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های انجماد خشک و به روشهای آب شیرین ای نگهداری برخی جلبکبررسی مقایسه

 محافظت سرمایی

 
 *(2)اسلامی رجبی هومن ،(1)الهام فیاضی آتدوتان

 
*rajabi.h@srbiau.ac.ir 

 

 .رانیواحد رشت، رشت، ا ،یدانشگاه آزاد اسلام-4
 .رانی، تهران، ا777/41747: یصندوق پست قات،یواحد علوم و تحق ،یآزاد اسلام دانشگاه-2

 
  4931خرداد تاریخ پذیرش:                                                   4939 اسفند تاریخ دریافت:

 

 چکیده
 محافظت سرمایی و مقایسه قابلیت رشدروش انجماد خشک و به  آب شیرین هایامکان نگهداری جلبک بررسی این تحقیق به منظور

 Chlorococcumو  Chlamydomonas moewusii ،Scenedesmus obliquusگونه جلبک آزمایشی شامل  3انجام شد. آنها 

olefaciens  سه تکرار برای تکرار  نهروز کشت داده شدند. سپس هر گونه با  02ارلن به مدت  6پس از تهیه محیط کشت زایندر در(
 ،ها در ادامههای انجماد خشک و محافظت سرمایی برای نگهداری آماده گردید. جلبکبه روشاز روزهای اول، پنجم و دهم( هر یک 

. گردیدطی روزهای اول، پنجم و دهم پس از خروج از شرایط حفاظتی بررسی  aکشت مجدد شده و رشد آنها با سنجش کلروفیل 
ا با افزودن محیط کشت اختصاصی جلبک به عنوان تیمار شاهد آماده گردید تا مقیاس ارلن نیز برای هر گونه جلبکی تنه 9تعداد 

نتایج نشان داد که بیشترین رشد هر سه گونه در انجماد خشک پس ها در روزهای یکسان فراهم آید. مشابهی برای بررسی رشد جلبک
بالاتر از تیمار شاهد بود. با این وجود تفاوت  (p<0.05داری )از گذشت ده روز از کشت مجدد به دست آمد که به شکل معنی

محافظت سرمایی و انجماد خشک به  پس از Chlorococcum olefaciens و Scenedesmus obliquusداری در میزان رشد معنی
اتی سبز مطالعجلبک های پژوهش حاضر نشان داد که هر دو روش حفاظتی برای نگهداری سه گونه . یافته(p>0.05) دست نیامد

 .ا ارایه نمودنتایج بهتری ر Chlamydomonas moewusiiدر گونه مناسب است، گرچه روش انجماد خشک 
 

 ،انجماد  شکا    ،Chlamydomonas moewusii ،obliquus Scenedesmus ،Chlorococcum olefaciens : لغاا  للیادی  

 محدفظت سرمدیی.
 
 
 
 نویسنده مسئول*
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 مقدمه
 ایگیباهی سباده  زنده شببه  موجوداتگروه وسیعی از  هاجلبک
 و انسبان  هیتغذ در میرمستقیغ و میمستق صورت به که هستند
 ,El Gamal) دارنبد  کباربرد  مختلب  یی ایمیشب  مبواد  دیب تول

ی آورفبن سبت یز از حاصبل  درآمبد  ازی اعمبده  بخش. (2010
 نیتبام  موجبودات  از گبروه  نیب ا توسبط  حاضر حال دریی ایدر
 تبوان یمب  کبه ی طبور  ببه ( Reddy et al., 2010) شبود یمب 

ی دهایاسب  چرب،ی دهایاس انواع ازی سرشار منابع را هاجلبک
 هبا نیتبام یو وی معبدن  مبواد  دها،یساکاریپل ها،نیپروتئ نه،یآم

 ,Richmond, 2006; Hasan & Chakrabarti) دانسبت 

ی هبا گونبه  ببه  تقاضبا  شیافبزا  موجبی طیشرا نیچن. (2009
 ،یصببنعتی هببابخببش در هاسببتفادی بببرا هبباجلبببک ازی خاصب 
 & Barsanti) اسبت  دهیببگردیی غبذا  ویبی  دارو ،یکشباورز 

Gualtieri, 2006.) 
 و هبا یبباکتر  خلاف بر هاجلبک ازی نگهدار وی سازخالص     
 از آنهبا ی زنبدگ  چرخبه ی هبا یدگیب چیپ وجود لیدل به هاقارچ
(. Park, 2006) اسببت برخببوردار جهببان دری کمتببر سببابقه
 وی جداسباز  ببه  اقبدام  ایب دن سراسبر  در یمختلفب ی هاموسسه
 از کبه  اندنموده هاجلبک ازی خاصی کیژنتی هاهیسوی نگهدار
 انگلسبتان در  CCAP کا،یآمردر  UTEX به توانیم جمله آن
 پراکنبده ی هبا تبلاش  رغمیب عل. نمبود  اشباره  آلماندر  SAG و

