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 چکیده

و به منظور تولید  گذاردمیتاثیر  Haematococcus pluvialis عوامل فیزیکوشیمیایی مختلف بر رشد

توده و ترکیبات بیوشیمیایی، این عوامل باید بررسی شوند. اطلاعات محدودی در زمینه مقدار بهینه زیست

ها وجود دارد. بنابراین، در مطالعه حاضر اثرات حذف تدریجی اثرات حذف تدریجی نیتروژن بر ریزجلبک

یل، آستاگزانتین، ترکیبات بیوشیمیایی و پروفایل نیتروژن از محیط کشت در دو مرحله بر میزان رشد، کلروف

توده و کلروفیل تولید شده روزه میزان زیست 55اسیدهای چرب مورد ارزیابی قرارگرفت. در طول دوره کشت 

نسبت به گروه شاهد  (>05/0P) در گروه تیمار )شامل حذف تدریجی نیتروژن از محیط کشت( کاهش معنادار

یزان آستاگزانتین تغییر نکرد. بیشترین میزان آستاگزانتین قبل از تعویض محیط که م نشان داد، در حالی

کشت در هر دو گروه آزمایش مشاهده شد. در پایان دوره آزمایش، ترکیبات لیپید، پروتئین و کربوهیدرات در 

نیتروژن، کشت فاقد نیتروژن، نسبت به گروه شاهد کاهش یافت. پروفایل اسیدهای چرب نشان داد که با حذف 

میزان اسیدهای چرب غیراشباع کاهش یافت. در کل، نتایج این پژوهش نشان داد که حذف تدریجی نیتروژن 

از محیط کشت سبب تغییر در میزان زیست توده و ترکیبات بیوشیمیایی ریزجلبک شد. در همین شرایط 

د آستاگزانتین تحت تاثیر قرار های ریزجلبک بتدریج تحت تنش شدید قرار گرفتند، در نتیجه تولیچون سلول

 نگرفت.
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مقدمه

 7000از  شیسبز شامل ب یهازجلبکیر

مختلف رشد  یهاستگاهیگونه هستند که در ز

توده ستیز(. Shah et al., 2016) کنندیم

 ،یانرژ دیتول یبرا هیبه عنوان مواد اول زجلبکیر

حاصل از  یستیز یانرژ یبرا یمناسب نیگزیجا

کشت  احتمالاوجود،  نیا . بااست اهانیگ

 یانرژ دیاهداف تول یتنها برا هازجلبکیر

 نی. بنابراستین صرفه به یاز نظر اقتصاد یستیز

مورد  همواره زین هازجلبکیر گرید یکاربردها

 Panis and) قرار گرفته است یبررس

Carreon, 2016  .) 

خاص  تنش طیکه تحت شرا ییهازجلبکیر

           دهایپیبه همراه ل توانندیم شوند،یکشت م

از  یمقدار قابل توجه ها،دراتیو کربوه

کنند که  رهیرا ذخ هیثانو یهاتیمتابول

اقتصادی و سودآور  هاآن یصنعت یبرداربهره

 دیکاروتنوئرنگدانه  هاتیمتابول نیا نیدر باست. 

 باتیترک نیتراز با ارزش یکی نیآستاگزانت

             در  از کاربردها یاگسترده فیها با طجلبک

              ها های بهداشتی، افزودنیمواد غذایی، مکمل

 Panis and) است های خوراکیو رنگ

Carreon, 2016.) 

 کی Haematococcus pluvialisگونه 

 متعلق به رده  نیریآب ش سلولیتک  زجلبکیر

خانواده ( و Chlorophyceaeهای سبز )جلبک

Haematococcaceae از  یاریاست که در بس

 Jannel et) شودیم افتیجهان  یهاستگاهیز

al., 2020) نیتریعنوان غن به زجلبکیر نیا 

 یو موجود زنده اصل یعیطب نیمنبع آستاگزانت

در نظر گرفته  یمحصول تجار نیکننده ا دیتول

برای  یصنعت اسیو در حال حاضر در مق شودیم

 یانسان یکاربردها یبرا دیکاروتنوئ نیا دیتول

 نیآستاگزانت ،حال نیبا ا .شودیکشت م

یک از  ترکم H. pluvialisاستخراج شده از 

جهان را به خود اختصاص  دیاز کل تول درصد

 (. Zhao et al., 2019) دهدیم

 اریبس H. pluvialis ییایمیوشیب اتبیترک

 ه،یبه منشا سو یادیز یاست و بستگ ریمتغ

 ای یطیمح طیآن و شرا اتیمرحله چرخه ح

با  نیو تجمع آستاگزانت وسنتزیکشت دارد. ب

همراه است  هیاول سمیمتابول یرهایدر مس رییتغ

 هادراتیسطح کربوه شیبا افزا یکه به طور کل

و  دهایچرب و کاهش نوکلئوت یدهایو اس

و  دیاس کیگلوتام ی)به استثنا نهیآم یدهایاس

چرخه  لیبه دل. شودیم همراه( ونیگلوتات

 بیترک H. pluvialis منحصر به فرد یزندگ

ی مراحل نیبدر حدفاصل  جلبکریز نیا یسلول
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 متفاوت است اریبس است، سبز و قرمز که به رنگ

(Shah et al., 2016 .) 

