط   در درصد 3نمک 

قل گردید تا فازها از تساعت به یخچال من 2مدت  و به
لیتر متـانول   میلی 15به فاز بالایی  همدیگر جدا شوند.

اضافه گردید تـا دو فـاز از همـدیگر جـدا      درصد 92
کـاروتن و   ،a فاز بالا شامل اتر نفت، کلروفیـل  شدند.

و گزانتوفیل است  bفاز پایین شامل متانول و کلروفیل 
لیتر دي اتیل اتر اضافه و سـپس   میلی 15به فاز زیرین 

بـه محلـول    درصـد  3کلریدسـدیم  مرحلـه   4در طی 
اضافه گردیـد. پـس از جـدا نمـودن در دکـانتور فـاز       
زیرین دور ریختـه شـد و فـاز روئـی آن بـه دکـانتور       

 و کـاروتن ریختـه شـد     a، کلروفیل هگزانمحتوي ان
   .)1379(امتیازجو، 

ســازي عصــاره کاروتنوئیــدي  هــاي خــالص روش
بـــراي جداســـازي : اســـتخراج شـــده از جلبـــک

هـا   هایی دنبال شـد کـه ایـن روش    کاروتنوئیدها روش
کـاروتن  سـازي بتا  شامل شکسـتن سـلول تـا خـالص    

همـراه آنهـا   باشد. بعد از استخراج کاروتنوئیدها بـه  می
عنـوان   بـه  وترکیبات غیرکاروتنوئیدي نیز وجـود دارد  

جدا  بایدشوند که تا حد امکان  ناخالصی محسوب می
ها و همچنین برخی  کردن ناخالصی جهت جدا شوند.

ــد    ــاروتن از فراینـ ــز بتاکـ ــه جـ ــدها بـ از کاروتنوئیـ
کردن استفاده شد. این واکـنش بـا اسـتفاده از     صابونی

) انجام 5: 10(پتاس و متانول به نسبت  متانولیک پتاس
ساختار بتاکـاروتن بـه   شد. جهت اجتناب از آسیب به 

مـدت یـک    بـه هـا   جاي حرارت در این واکنش نمونه
واکـنش   منظور کامل شـدن  شبانه روز در دماي اتاق به

صابونی شدن نگهداري شدند. پس از عمـل صـابونی   
کردن مخلوط وارد قیف جداسازي گردید تـا دو فـاز   

 نـد فاز فوقـانی طـی چ   .ندوموجود از همدیگر جدا ش
مقطر و استفاده از محلـول فنـل    مرحله شستشو با آب

و  Garcia ؛1379 امتیازجو،( فتالئین به کار گرفته شد
 ؛Avron ،1983 و  BenAmotz؛ 2007همکـــاران، 

Hatts ،1987؛ Mayer&Isler ،1971 ؛Klavi ،
ها از آنـالیز   تعیین مقدار بتاکاروتن نمونهبراي ). 1981

HPLC  9000 مـدل, south korea young Lin 

Acme  ستون ع نوLichrosphere Rp 100 C18   با
متـر و طـول    سانتی 6/4قطر  میکرون و 4اندازه ذرات 

ــر در طــول مــوج  ســانتی 25 ــانومتر توســط  450مت ن
DAD/UV ـدر فاز متحـرك اسـتو نیتر   و   متـانول  ل:ی

بـراي   ).2006و همکاران،  Fazeli( شداستفاده  )9:1(
سیگما  بتاکاروتن استانداردسنجش میزان بتاکاروتن از 

استفاده شد و منحنی استاندارد ترسـیم   C4582 با کد
با اسـتفاده از   تیمارهاي نمکیگردید. مقدار بتاکاروتن 

منحنی استاندارد و بـا توجـه بـه سـطح زیـر منحنـی       
  دست آمد. به

دست آمده توسط بسته  هاي به داده: آنالیز آماري
مورد  ANOVAآنالیز آماري  وSpss  16 افزاري نرم

  قرار گرفت.بررسی 
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  تایجن
ــالیز جلبــک توســط دســتگاه   نتــایج حاصــل از آن

HPLC  آمده است. بررسی نتایج  2و  1 هايشکلدر
هاي جلبکی با  درصد شوریهاي  حاصل از آنالیز نمونه

ــف  40 و 35، 30، 25، 20، 15، 10، 5 ،0( مختلـــــ
در محیط کشـت آنهـا نشـان داد کـه افـزایش       )درصد

وتن گردیـده  یـد بتاکـار  میزان شوري باعث افزایش تول
هاي مختلف  ثیر درصد شورياست. نتایج حاصل از تأ