 Hejazi et al., 2010; Noroozi et) رانیا در گرفته صورت

al., 2011)، کشبور ی بومی هاجلبک از ژن بانک یک همچنان 
 نیب ا در مشبکلات  نیبزرگتبر  ازی کب ی دیشا که امدهین وجود به
 و هبا جلبک مدتیطولانی نگهدار تیقابل عدم به مربوط نهیزم
 .است هازجلبکیر ژهیو به
 شبده  اسبتفاده  هاجلبکی نگهداری برای مختلفی هاروش     
 وسبته، یپ انتقال روغن، ریزی ارنگهد به توانیم جمله آن از که

 ای نییپای دما دری نگهدار و خشک انجماد ،ییسرما محافظت
 (.Day et al., 1997; Park, 2006) نمبود  اشباره  نییپا فوق
 طیمحب  رییب تغ ایب  آب خبروج  هیب پا ببر  هاروش نیا تمام اساس
 serial) زیرکشت متوالی. استی جلبک سلولیی ایمیکوشیزیف

subculturing )ژهیب و به هاجلبکی نگهدار روش نیترلمعمو 
 ادیز تلاش ازمندینی سادگ وجود با که است کوچک اسیمق در
ی هایآلودگ خطر همواره نیا بر علاوه. استی برزمان ندیفرآ و

 & Apt) دارد وجبود  روش نیا بهی نگهدار در هاجلبک هیثانو

Berens, 1999; Day, 2007.) 
 کبردن  خشک ندیفرآ به( Freeze-drying) خشک انجماد     
 خبلا  ی هبا لوله وندر گراددر دمای زیر صفر درجه سانتی مواد
 دومی جهبان  جنب  ی طب  کایآمر در بار نیاول که شودیم گفته
 اسبتفاده  مورد اروپا بهی انتقالی هاسرم فساد ازی ریجلوگی برا
 روش کیبب نببدیفرآ نیببا. (McCleary, 1987) گرفببت قببرار
 عبات یما که است خچالی به ازین بدون دموا انتقالی برای تجار
 ببه  جامد فاز از میمستق صورت به انجماد از پس آن در طیمح
 و هاواکسن داروها، رینظ باتیترک ازی اریبس. روندیمی گاز فاز

 ببه  ازیب ن ببدون  ببه ایبن طریبق    تبوان یم رای قیتزری هاآمپول
ی هبا زمانی برا اتاقی دما در خاصیی ایمیش مواد ای زاتیتجه
 ببا (. Melián-Martel et al., 2012) کبرد ی نگهبدار ی طولان
ی ببرا  روش نیب ا از اسبتفاده  هبای مرببوط ببه   یافتبه  وجود نیا

 et alWagner ;2005 ,.) اسبت  محبدود  هبا جلبکی نگهدار

Tindal, 2007 .)از کبه  اسبت ی گرید روشیی سرما محافظت 
 ازی اریبسب  نگهبداری ی برا عیما تروژنین لهیوس به نییپای دما
 کبه  هرچنبد  ،نمبوده  استفاده هاجلبکی برخ البته و هایباکتر
 ببر ی آبب  سببز ی هبا جلببک  ببه  نهیزم نیا در هاتیموفق شتریب
 .(John, 2011) گرددیم

ی نگهبدار  امکبان  مطالعبه  ببه  حاضر پژوهشبر این اساس،      
دو روش  از اسبتفاده  ببا  رانیب ای ببوم  سبزی هاجلبکبرخی از 

 ببر  عبلاوه . پرداخبت  خشک ت سرماییانجماد خشک و محافظ
 روش دو دری شب یآزمای هاگونه از کی هر ینگهدار تیقابل نیا

گردیبد تبا روشبی     سبه یمقایی سرما محافظت و خشک انجماد
 های بومی در ایران ارایه گردد.مناسب برای نگهداری جلبک

 
 هامواد و روش

 سازی محیط کشتهای جلبکی و آمادهتهیه گونه
 Scenedesmus هبای شامل گونبه  پژوهشین سه جلبک در ا

obliquus ،Chlamydomonas moewusii                  و
Chlorococcum olefaciens ز شببببرکت پژوهشببببی و  ا

تحقیقاتی دانش یاران، تهران تهیه و به صبورت اسبتریل درون   
درب بسبته ببه آزمایشبگاه     لیتری اختصاصیمیلی 02های لوله

های فبوق ببا کمبک    جلبکر است که لازم به ذکمنتقل شدند. 
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( 4391توسببط عابببدینی و همکبباران ) خصوصببیات ژنتیکببی  
 NCBI (National Center for شناسببایی و در سببایت 

Biotechnology Information)   ترتیبب ببا شبماره     نیبز ببه
ثببت   KF584224و  KF58423 ،KF584222هبای  مسلسل

یبق  گردیده بودند. محبیط کشبت مبورد اسبتفاده در ایبن تحق     
( بود Komarek, 1973; Miller, 1978شامل محیط زایندر )

سبازی طببق دسبتورالعمل سبترون     که بلافاصله پس از آمباده 
 گردید.
 