       کشت یرشد برا طیاز مح یانواع مختلف

H. pluvialis نیترمتداول که شودیم استفاده 

و  BG-11، BBM ند ازهست ها عبارتآن

OHM. یکشت برا طیمح بهینه بیترک کی 

رشد و تجمع  یبه سرعت بالا یابیدست

 یتجمع بالا یآل برادهیا بیتوده از ترکستیز

 ,.Shah et al) است متفاوت نیآستاگزانت

های مختلف کشت شاخصسازی بهینه (.2016

و دما برای  pHمانند ترکیب محیط کشت، نور، 

ن توده زیاد و تولید آستاگزانتیدستیابی به زیست

ضروری است. بیشتر این  H. pluvialisاز 

       دارای حالت بهینه مختلف برای ها شاخص

توده و یا تولید آستاگزانتین تجمع زیست

هستند. علاوه بر این مشخص شده است که 

تغییر در ترکیبات محیط کشت، سبب تغییرات 

ها از جمله ترکیب بیوشیمیایی ریزجلبک

و کربوهیدرات  هاها، لیپیدها، پروتئینرنگیزه

 (. Jannel et al., 2020شود )می

          باعث  دیشد تحت تنشقرار گرفتن 

 هاتنش نی. اشودیم نیتجمع آستاگزانت شیافزا

 زیآمتید و تجمع موفقنمتنوع باش دنتوانیم

 ای شدید نشت کیتوسط  تواندیم نیآستاگزانت

موارد  یدر بعض .ها اتفاق بیفتدتنش از یبیترک

باشند، رشد  دیها در معرض تنش شداگر سلول

ها در مدت و سلول شودمیها کاملا متوقف سلول

 از بین رفتنشروع به  یزمان نسبتا کوتاه

 (. Shah et al., 2016) کنندیم

تجمع بیش از حد کاروتنوئید یا آستاگزانتین 

توان با قرار دادن کشت در درون سلولی را می

د غذایی از طریق تنش معرض کمبود موا

 تروژنیحال اگر ن نیبا ابخشید. بهبود نیتروژن 

 زین یسلول بیآس ،نشود نیمااصلا ت ایکم 

 لیقابل توجه کلروف بیتخر علت به تواندیم

 (. Oslan et al., 2021اتفاق بیفتد )

منجر به تجمع  ،طیدر مح ییکمبود مواد غذا

. کمبود شودیم هاسلولدر داخل  نیآستاگزانت

نیتروژن یکی از راهکارهای موثر در افزایش 

 تروژنین تیمحدودتولید آستاگزانتین است. 

 نسبت به نیآستاگزانت دیباعث دو برابر شدن تول

 لیبه دل تواندیکه م شودیفسفر م شرایط کمبود

این  .باشد تروژنیاز کمبود ن یناش سلولی بیآس

در کمبود را  لیکاهش قابل توجه کلروفمورد،

کمبود فسفر نشان شرایط با  سهیدر مقانیتروژن 

. با این وجود، (Saha et al., 2013) دهدیم

های مختلفی به محدودیت نیتروژن در پاسخ

 گزارش شده است. H. pluvialisریزجلبک 
 

  



 1402(، 2)11وژی و بیوتکنولوژی آبزیان: زارعی و زمانی                                                                         فیزیول [98]

 

های متعددی از اثرات تاکنون گزارش

محدودیت نیتروژن بر رشد و میزان تولید 

منتشر شده است  H. pluvialisآستاگزانتین 

(Ordog et al., 2012; Zhang et al., 

2019; Li et al., 2022 با این وجود، اطلاعات .)

محدودی در زمینه اثرات حذف تدریجی 

ی نیتروژن بر رشد و ترکیبات بیوشیمیای

رو  وجود دارد. از این H. pluvialisریزجلبک 

ه در این پژوهش، تنش محدودیت نیتروژن ب

 H. pluvialisصورت تدریجی بر ریزجلبک 

           اعمال شد و اثرات آن بر رشد و میزان 

ترکیبات بیوشیمیایی از جمله لیپید، پروتئین، 

و آستاگزانتین و همچنین پروفایل  کربوهیدرات

چرب ریزجلبک مورد بررسی قرار  اسیدهای

 گرفت.

 

 هاروش و مواد

 Haematococcus pluvialisریزجلبک 

UTEX 2505  مورد استفاده در این پژوهش از

های شرکت آرین گستر خریداری شد. سلول

ریزجلبک در محیط کشت مایع اصلاح شده 

BG-11  کشت داده شد  1مطابق جدول

(Hermansyah et al., 2018.) 