نشان داده شده است.  1 در تولید بتاکاروتن در جدول
و  درصد 25بالاترین میزان تولید بتاکاروتن در شوري 

میکروگرم در لیتر است. بررسـی آمـاري    33/0معادل 

هـاي مختلـف    دست آمده از میـانگین غلظـت   نتایج به
هاي مختلف نشـان داد   اروتن تولید شده در شوريبتاک

داري بین درصد شوري و تولید  که ارتباط آماري معنی
دار  ). اخـتلاف معنـی  >001/0P( بتاکاروتن وجود دارد

بین درصـدهاي شـوري از نظـر تولیـد بتاکـاروتن بـا       
استفاده از آزمون تعقیبی توکی که براي مقایسه دو بـه  

ارائه شده است. نتایج  2 ها است در جدول دو میانگین
ــزایش    ــا اف ــه ب ــان داد ک ــه نش ــن مطالع ــله از ای حاص

هاي مختلف نمک در محیط کشـت تـا میـزان     غلظت
درصد، مقدار بتاکاروتن افـزایش و سـپس    25شوري 

  ).3(شکل  یابد کاهش می
  

  
 HPLCهاي مختلف استاندارد بتاکاروتن توسط  آنالیز غلظت -1شکل 

  
  ] [HPLCنانومتر  450نمونه جذب در طول موج  - 2شکل 



 90سال پنجم، شماره دوم، تابستان                                                                                                                               و همکاران   زیبا مقدسی

 59

  هاي مختلف شوري میانگین و انحراف معیار بتاکاروتن تولید شده توسط جلبک دونالیلا سالینا در غلظت -1جدول 
  شوري
  40  35  30  25  20  15  10  5  0  (درصد)

غلظت 
(میکرو گرم 

  بر لیتر)
0  011/0±043/0  002/0 ±038/0  121/0 ±252/0  072/0±312/0  089/0± 318/0  046/0±286/0  032/0± 156/0  026/0 ± 051/0*  

* Mean ± SD 
  

  
 %Salinity(S): (0,5,10,15,20,25,30,35,40) 

  هاي مختلف در محیط کشت دونالیلا سالینا بر تولید بتاکاروتن اثر شوري - 3شکل 
  

  گیريو نتیجه بحث
لولی دلیـل نداشـتن دیـواره س ـ    جلبک دونـالیلا بـه  

محکم در پاسخ به تغییـرات خـارج سـلولی هیپـو یـا      
هاي بالا، با سنتز گلیسرول،  هیپراسموتیکی مثل شوري

تغییـرات   ،تجمع بتاکاروتن و تغییرات حجـم سـلولی  
هاي القاکننده  هاي یونی درون سلولی و بیان ژن غلظت

هـا، تعـادل    هـاي مخصـوص و آنـزیم    بعضی پـروتئین 
و همکـاران،   Raja( کننـد  اسمزي خود را حفـظ مـی  

ــط     ).2007 ــه توس ــورت گرفت ــات ص و  Huiتحقیق
مشـخص نمـود کـه پاسـخ     ، 2009 سـال  همکاران در

شوري بـا  اسموتیکی دونالیلا سالینا نسبت به تغییرات 
ــرول همــراه اســت     ــزایش مقــدار گلیس و  Hui( اف

و همکــاران در  Takajiهمچنــین  .)2009همکــاران، 
بـه   9/2ي از نشان دادند که افزایش شـور  2006سال 

را اي میزان گلیسـرول   ور قابل ملاحظهط به درصد 8/5

 ).2006و همکـاران،   Takaji( در دونالیلا افزایش داد
نتایج حاصله از این مطالعه نشـان داد کـه بـا افـزایش     
غلظتهاي مختلف نمـک در محـیط کشـت تـا میـزان      

ــزایش و در  25شــوري  ــاروتن اف ــدار بتاک ــد، مق درص
کـاهش  یابد. ایـن   ي کاهش میهاي بالاتر شور غلظت

که  باشد جلبک مهم ویژگی سازشی تواند مربوط به می
را استفاده کنـد  همه تولیدات انرژي خود  کهاین بدون

. حمـل کنـد  را ت هـاي اسـترس شـوري    شرایط بتوانند
بـا مهــار کــردن  هـاي زیــاد نمــک   در غلظــتجلبـک  
خـود  بقـا   باعـث افـزایش  هاي متابولیکی خود  واکنش

 شـوند  نا مساعد می براي یک مدت طولانی در شرایط
)Alyabev  ،1 اســاس جــدولبر .)2007و همکــاران 