 سازیسترون

سازی تمام وسایل و لبوازم در ایبن پبژوهش ببر     فرآیند سترون
( انجببام 0221) Noëlو  Kawachiاسبباس روش پیشببنهادی 

ی نیز با کمبک الکبل   گرفت. فضای آزمایشی شامل هود میکروب
اتانول و لامپ ماورا  ببنفش ضبدعفونی شبد. همچنبین کلیبه      
وسایل مصرفی یک یا چنبدبار مصبرف نیبز ضبدعفونی شبدند.      
وسببایل ابتدا در آب حبباوی هیپوکلریبت کلسبیم تجباری ببا      

سباعت   1تبا   3 ببرای به ازای هبر لیتبر آب    لیترمیلی 1غلظت 
ت سبدیم ببا غلظبت    ور و سپس درون محلول تیوسولفاغببوطه
شدند. شستشو در مرحلبه آخبر    شستشوگرم در لیتر میلی 30

تا از تشکیل لکه روی ظبروف و   توسط آب مقطر صورت گرفت
سبازی ببه   . تمام وسایل به منظور سبترون لوازم جلوگیری شود

گراد و درجه سانتی 404دقیقه درون اتوکلاو با دمای  41مدت 
ای بعبد ازعملیبات   ل شیشبه اتمسفر قرار گرفتند. وسای 0فشار 

 خشک شود. هااتوکلاو درون آون قرار گرفت تا رطوبت روی آن
درون  لیتریمیلی 4222تا  012های ها درون ارلنتمام محلول

درجبه   404دقیقبه در دمبای    42 ببرای اتوکلاو قرار گرفتبه و  
 ضبدعفونی . گردیدنبد اتمسبفر سبترون    0گبراد و فشبار   سانتی

مواد غیرمقاوم در برابر حرارت نیبز توسبط    ها ومحلول ویتامین
کمتبر از  های اتوکلاو شده( با سوراخغشایی استریل )های فیلتر
 (.Shearer & Jackson, 2006میکرومتر انجام پذیرفت ) 0/2
 

 هاکشت نمونه
ببه  ارلن برای هر جلبک(  یکلیتری ) دوارلن  3ها دورن نمونه

لیتر میلی 4122یزان کشت داده شدند. معنوان محیط ذخیره 
هبا ریختبه   های زایندر بدین منظور داخل ارلبن از محیط کشت

شده و سپس یک لوله هواده در ورودی هر ارلن تعبیه گردیبد.  
ها ببه خبوبی ببا پنببه پوشبانده و دهانبه       روی هر کدام از ارلن

هبا  ها در ادامه با فویل آلومینیومی پیچیده شد. تمام ارلبن ارلن
درجبه   404وکلاو قرار داده شدند تا در دمبای  درون دستگاه ات

دقیقه سترون شوند. کاغذهای فیلتر  02گراد برای مدت سانتی
سبازی  ( بعبد از سبترون  GF/Fمتبر ) میلبی  01اکمن ببا قطبر   

تا از ورود هر گونه  گرفتها در ورودی دستگاه هواده قرار نمونه
 ها جلوگیری گردد.آلودگی ثانویه به داخل ارلن

 02تمببام هببا در مجبباورت شببعله بببا انتقببال نمونببه کشببت    
حباوی  هبای  ارلبن  های خریبداری شبده ببه   جلبکلیتر از میلی

هبا  سبپس تمبام ارلبن    جلبک انجام شبد.  ذخیره محیط کشت
 Parkداخل دسبتگاه کشبت جلبکبی طببق روش پیشبنهادی      

شدت بهینه تابش ببر ایبن اسباس براببر     . ( قرار گرفتند0226)
مترمربع بر ثانیه تنظیم گردید که به نسببت   مول برمیلی 412
تامین  سرد روشنایی به تاریکی توسط دو لامپ فلورسنت 6146

هبا  از کشبت نمونبه   روز 42گردید. لام مرطوب پس از گذشت 
 422تهیه و خلوص نمونه زیر میکروسکوپ نوری با بزرگنمایی 

شناسی انجام گرفت تا از عدم ورود بر اساس خصوصیات ریخت
هبا  جلببک  های مختل  به نمونه اطمینان حاصل شود.لودگیآ

روز و کنترل مبداوم محبیط کشبت ببه فباز       02پس از گذشت 
 نمایی رشد رسیده و برای انجام تحقیق آماده گردیدند.