 

 

 

 BG-11کشت  طیمح ترکیبات :1 جدول

 ترکیبات
 غلظت

 لیتر(میلی 200ر د)گرم 

3NaNO 18 

4HPO2K 8/0 

O2.7H4MgSO 5/1 

O2.2H2CaCl 72/0 

O2Citric Acid.H 12/0 

]2)7O4H6[Fe(C5)4(NH 12/0 

O2EDTA.2H2Na 02/0 

BG-11 Trace Metals 

Solution 
 لیترمیلی 1

 ر لیتردگرم  هاریزمغذی

3BO3H 4/1 

2MnCl 9/0 

O2.7H4ZnSO 22/0 

O2.2H4MoO2Na 39/0 

O2.5H4CuSO 079/0 

O2).6H3Co(NO 049/0 

 

 طراحی آزمون و شرایط تیمار

در این آزمایش در طول دوره کشت دو بار 

محیط کشت در هر دو گروه شاهد و تیمار 

)حذف تدریجی نیتروژن( تعویض شدند. به این 

ترتیب که در شروع آزمایش میزان نیتروژن هر 

روز از  15دو گروه مشابه بودند. پس از گذشت 

 شروع آزمایش محیط کشت هر دو گروه تعویض 
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که در گروه تیمار غلظت شدند. با این تفاوت 

نیتروژن به نصف غلظت اولیه کاهش یافت، در 

که در گروه شاهد تغییری در غلظت  حالی

نیتروژن ایجاد نشد. در ادامه آزمایش پس از 

روز از تعویض اول محیط کشت،  15گذشت 

مجدد محیط کشت هر دو گروه تعویض شد و 

طور کامل از ه این بار در گروه تیمار، نیتروژن ب

محیط کشت حذف شد، اما محیط کشت گروه 

شاهد همچنان بدون تغییر، تعویض شد. این 

لیتری حاوی میلی 250های مطالعه در ارلن

لیتر محیط کشت مایع انجام شد. میلی 150

 330ها تحت روشنایی مداوم با شدت نوری ارلن

مربع در ثانیه و دمای  میکرومول فوتون بر متر

گراد نگهداری درجه سانتی 25±2متوسط 

 شدند.

 

 گیری رشد ریزجلبکاندازه

 10ابتدا سوسپانسیون ریزجلبک به مدت 

دور در دقیقه  12000دقیقه با سرعت 

( ، آلمانUniversal 32 ،Hettichسانتریفیوژ )

در  ،دهشبه آرامی جدا  روییشد. سپس محلول 

تا خشک شود. سپس شد دمای اتاق قرار داده 

 گیری شد. وزن خشک زیست توده اندازه

 

 

 

 گیری میزان کلروفیلاندازه

از هر ارلن سوسپانسیون جلبکی برداشت و 

دور در  12000دقیقه با سرعت  10به مدت 

به دست دقیقه سانتریفیوژ شد. سپس به رسوب 

به دست آمده د. مخلوط شمتانول اضافه  ،آمده

پس از همزدن توسط ورتکس سانتریفیوژ شده و 

و  652های در طول موج روییجذب محلول 

نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر  665

(UV-160A ،Shimadzuخوانده شد. ، ژاپن )

سپس با استفاده از معادلات مربوطه میزان 

 Lichtenthaler and)کلروفیل محاسبه شد 

Buschmann, 2001 .) 

 

 گیری محتوای آستاگزانتیناندازه

از سانتریفیوژ به دست آمده به رسوب 

            اضافه شد.  DMSOسوسپانسیون جلبک 

درجه  70دقیقه در دمای  10سپس به مدت 

درون حمام آب گرم قرار گرفت. در گراد سانتی

دقیقه در  10)ها سانتریفیوژ شدند نمونه ،ادامه

در  روییو جذب محلول دور در دقیقه(  12000

شد و محاسبات خوانده نانومتر  530طول موج 

و همکاران  Liyanaarachchiاساس روش  بر

 ( انجام شد. 2020)
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 گیری میزان کربوهیدرات کلاندازه

 5توده خشک جلبک گرم زیستمیلی 10به 

 10لیتر اسید سولفوریک اضافه و به مدت میلی

، UP100H ،Hielscherدقیقه سونیکیت )

به مدت یک  به دست آمده( شد. مخلوط آلمان

گراد نگهداری شد. درجه سانتی 100ساعت در 

دقیقه  10به مدت به دست آمده سوسپانسیون 

سانتریفیوژ و محلول دور در دقیقه  12000در 

میکرولیتر  600د. سپس شبه آرامی جدا  رویی

درصد  5میکرولیتر فنل  120اسید سولفوریک و 

میکرولیتر عصاره جلبک اضافه شد.  180به 

 90دقیقه در  5به مدت به دست آمده مخلوط 

نگهداری شد. پس از آن به گراد سانتیدرجه 

دقیقه در دمای  15دقیقه در یخچال و  5مدت 

ها در اتاق قرار داده شد. در پایان جذب نمونه

شد و با استفاده  خواندهنانومتر  490طول موج 

از منحنی استاندارد گلوکز غلظت کربوهیدرات 

 ,.DuBois et alدست آمد )ه نمونه مجهول ب

1956  .) 