بهترین شوري تولیـد بتاکـاروتن در شـرایط معمـولی     
گراد و شدت  درجه سانتی 25و دماي  pH=8با  عمدتاً

 ساعت روشنایی و 12دوره نوري  لوکس و 1500نور 
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ــاریکی ســاعت 12 ــر   ت ــ 25براب ا غلظــت درصــد ب
باشد. این نتیجـه   گرم بر لیتر میمیکرو 33/0بتاکاروتن 
 Orenو  Shiloو  1944در ســال  Volcaniبـا نتـایج   
مطابقــت  1379و امتیــازجو در ســال  1982در ســال 

همچنـین اثــر غلظــت نمـک بــر رشــد و تولیــد   دارد. 
ــک  ــاروتن در دو جلبــ              و  D. bardawilبتاکــ

D. tertiolecta  25-5که دامنه شوري بـین  نشان داد 
ــراي رشــد ایــن دو جلبــک مناســب اســت درصــد   ب

)Gomez  ،ــاران و  Cifuentes؛ 2003و همکــــــــ
ــاران،  ــال   Kushner .)1996همک ــاران در س و همک

  ، غلظت نمک لازم براي رشد بهینـه در جلبـک  1978
D. bardawil  و D. tertiolecta  5-25ترتیـب   بـه 

این تحقیـق بـا   درصد گزارش کردند. نتایج حاصل از 
و همکـاران در   Gomez نتایج مـذکور مطابقـت دارد.  

با مطالعـه  ، 1988سال در  BenAmotzو  2003سال 
اثــرات شــوري بــر تجمــع کاروتنوئیــدها در روي  بــر

ثابــت کردنــد کــه   D. bardawilدونــالیلا ســالینا و
 مولار باعث افزایش درصد 4/17-8/5    افزایش نمک

و همکـاران،   Gomez( سـت تولید بتاکاروتن گردیده ا
ــاران،  BenAmotz؛ 2003 و   Fazeli.)1988و همک

 ،2001در سال  Cifuentes و 2006همکاران در سال 
            بـــر روي درصــد  9/2شــوري   نشــان دادنــد کــه   

D. terteolecta    ــث افــزایش قابــل ملاحظــه  باع
و  Fazeli( کاروتنوئیدها در درون سـلول شـده اسـت   

و همکــــــاران،  Cifuentes؛ 2006همکــــــاران، 
2001(.Garcia   نیز نشـان   2007و همکاران در سال

باعـث   صـد در 35بـه   10 دادند که افـزایش نمـک از  
 ع بتاکاروتن در دونالیلا شده استو تجم افزایش رشد

)Garcia  ،در مطالعه حاضـر نیـز    ).2007و همکاران
هاي مختلـف نمـک    محرز گردید که با افزایش غلظت

تولیـد  ، درصـد  25تـا  جلبـک  در محـیط کشـت ایـن    
  یابد.  بتاکاروتن نیز افزایش می

  
  داري دو به دو درصدهاي شوري از نظر تولید بتاکاروتن نتایج مقایسه سطح معنی - 2جدول 

 p-value درصد شوري p-value درصد شوري
5  ،15 001/0 < 15  ،40 001/0 < 
5  ،20 001/0 < 20  ،35 01/0 < 
5  ،25 001/0 < 20 ، 40 001/0 < 
5  ،30 001/0 < 25  ،35 006/0 < 
10  ،15 001/0 < 25  ،40 001/0 < 
10  ،20 001/0 < 30  ،35 048/0 < 
10  ،25 001/0 < 30  ،40 001/0 < 
10  ،30 001/0 <  -  - 
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Abstract 

Carotenoids are widely being used in medical applications, foods, additive substances and 
cosmetic materials as colors, anti oxidants and anti cancers. Dunaliella as a natural source of 
mass concentration of carotenoids is considered. In this study, the effect of various salt 
concentrations of 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 and 40% on production of Beta Carotene in 
Dunaliella Salina microalgae was evaluated. Dunaliella Salina was isolated from Shahe Lake 
located in south of Tehran and was purified. The dense growth was performed in altered Janson 
medium. The flasks containing medium culture were cultured in suitable conditions. To evaluate 
beta carotene, the obtained extracts from samples were analyzed by HPLC. The results obtained 
from analysis of algae samples with different saltiness (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 and 40%) in 
their culture medium showed a meaningful difference (0.0001) on production amount of beta 
carotene. The maximum production amount of beta carotene was 0.33 microgram in liter in 
saltiness of 25%. The observed results from this study showed that by increasing various 
concentrations in medium culture of this alga until %25 the production of beta carotene 
increased. 
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