 انجمادآزمایشی در این پژوهش شامل تیمار  تیمارهای     
تیمار شاهد )برای مقایسه  وسرمایی  محافظتتیمار  ،خشک
ها در دیگر ها در آن به عنوان مبنا با رشد جلبکجلبک رشد

های آزمایشی ها درون ارلنجلبکند. تیمارهای آزمایشی( بود
بر اساس طرح کاملا تصادفی با سه تکرار کشت داده شده و 
رشد آنها طی روزهای اول، پنج و دهم پس از کشت بررسی 

لیتر یمیل 0ها در تیمار شاهد با معرفی . کشت جلبکگردید
های بیست و پنج محیط کشت ذخیره همان گونه به ارلن

لیتر محیط کشت با سه تکرار برای میلی 6لیتری حاوی میلی
در ها تلقیح جلبک نیزهمزمان . هر گونه جلبکی صورت گرفت

تا  انجام پذیرفتتیمارهای انجماد خشک و محافظت سرمایی 
ی بین بکجلهای هر یک از گونهمقیاس مشابهی برای رشد 

 تیمارهای آزمایشی به دست آید.
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 روش انجماد خشکسازی بر اساس آماده
 از کیب  هبر ی حباو  رهیب ذخ کشت طیمح از تریلیلیم 0 زانیم

)سبه تکبرار ببرای هبر یبک از       تکبرار  نبه  ببا ی جلبکی هاگونه
 طیمحب  تبر یلیلب یم 6ی حباو ی هبا لوله درهای آزمایشی( زمان
ی ببرا  ابتدا ظرف هر اتیمحتو تمام. شدند حیتلقی جلبک کشت
 گرفت قراری شکل به عیما تروژنین درون قهیدق 42 زمان مدت
 سپس هاارلن. بپوشاند را ظروف سطحی تمام عیما تروژنین که
Fletcher (4996 )و Taylor روش طببق  سباعت  01 مدت به

 تبا  گرفبت  قرار( Freeze-dryer) خشک انجماد دستگاه درون
 آن از پس ظروف. ندیآ در شکپودر خ صورت به خلا  جادیا با

. شبدند ی نگهبدار  گبراد یسبانت  درجبه  1ی دما با خچالی درون
ی زمبان  فواصل دری جلبک گونه هر به مربوط هایلوله اتیمحتو
 طیمحبب از تبر یلیلب یم 4 بببا و خبارج  خچبال ی از روز 42 و 1 ،4

 نیا. درآمدند عیما صورت به پودر حالت از مجدداًزایندر  کشت
 9ی حبباوی تببریلیلببیم پببنج و سببتیبی هبباارلببن بببه محلببول

ی ببرا  شده داده حیتوض روش بای جلبک کشت طیمح تریلیلیم
 و هیبد گرد کشبت  مجبددا  شباهد  ماریت در جلبک همان کشت
 از پبس  دهبم  و پبنجم  اول،ی روزهبا  در آن a لیب کلروف زانیم

 .شد مشخص کشت
 

 محافظت سرمایی سازی بر اساس روشآماده
بررسی تاثیر محافظت سرمایی طبق  های آزمایشی برایجلبک
با اندکی تغییرات آماده شبدند.   (0222) همکارانو  Dayروش 
ارلن آزمایشی حاوی محیط ذخیره جلبک تبا رسبیدن    9تعداد 

روز ببه صبورت ببازه اسبتاندارد      02به فاز نمایی رشبد )مبدت   
 هبای سبلول ماندنبد.  ( در شرایط کشبت بباقی   CCAPموسسه 

 41ری شبدن ایبن مبدت ببه همبراه      نشین شده پس از سبپ ته
لیتر از محیط کشت به درون بشر استریل منتقل گردیبده  میلی

دقیقبه   42ببه مبدت    دور در دقیقبه  0422 و متناوباً با سرعت
هبا  سانتریفیوژ گردیدند. فاز فوقانی به آهستگی تخلیه و جلبک

 گردیدند.لیتر از محیط کشت تازه معلق میلی 41در 
لیتبر  میلبی  1لیتر از محیط کشت زایندر با یمیل 3 میزان      

درصبد مخلبوط    42( DMSOمتیل سولفوکسباید ) محلول دی
های مرببوط ببه کشبت هبر     لیتر از مخلوط ارلنمیلی 0گردید. 
 1، 4)برای بررسی قابلیت بقا پس از گذشبت  تکرار  9با  جلبک

به ظبروف  ساعت از نگهداری به روش محافظت سرمایی(  42و 
هبا روی  ریل منتقل و مشخصات هر یبک از جلببک  انجماد است

 DMSOظروف انجماد ثبت گردیبد. ببه ایبن ترتیبب غلظبت      

ظبروف در ادامبه ببه    درصد بود.  1درون ظروف انجمادی برابر 
دقیقه  41دقیقه در دمای اتاق نگهداری و سپس برای  1مدت 