 

 گیری میزان پروتئین محلولاندازه

 3توده خشک جلبک گرم زیستمیلی 10به 

نرمال اضافه و  5/0لیتر هیدروکسیدسدیم میلی

دقیقه سونکیت شد. پس از آن به  5به مدت 

در گراد سانتیدرجه  80دقیقه در  10مدت 

گرفت. پس از خنک شدن در  حمام آب گرم قرار

دور  12000دقیقه در  10، به مدت دمای محیط

,.Kobayashi et al) سانتریفیوژ شددر دقیقه   

، یک روییمیکرولیتر محلول  100(. به 2013

لیتر محلول برادفورد اضافه و جذب محلول میلی

شد. از  خواندهنانومتر  595در طول موج 

آلبومین سرم گاوی به عنوان محلول استاندارد 

 (.Bradford, 1976استفاده شد )

 

 گیری میزان لیپید کلاندازه

لیتر قطر و یک میلیمیکرولیتر آب م 100

توده گرم زیستمیلی 10اسیدسولفوریک به 

به دست آمده خشک جلبک اضافه شد. مخلوط 

گراد سانتیدرجه  100دقیقه در  10به مدت 

قرار گرفت. پس از خنک شدن در دمای محیط 

معرف فسفووانیلین اضافه شد. جذب محلول در 

 Chai etنانومتر خوانده شد ) 530طول موج 

al., 2018) همچنین از کلسترول به عنوان .

 .استاندارد استفاده شد

 

 چرب آنالیز اسید

به منظور بررسی پروفایل اسید چرب 

( 2013و همکاران ) Breuer ریزجلبک از روش

گرم میلی 30همراه با تغییراتی استفاده شد. به 

لیتر متانول میلی 2توده خشک جلبک زیست
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فه شد. درصد اسید سولفوریک اضا 5حاوی 

 70ساعت در  3به مدت به دست آمده مخلوط 

نگهداری شد. پس از خنک گراد سانتیدرجه 

لیتر هگزان به آن میلی 2شدن در دمای محیط، 

             به مدتبه دست آمده اضافه شد. مخلوط 

دور در دقیقه  12000دقیقه با سرعت  5

جدا شد. پس از اضافه  روییسانتریفیوژ و محلول 

لیتر آب مقطر و سانتریفیوژ مجدد میلی 2کردن 

دو فاز مشاهده شد. در پایان، فاز آلی توسط 

سنج جرمی طیف -دستگاه کروماتوگرافی گازی

(GC/MSD ،Agilent Technologies ،

 آمریکا( مورد بررسی قرار گرفت.

 تجزیه و تحلیل آماری

با  هادهداتکرار انجام شد.  سهآزمایش با 

و با  SPSS Statistics 26.0افزار استفاده از نرم

 95اطمینان سطح  در T-testاستفاده از آزمون 

 .ندشد( بررسی >05/0Pدرصد )

 

 نتایج

 ارزیابی رشد ریزجلبک

 تولید شده توسط تودهستیز میزان

شاهد و  طیشرا در H. pluvialis زجلبکیر

نشان داده  1در شکل  تروژنین یجیحذف تدر

 شده است.

 

 

شاهد و  طیدر شرا Haematococcus pluvialis زجلبکیر توده تولید شده توسطمیزان زیست: 1 شکل

های مشخص ها در زماناختلاف معنادار بین گروه. (n=3؛ انحراف معیار ±)میانگین  تروژنین یجیحذف تدر

 .(>05/0P) داده شده استبا حروف مختلف نشان 
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توده تولید شده توسط میزان زیست

در شرایط شاهد و  H. pluvialisریزجلبک 

تیمار )شامل حذف تدریجی نیتروژن( تا قبل از 

تعویض کردن محیط کشت )روز پانزدهم( 

 30دار نشان ندادند. در روز اختلاف معنی

مرحله دوم تعویض محیط آزمایش )قبل از 

دار در میزان زیست توده کشت( کاهش معنی

تولید شده در گروه تیمار نسبت به گروه شاهد 

(. در روز پایانی دوره >05/0Pمشاهده شد )

توده تولید شده در گروه کشت میزان زیست

درصد نسبت به گروه شاهد کاهش  24/17تیمار 

 یافت.