گبراد قبرار گرفبت.    درجبه سبانتی   -32در حمام سرد با دمبای  
پس از این به سرعت درون محفظه مخصبوص  ظروف انجمادی 

سباعت   16های نیتروژن مایع منتقل شدند و به مبدت  فلاسک
 .باقی ماندنددرون فلاسک نیتروژن 

جهت بررسبی حیبات و قابلیبت     با سه تکرار ظروف انجماد     
روز ببا   42و  1، 4شبده در فواصبل    ذخیبره هبای  تکثیر جلبک

ج و به حمام آب گبرم  کمک گیره از فلاسک نیتروژن مایع خار
شدند تا بلورهای یب  ببه   گراد منتقل درجه سانتی 12با دمای 

سببرعت ذوب گردنببد. ظببروف انجمبباد بلافاصببله بببه زیببر هببود 
 02توسبط اتبانول    آنهاسطح خارجی  ،میکروبی استریل منتقل

های درون هر ظرف ببا محبیط   درصد ضدعفونی و حجم جلبک
ارلن حاوی محیط کشت لیتر رسید. میلی 42کشت استریل به 

ها تا رشد جلبک ندو جلبک در انتها به اتاقک کشت منتقل شد
و پس از انجماد در شبرایط مشبابه تیمارهبای انجمباد خشبک      

ببا بررسبی میبزان    ه در فواصل زمانی یک، پبنج و ده روز شاهد 
 تعیین گردد. aکلروفیل 

 
 aسنجش میزان کلروفیل 

 دهم و پنجم اول،ی هاروز در قیتحق نیا در a لیکلروف زانیم
 دری جلبکب ی هبا گونبه  از کیب  هبر  برای خشک انجماد از پس
 Humphrey و Jeffreyش رو اسباس  ببر ی شب یآزمای مارهایت
 خبوبی  ببه  ابتدا منظور این برای هاارلن. دیگرد نییتع( 4901)

. آید دست به جلبک هر از یکنواختی مخلوط تا شده داده تکان
 داردرب فبالکون ی هبا لولبه  وندر نمونبه  از لیتبر میلی 1 سپس
 .دیگرد اضافه آن به استون لیترمیلی 3 و شد ختهیر

 در دور 122 سبرعت  ببا  دقیقبه  یبک  ببرای  حاصله مخلوط     
 مخلبوط  خبوبی  ببه  هبا جلبک با استون تا شد سانتریفوژ دقیقه
 یک از استفاده با سانتریفوژ از پس نیاز صورت در هانمونه. شود
 لهیوسب  به هانمونه حجم و دهیگرد مخلوط کاملا ایشیشه میله
 ببرای  حبداقل  هانمونه. شد تنظیم لیترمیلی 42 برابر مقطر آب
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 خیسبانده  گبراد سبانتی  درجبه  1 دمبای  و تاریکی در ساعت 0
 (GF/F) متبر میلبی  01 قطبر  ببا  اکمبن  فیلتر کاغذهای. شدند
 استفاده a لیکلروف استخراجی برا 23/2 جابجایی حجم دارای
 .شد
 0622با سرعت  قهیدق 32 مدتی برا ادامه در هانمونه     

 اه آرامی و بب آنها یفوقان عیما و شده وزیفیسانتر دور در دقیقه
 قرار اسپکتروفتومتر دستگاه مخصوص گاهیجا درون دقت
 نانومتر 012 و 661 ،632یهاموج طول دری نور جذب. گرفت
ی زمانی هاازهب از کی هر در a لیکلروف زانیم وی ریگاندازه
 :دیگرد نییتع ریز فرمول اساس بری جلبکی هاگونهی برا

Chl a=11.85 (OD664) – 1.54 (OD647) – 0.08 (OD630) 

 

 تجزیه و تحلیل آماری
 افبزار  نبرم  از استفاده با آمده دست بهی هاداده تحلیل و هیتجز

SPSS کباملا  طبرح  قالب در تحقیق این. شد انجام 49 نسخه 
 آزمبون  ببا  ابتبدا  در هبا داده ببودن  نرمال. گرفت امانجی تصادف

 آزمبون  ببا  هبا گبروه ی همگنب  آزمون و رنوفیاسم -کولموگروف
Levene زینبال آ از جینتبا ی همگنب  ببه  توجه با. پذیرفت انجام 

 صیتشبخ ی ببرا  و one way-ANOVA طرفبه  کیب  انسیوار
  سطح در Tukey HSD آزمون از داریمعن اختلافی دارا نقاط
 افبزار  نبرم  کمبک  به نمودارها. گردید استفاده درصد 1 احتمال

Sigma Plot شدند رسم 6 نسخه. 
 