 

 های فتوسنتزیرنگیزه

 H. pluvialisریزجلبک  کلروفیل کلمقدار 

نشان داده  2در دو گروه شاهد و تیمار در شکل 

 ،شودطور که مشاهده می شده است. همان

میزان کلروفیل در روز پانزدهم کشت )قبل از 

تعویض کردن محیط کشت( در گروه شاهد و 

 54/5±53/0و  98/5±44/0تیمار به ترتیب 

دار که اختلاف معنی بودلیتر میکروگرم در میلی

 در میزان کلروفیل دو گروه مشاهده نشد

(05/0P>)آزمایش  30این، در روز  . علاوه بر

 کاهش)پایان دوره اول تعویض محیط کشت و 

غلظت نیتروژن در گروه شاهد(  نصفنیتروژن به 

میزان کلروفیل همچنان بین دو گروه شاهد و 

. در (<05/0P)دار نشان نداد تیمار اختلاف معنی

( که 55که در پایان دوره آزمایش )روز  حالی

همراه با حذف کامل نیتروژن از محیط کشت 

 ،بود، میزان کلروفیل کاهش قابل توجهی یافت

ها در گروه تیمار که میزان این رنگیزه طوریه ب

 درصد در مقایسه با گروه شاهدکاهش یافت. 70

 

 محتوای آستاگزانتین

نتین ریزجلبک ، محتوای آستاگزا3در شکل 

H. pluvialis  در دو گروه شاهد و تیمار نشان

دهد که در نتایج نشان می داده شده است.

آزمایش در محتوای  55و  30، 15روزهای 

ف آستاگزانتین میان دو گروه شاهد و تیمار اختلا

(. اگرچه <05/0P) وجود نداشتداری معنی

بیشترین میزان آستاگزانتین استخراج شده 

آزمایش )قبل از تعویض محیط  15به روز مربوط 

 کشت( در هر دو گروه است.
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در شرایط شاهد و حذف تدریجی  Haematococcus pluvialisریزجلبک  (a+b)میزان کلروفیل  :2شکل 

های مشخص با حروف مختلف زمانها در (. اختلاف معنادار بین گروهn=3انحراف معیار؛  ±نیتروژن )میانگین 

 .(>05/0Pنشان داده شده است )

 

 

در شرایط شاهد و حذف تدریجی  Haematococcus pluvialisریزجلبک میزان آستاگزانتین  :3شکل 

با حروف مختلف های مشخص ها در زمان(. اختلاف معنادار بین گروهn=3انحراف معیار؛  ±نیتروژن )میانگین 

.  (>05/0Pنشان داده شده است )
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 ترکیبات بیوشیمیایی ریزجلبک

میزان ترکیبات بیوشیمیایی  4شکل 

، پروتئین الف( -4)شکل ریزجلبک شامل لیپید 

در را ج(  -4)شکل و کربوهیدرات ب(  -4)شکل 

 دهد.دو گروه شاهد و تیمار نشان می

 

 

 

 

 

در شرایط شاهد و حذف  Haematococcus pluvialisریزجلبک  : ترکیبات بیوشیمیایی ریزجلبک4شکل 

اختلاف معنادار الف( لیپید. ب( پروتئین. ج( کربوهیدرات. (. n=3انحراف معیار؛  ±تدریجی نیتروژن )میانگین 

 (.>05/0P)های مشخص با حروف مختلف نشان داده شده است ها در زمانبین گروه
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دهد که در پایان دوره کشت نتایج نشان می

مقادیر لیپید، پروتئین و کربوهیدرات در گروه 

درصد  60/32و  85/39، 80/39تیمار به ترتیب 

نسبت به گروه شاهد کاهش داشت. بنابراین، در 

این پژوهش با حذف کامل نیتروژن از محیط 

ترکیبات بیوشیمیایی ریزجلبک کشت میزان 

 (.>05/0Pدار یافت )کاهش معنی

 

 اسیدهای چرببررسی 

 H. pluvialisپروفایل اسیدچرب ریزجلبک 

نشان داده  2در دو گروه شاهد و تیمار در جدول 

شده است. در میان اسیدهای چرب اشباع شده 

و اسید  (C16:0)به ترتیب اسید پالمتیک 

بیشترین سهم را در هر دو  (C18:0)استئاریک 

اند و گروه شاهد و تیمار به خود اختصاص داده

چرب در دو گروه شاهد  میزان این دو نوع اسید

در  (.<05/0Pدار نداشتند )و تیمار اختلاف معنی

میان اسیدهای چرب غیراشباع کمترین میزان 

اسید چرب مربوط به اسید پالمیتولئیک 

(C16:1) و تیمار اختلاف  بود که در گروه شاهد

 (.<05/0Pدار نشان ندادند )معنی

 

 دوره رشد انیدر پا تیمارشاهد و  گروهدر  Haematococcus pluvialisچرب  یدهایاس پروفایل :2جدول 

(n=3انحراف معیار؛  ±)میانگین 

 (درصد) گروه تیمار (درصد) گروه شاهد چرب اسیدطول زنجیره  چرب نوع اسید

Palmitic Acid C16:0 27/89±2/60 a 26/67±6/07 a 

Palmitoleic Acid C16:1 1/28±0/00 a 1/68±0/33 a 

Stearic Acid C18:0 6/30±1/14 a 6/21±0/54 a 

Oleic Acid C18:1 3/23±0/28 a 4/53±0/59 b 

Linoleic Acid C18:2 17/00±0/53 a 10/76±2/50 b 

Linolenic Acid C18:3 20/71±0/08 a 15/75±3/97 a 

SFAs - 33/79±1/71 a 32/88±6/31 a 

USFAs - 41/58±0/31 a 32/74±5/54 b 

SFAs؛: اسیدهای چرب اشباع USFAsاسیدهای چرب غیراشباع :. 

 .(>05/0P) دار با حروف مختلف نشان داده شده استاختلاف معنیدر هر ردیف 
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چرب غیراشباع مربوط  بیشترین میزان اسید

بود که تحت تنش  (C18:3)به اسید لینولنیک 

دار یافت نیتروژن در گروه تیمار کاهش معنی

(05/0P<بعد از آن اسید .)  چرب اسید

بیشترین میزان را در  (C18:2)لینولئیک 

اسیدهای چرب غیراشباع داشت. هر چند میزان 

این اسید چرب تحت تنش نیتروژن کاهش 

یافت. در کل، درصد اسیدهای چرب اشباع در 

دار نداشت گروه شاهد و تیمار اختلاف معنی

(05/0P> در حالی که درصد اسیدهای چرب ،)

غیراشباع با حذف نیتروژن از محیط کشت 

 (.>05/0P) دار یافتیکاهش معن

 

 بحث

طور عمده ه در دسترس بودن مواد غذایی ب

ها ضروری نیتروژن و فسفر برای رشد ریزجلبک

است. نیتروژن یکی از اجزای اصلی در بسیاری 

ها، های درشت زیستی مانند کلروفیلاز مولکول

است. در نتیجه، تنش  DNAها و پروتئین

سلول از  نیتروژن اثرات منفی بر فیزیولوژی

 (.Ordog et al., 2012جمله رشد سلول دارد )

دهنده ارتباط  هایی وجود دارد که نشانگزارش

مستقیم رشد ریزجلبک با غلظت نیتروژن در 

(. Zhu et al., 2014محیط کشت است )

Tarazona-Delgado ( 2021و همکاران ) با

 Picocystisاثر تنش نیتروژن بر مطالعه 

salinarum  دادند که در گروه شاهد نشان

توده در پایان دوره کشت بالاترین میزان زیست

که با  آزمایش( تولید شد، در حالی 20)روز 

توده تولید افزایش محدودیت نیتروژن زیست

آزمایش  20ریزجلبک در روز این شده توسط 

                      Zhuاساس نتایج  کاهش یافت. همچنین بر

                  توده در میزان زیست( 2015و همکاران )

 Chlorellaتولید شده توسط ریزجلبک 

zofingiensis  تحت تنش محدودیت نیتروژن

درصدی نسبت به گروه شاهد در  72کاهش 

روز( مشاهده شد. در این  6پایان دوره کشت )

پژوهش پس از حذف تدریجی نیتروژن که طی 

له اول دو مرحله این کار صورت پذیرفت )در مرح

و در مرحله دوم حذف  نصفنیتروژن به  کاهش

توده تولید شده میزان زیست کامل نیتروژن(

نسبت به گروه شاهد کاهش یافت. با مقایسه با 

های موجود در حذف کامل نیتروژن، گزارش

حذف مرحله به مرحله نیتروژن کاهش شدیدی 

 ها ایجاد نکرد. توده ریزجلبکدر میزان زیست

اجزای ضروری در فرایند  کلروفیل از

فتوسنتز و یک شاخص غیرمستقیم در سلامت 

ست. همچنین محتوای ا هاگیاهان و ریزجلبک

ها کلروفیل بر میزان فتوسنتز در ریزجلبک

                    گذارد. تنش نیتروژن مانع مستقیما تاثیر می
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     از بیوسنتز کلروفیل و همچنین تخریب 

              (. Jannel et al., 2020شود )کلروفیل می

                های عمده به تنش نیتروژن دریکی از پاسخ

H. pluvialis ،Dunaliella salina  و

Chlamydomonas reinhardtii  کاهش

 Cakmak etشدید میزان کلروفیل بوده است )

al., 2012; Recht et al., 2012; 

Sathasivam et al., 2018 پژوهش (. در این

نصف غلظت در گروه تیمار محدودیت نیتروژن با 

نیتروژن در گروه شاهد، تغییری در میزان 

حال حذف  کلروفیل ایجاد نکرده بود. در عین

کامل نیتروژن از محیط کشت سبب کاهش 

 میزان کلروفیل در پایان دوره کشت شد.