 نتایج
Chlamydomonas moewusii 

 طیمح در Chlamydomonas moewusii جلبک رشد زانیم
 ریتبباث تحببت دهببم و پببنجم اول،ی روزهببا در نببدریزا کشببت

 لیب کلروف. است شده داده نشان 4 شکل دری شیآزمای مارهایت
a جلببببک Chlamydomonas moewusii ی مارهبببایت در

 مبار یت ببا ی داریمعن تفاوتیی سرما محافظت و خشک انجماد
 نیب ا ببا (. p<0.05) نداشبت  مجدد کشت روز 1 از پس شاهد
یی سرما محافظت ماریت در جلبک نیا a لیکلروف زانیم وجود
 و شبباهد مبباریت از شیبب ی داریمعنبب شبکل  بببه روز ده از پبس 

 تفببباوت هرچنبببد ،(p>0.05) دیبببدگریی سبببرما محافظبببت
 نیب ای طب  شاهد و محافظت سبرمایی  ماریت دو نیبی داریمعن
 .نداشت وجود زمان

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 های مختلف. حروف متفاوت روی در تیمارهای آزمایشی طی زمان Chlamydomonas moewusiiجلبک  aمیزان کلروفیل  :1شکل 

 درصد است. 5دار بین تیمارها در سطح های آزمایشی بیانگر اختلاف معنینها در هر یک از زماستون             
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Scenedesmus obliquus 

 کیب  زین Scenedesmus obliquus جلبک a لیکلروف زانیم
 نشبان  خبود  از رای داریمعنب  تفباوت  مجبدد  کشت از پس روز
 کمتبر  خشک انجماد ماریت در هاجلبک رشد که چند هر نداد،
 شبکل ) بود مارهایت ریسا از شتریبیی سرما حافظتم ماریت در و
 نیب زین پنجم روز در هاجلبک رشد در یداریمعن اختلاف(. 0
 مشبباهدهیی سببرما محافظببت و خشببک انجمببادی مارهببایت
 در S. obliquus جلببک  رشبد  تفباوت  نیا با(. p<0.05)شدن
 شببکل بببه زمبان  نیببای طب  از پببسیی سبرما  محافظببت مبار یت

 البتبه  کبه  (p<0.05) دیب گرد شباهد  ماریت از شیبی داریمعن
 دسبت  ببه ی جلبکب  محافظت ماریت دو نیبی داریمعن اختلاف

 .امدین
 S. obliquus رشبد  کبه  داد نشان حاضر پژوهشی هاافتهی    
ی طب  از پبس  خشبک  انجماد ویی سرما محافظتی مارهایت در
 مبار یت از شیبب ی داریمعنب  شبکل  ببه  مجدد کشت از روز 42
 دری داریمعنب  تفباوت  کبه  چنبد  هر( p<0.05) دیگرد شاهد
 .امدین دست به آزمایشی ماریت دو انیم S. obliquus رشد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 های مختلف. حروف متفاوت روی در تیمارهای آزمایشی طی زمان Scenedesmus obliquusجلبک  aمیزان کلروفیل  :2شکل 

 درصد است. 5دار بین تیمارها در سطح شی بیانگر اختلاف معنیهای آزمایها در هر یک از زمانستون            
 

Chlorococcum olefaciens 

 جلبکی برا a لیکلروف زانیم به مربوطی هاافتهی
Chlorococcum olefaciens دهم و پنجم اول،ی روزهای ط 

 جلبک a لیکلروف زانیم. است شده آورده 3 شکل در زین
Chlorococcum olefaciens محافظتی ندهایفرآ زا پس 

 از شتریب مجدد کشت اول روز در خشک انجماد ویی سرما
ی آمار لحاظ از اختلاف نیا که هرچند بود، شاهد ماریت
 نیا رشد که استی حال در نیا(. p>0.05) نبود داریمعن

ی داریمعن شکل به روز پنج از پس شاهد ماریت در جلبک
(p<0.05 )انجماد وی یسرما محافظتی مارهایت از شیب 

 محافظتی مارهایت در هاجلبک رشد البته. دیگرد خشک
 شیآزما شروع از روز دهی ط از پس خشک انجماد ویی سرما
 افتی شیافزا شاهد ماریت با سهیمقا دری داریمعن شکل به
(p<0.05 .)روش دو نیبی داریمعن اختلاف وجود نیا با 

 .(p>0.05) امدین دست بهی آمار لحاظ از آزمایشی
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 های مختلف. حروف متفاوت روی در تیمارهای آزمایشی طی زمان Chlorococcum olefaciensجلبک  aمیزان کلروفیل : 3شکل 

 درصد است. 5دار بین تیمارها در سطح های آزمایشی بیانگر اختلاف معنیها در هر یک از زمانستون            

 بحث 
در مقایسه با دیگر موجودات زنده کمتر ا هپژوهش روی جلبک

تبوان ببه عوامبل مختلفبی از     صورت گرفته که دلیل آن را مبی 
جمله اندازه کوچک، مشکلات مربوط به شناسبایی و ببه ویبژه    