در شرایط نامساعد محیطی یا کشت مانند 

شوری بالا، نور زیاد و کمبود مواد غذایی تعادل 

های فعال اکسیژن برهم بین تولید و حذف گونه

و در نهایت منجر به تنش اکسیداتیو  خوردمی

                 شود. پاسخ اولیه به تنش اکسیداتیو درمی

H. pluvialis  شامل تنظیم سیستم آنزیمی

زا که شرایط تنش اکسیدانی است. هنگامیآنتی

ادامه یافت این واکنش با بیوسنتز و تجمع 

                   توان آن را د که میشآستاگزانتین جایگزین 

                 به عنوان یک مکانیسم دفاعی بلند مدت در

          نظر گرفت. بنابراین تجمع آستاگزانتین در

H. pluvialis ک پاسخ سلولی به شرایط تنش ی

(. نیتروژن یکی از Shah et al., 2016است )

مواد غذایی ضروری است که رشد سلول و 

برای  ویژهرا ب H. pluvialisفعالیت آنزیمی 

دهد تولید آستاگزانتین تحت تاثیر قرار می

(Oslan et al., 2021 در این پژوهش دو دلیل .)

شرایط  برای کاهش میزان آستاگزانتین تحت

حذف کامل نیتروژن وجود دارد. یک دلیل این 

های است که تحت شرایط تنش نیتروژن سلول

های جلبک، انرژی خود را برای حفظ فعالیت

فیزیولوژیکی اساسی پس از حذف نیتروژن حفظ 

کنند و در نتیجه این انرژی و اسکلت کربنی 

د که نتیجه شبرای تولید آستاگزانتین استفاده ن

 Zhang et) بودآن کاهش میزان آستاگزانتین 

al., 2019 دلیل دیگر آن است که با حذف .)

های ریزجلبک به تدریجی نیتروژن، سلول

باره تحت تنش شدید قرار نگرفتند و در یک

نتیجه تولید آستاگزانتین برای مقابله با تنش 

تحت تاثیر قرار نگرفت. بنابراین با اعمال 

ها تحریک به تدریجی نیتروژن، سلولمحدودیت 

ند. در گروه شاهد نیز با دتولید آستاگزانتین نش

های هر بار تعویض محیط کشت، سلول

ریزجلبک در محیط کشت تازه و غنی از مواد 

و در نتیجه در شرایط رشد  کردغذایی رشد 

 . ندادمطلوب، افزایش تولید آستاگزانتین رخ 
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تولید نیتروژن یک عنصر ضروری برای 

ه که کمبود آن ب طوریه ب ،اسیدهای آمینه است

ها را کاهش طور چشمگیری بیوسنتز پروتئین

دهد و باعث مهار چرخه اسید سیتریک می

شود. نتیجه آن کاهش تقسیم سلولی و به می

دنبال آن کاهش پروتئین در مراکز واکنشی 

فتوسیستم و زنجیره انتقال الکترون فتوسنتزی 

و  Cobos (.Msanne et al., 2012است )

                   ( کاهش در میزان پروتئین 2017همکاران )

                   ، در شرایط کمبود نیتروژن را گزارش کردند

 Acutodesmusکه این میزان در  طوریه ب

obliquus  درصد، در  7/9به  8/12از

Ankistrodesmus sp.  درصد  5/10به  5/14از

 2/14به  2/31از  Chlorella lewiniiو در 

طور مشابه در پژوهش ه درصد کاهش یافت. ب

نیز با حذف کامل نیتروژن از محیط حاضر 

 کشت، میزان پروتئین کاهش یافت.

ای تولید کربوهیدرات به ذخایر تغذیه

نیتروژن عنصر ضروری  .ریزجلبک وابسته است

های جلبک با در متابولیسم کربن است. سلول

های مختلف یم و کنترل فتوسنتز به غلظتتنظ

 ,.Zhang et alدهند )نیتروژن پاسخ می

2019 .)Tarazona-Delgado  و همکاران

( گزارش کردند که در شرایط تنش 2021)

           نیتروژن، محتوای کربوهیدرات در ریزجلبک

P. salinarum  کاهش یافت. کمبود نیتروژن از

میزان فتوسنتز را طریق کاهش میزان کلروفیل، 

کند که نتیجه آن، کاهش در تولید محدود می

 Geider et al., 1993; Daکربوهیدرات است )

Silva et al., 2009 ،به دلیل کمبود نیتروژن .)

و فعالیت مرکز  IIبازده فتوشیمیایی فتوسیستم 

 Zhao etیابد )کاهش می IIواکنش فتوسیستم 

al., 2017 در میزان این، کاهش  بر(. علاوه

های سلول در نتیجه کاهش نیتروژن، پروتئین

های کلروپلاست پروتئینتولید باعث مهار 

کند شود و بنابراین فتوسنتز را نیز مختل میمی

(Young and Beardall, 2003ب .) طور ه

مشابه در این پژوهش نیز تحت شرایط حذف 

کامل نیتروژن همراه با کاهش در میزان کلروفیل 

 ن، میزان کربوهیدرات نیز کاهش یافت.و پروتئی

توانند تحت شرایط نامطلوب لیپیدها می

برای بقا و تکثیر سلولی متابولیزه شوند 

(Courchesne et al., 2009 همچنین .)

های ذخیره شده لیپیدها و کربوهیدرات

و تجمع تولید توانند در شرایط تنش به می

با  (.Li et al., 2020آستاگزانتین کمک کنند )

هایی از افزایش میزان لیپیدها این وجود گزارش

تحت شرایط تنش شدید نیتروژن نیز وجود دارد 

(Tarazona-Delgado et al., 2021 در .)

کاهش میزان لیپید تحت تنش حاضر پژوهش 
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تواند به این علت باشد که با کاهش نیتروژن می

میزان کربوهیدرات، اسکلت کربنی لازم برای 

ها به میزان کافی در دسترس نبوده لیپیدتولید 

است. همچنین تحت تنش نیتروژن، تجزیه 

های فیزیولوژیکی لیپیدها برای حفظ فعالیت

 ضروری برای بقای سلولی نیز رخ داده است. 

چرب  نیتروژن نقش مهمی در پروفایل اسید

      ها و روند تولید اسیدهای چرب در ریزجلبک

        مشابه با  (.Yaakob et al., 2021دارد )

چرب  میزان اسید کمترین، حاضر نتیجه پژوهش

C18:2  وC18:3  به دلیل محدودیت نیتروژن

 Picocystisو  .Coccomyxa spدر 

salinarum ( گزارش شده استMsanne et 

al., 2012; Tarazona-Delgado et al., 

2021 .)Zhu ( نیز 2015و همکاران )                

گزارش کردند که تحت شرایط تنش نیتروژن، 

های در میزان اسیدهای چرب اشباع ریزجلبک

C. zofingiensis  نسبت به گروه شاهد تغییری

که کاهش معنادار در  مشاهده نشد، در حالی

میزان اسیدهای چرب غیراشباع نسبت به گروه 

و همکاران  Liuشاهد مشاهده شد. همچنین 

یزان اسیدهای چرب ( نشان دادند که م2022)

 Chlorella vulgarisغیراشباع ریزجلبک 

روز، کاهش  9تحت تنش نیتروژن به مدت 

طور ه نسبت به گروه شاهد یافت. ب یدارمعنی

مشابه، در این پژوهش نیز در پاسخ به حذف 

کامل نیتروژن، میزان اسیدهای چرب غیراشباع 

کاهش یافت. اسیدهای چرب غیراشباع ترکیب 

ساختار غشای کلروپلاست هستند و اساسی در 

نقش آنها در یکپارچگی ساختار غشا در 

های سبز بسیار مهم است. بنابراین کاهش جلبک

تواند با در میزان اسیدهای چرب غیراشباع می

اثر محدودیت نیتروژن بر سیستم فتوسنتزی 

 (.Chia et al., 2013جلبک نیز مرتبط باشد )

ژن، در این پژوهش بینشی از نقش نیترو

توده و شرایط حذف تدریجی آن در تولید زیست

 H. pluvialisترکیبات بیوشیمیایی ریزجلبک 

               چرب ریزجلبک  و همچنین پروفایل اسید

شود به منظور ارائه داد. همچنین پیشنهاد می

                      درک بهتر تغییرات بیوشیمیایی ریزجلبک 

ی نیتروژن، مطالعه تحت شرایط حذف تدریج

 متابولومیکس صورت پذیرد.
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Abstract  

Different physicochemical factors influence the growth of Haematococcus 

pluvialis and should be assessed in order to optimal production of biomass and 

its chemical composition. There is few information on the effect of gradual 

nitrogen limitation on the microalgae.  Hence, in the present study the effects of 

gradual nitrogen removal from culture medium, in two stages, on growth, 

chlorophyll and astaxanthin content, biochemical compounds and fatty acid 

profile in H. pluvialis was evaluated. During 55 days culture, biomass production 

and chlorophyll content in the treatment group showed a significant decrease 

(P<0.05) compared to the control, whilst no significant change was observed in 

the astaxanthin content. The highest content of astaxanthin was observed before 

the replacement of culture medium in both experimental groups. At the end of the 

experiment, the content of lipid, protein, and carbohydrate in the nitrogen-free 

culture showed a significant decrease. Fatty acid profile showed a reduction in 

unsaturated fatty acid with nitrogen limitation. Overall, the results showed that 

the stepwise nitrogen depletion caused a change in biochemical composition of 

microalgae. In the same condition, as the algal cells were gradually subjected to 

severe stress, consequently, the production of astaxanthin was not affected. 
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