مبدت  های مشبخص ببرای طبولانی   عدم توانایی نگهداری سویه
های مختلفی ببرای حفاظبت   جستجو نمود. بر این اساس روش

گبردد کبه   هبای طبولانی اسبتفاده مبی    ت زمانها در مدجلبک
نگهداری به وسیله انجماد و محافظبت سبرمایی از جملبه آنهبا     

هبای  سبازی جلببک در زمبان   است که مزایبایی ببرای ذخیبره   
آوری موجببب کبباهش زمببان و فضببای طببولانی دارد. ایببن فببن

هبا شبده و در مقاببل باعبز افبزایش پایبداری       نگهداری جلبک
 Day et al., 2000; Gwo et) د شبد ها خواهب ژنتیکی نمونه

al., 2005 .) هبای مبرتبط ببا    آوریبا این وجود بسیاری از فبن
ها برای مدت زمان طولانی هنوز توسعه نیافته نگهداری جلبک

هببای جلبکببی نیازمنببد  و اسببتقرار روش متناسببب بببا گونببه  
 (.Tzovenis et al., 2004)های عملی است بررسی

از جمله منابع غنی از  Chlamydomonas moewusiiجلبک 
هبا  و اسیدهای چرب ضروری، موادمعبدنی و ویتبامین   پروتئین
-Arisz et al., 2000; Irihimovitch & Yehudaiاسبت ) 

Resheff, 2008        کبه ببه دلیبل عبدم وجبود دیبواره سبلولی )
 DNAمشخص در مطالعات ژنتیکی ببرای تزریبق و اسبتخراج    

(. این جلبک Coleman & Maguire, 1983کاربرد دارد )
)فباکتور رشبد(    CGFهمچنین دارای عامل منحصر ببه فبرد   

باشد که بر اساس نتایج پژوهش حاضر از رشد خوبی پس از می
انجام عمل انجماد خشک و محافظبت سبرمایی در مقایسبه ببا     
تیمار شاهد برخوردار بود، هرچند که رشد این جلببک پبس از   

به مراتب بیشبتر  انجماد خشک در مقایسه با محافظت سرمایی 
نسبت به دو گونه دیگبر   C. moewusiiبود. علاوه بر این رشد 

تبوان در عبدم وجبود دیبواره     نیز کمتر بود که دلیل آن را مبی 
ر در این جلبک نسبت به دو گونه دیگب بالا سلولزی با ضخامت 

که از آن در مقاببل  ( Triemer & Brown, 1975) نسبت داد
 .دکنمینتغییرات محیطی محافظت 
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نیز پس از انجام عمل انجماد  Scenedesmus obliquusگونه 
خشک و محافظت سرمایی رشد خوبی نسبت به تیمبار شباهد   

رشبد در روش محافظبت سبرمایی از انجمباد      اما میزان ،داشت
توان به ساختمان خاص . چنین شرایطی را میخشک کمتر بود

مان از سباخت  S. obliquusاین گونه جلبکی نسبت داد. گونبه  
( که ببه  Guiry & Guiry, 2015شده )چهار واحدی تشکیل 

باشبند.  ای آب درون خود مبی طبع دارای مقادیر قابل ملاحظه
هببا بببه روش محافظببت سببرمایی در ایببن رفبع انجمبباد جلبببک 

دماسازی برای ایجاد شبرایط  پژوهش نیز تنها با یک مرحله هم
ایبن  رشد مجدد صورت گرفت. این احتمال وجود دارد کبه در  

های یخی با سرعت بیشبتری ذوب شبده و در   شرایط کریستال
گردیبده   S. obliquusنتیجه موجب تخریبب دیبواره سبلولی    

( نیز نشان دادند کبه کباهش و   0243و همکاران ) Buiباشند. 
های سببز در فرآینبد   ای دما بر میزان بقا جلبکافزایش مرحله

ه آب محافظت سرمایی اثرگذار اسبت. ایبن در حبالی اسبت کب     
درون جلبک در روش انجماد خشبک از آن خبارج شبده و ببه     
 احتمال زیاد تاثیر تخریبی کمتر در این گونه خواهد داشت.

 Chlorococcumعببلاوه بببر ایببن جلبببک رشببد جلبببک      

olefaciens    در هببر دو تیمببار محافظببت سببرمایی و انجمبباد
روز از کشت مجدد دارای یک کباهش   1خشک پس از گذشت 

در میزان رشد نسبت به تیمار شاهد بود، در حالی که دار معنی
داری در مقایسبه  روز افزایش معنی 42میزان رشد پس از طی 

( را 0226) Parkهبای  با تیمار شاهد پیدا کرد. این نتایج یافته
 lagهبا دارای یبک فباز رشبد کنبد )     کند که جلببک تایید می

phase نگهبداری ن روزه بسته به نوع گونه و زما 32تا  1( بین 
هسبتند تبا قابلیبت تکثیبر و     های حفاظتی پس از اعمال روش

رشد مطلوب خود را بازیابی کنند. با این وجود چنین شبرایطی  
های آزمایشی در این تحقیق دیده نشد کبه  در مورد سایر گونه

تبر آنهبا نسببت ببه     زمان فاز رشد کند کوتباه دلیل تواند به می
Chlorococcum olefaciens .رسد که پاس  به نظر می باشد

های نگهداری کاملا اختصاصی بوده و های جلبکی به روشگونه
 باید بر اساس نوع گونه تعیین گردد.

 اهمیبت  ینگهبدار  یهبا عوامل مختلفی در موفقیبت روش      
به ماده نگهدارنبده، نبرخ کباهش     توانمی دارند که از آن جمله

ع و غلظبت مباده   گونبه همبراه ببا نبو    شرایط فیزیولوژیک دما، 

در این  DMSO(. ترکیب Park, 2006نگهدارنده اشاره نمود )
آزمایش برای روش محافظت سرمایی به عنوان ماده نگهدارنده 
بافت سلولی جلبک استفاده شد که در مبورد هبر سبه جلببک     

از جملبه ترکیبباتی    DMSOاثرات مثبتی را به همراه داشبت.  
 هبا ری از بباکتری است کبه ببا موفقیبت ببرای نگهبداری بسبیا      

(Krumnow et al., 2009; Hoefman et al., 2013 ) و
 ;Billard, 2001; Liu et al., 2006) حتی اسبپرم ماهیبان  

Kopeika et al., 2007 )     استفاده شده اسبت. ببا ایبن وجبود
( نشببان داد کببه اسببتفاده از 0221و همکبباران ) Siتحقیقببات 

ون رئوس برای نگهداری اسپرم میم DMSOغلظت یک درصد 
 مواد نگهدارنبده  یربهتر سا ثیراز تا ییهایافته باشد.مناسب نمی

 وجبود دارد  DMSOببا   یسبه در مقبا  نیزها یحفظ باکتر یبرا
(Park, 2006; Tindal, 2007).  وجببود چنببین اختلافبباتی
ی، شرایط نگهداری، نوع ترکیب و اتواند به خصوصیات گونهمی

اشبته باشبد. بنبابراین    حتی غلظت مباده نگهدارنبده بسبتگی د   
استفاده از ساز و کار مناسبب حفباظتی ببه شبکل بیبان شبده       

( همبراه ببا تغییبر    0220) Adams( و 0220) Tindalتوسط 
تبوان موفقیبت بیشبتری در    نوع یا غلظت ماده نگهدارنبده مبی  

رشببد بیشببتر  .آوردهببای جلبکببی بببه دسببت نگهببداری نمونببه
ک در مقایسبه ببا   های آزمایشی در تیمارهای انجماد خشب گونه

محافظت سرمایی نیز بیانگر تاثیر تا حدودی منفبی اسبتفاده از   
DMSO گببردد کببه از در ایببن زمینببه اسببت. لببذا توصببیه مببی

، گلیسرول و پروپیلن اتیلن گلیگولترکیبات دیگر معمول نظیر 
 Gwo etا اسبتفاده نمبود )  گلیکول نیز برای نگهداری جلببک 

al., 2005.) 
ا پبس از انجبام عمبل انجمباد خشبک و      هب سلامتی جلبک     

محافظت سرمایی وابسته به انجام دقیق مراحل قببل و بعبد از   
های حاصل از این پژوهش بیانگر آن افتهیباشد. سرد کردن می

 ،Chlamydomonas moewusiiهبببای اسبببت کبببه گونبببه
obliquus Scenedesmus   وChlorococcum 

olefaciens یت نگهداری به هبر  قابلهای سبز به عنوان جلبک
ببا ایبن   دو روش انجماد خشک و محافظت سبرمایی را دارنبد.   

هبای زمبانی   ها برای بازهوجود ممکن است که نگهداری جلبک
های جلبکی اثرگذار بوده و لذا توصیه بر میزان بقا گونه طولانی
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ها پس از اعمبال چنبین   گردد که قابلیت بقا و تکثیر جلبکمی
 تر بررسی گردد.های زمانی طولانیبازههای نگهداری در روش
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Abstract 

This study was conducted to evaluate the possible conservation of freshwater green algae using the 

freeze-drying and cryopreservation methods and comparative of their growth potential. Three 

experimental algae including Chlamydomonas moewusii, Scenedesmus obliquus, and Chlorococcum 

olefaciens were cultured for 20 days in 6 Erlenmeyer flasks after preparation of Zinder growth 

medium. Each algal strain was preserved according to freeze-drying and cryopreservation protocols 

with 9 replications (3 replications for the days of 1, 5, and 10). Algae were then re-incubated and 

their growth was evaluated in 1, 5, and 10 days after preservation. Another 9 Erlenmeyer flasks for 

each algal species were prepared as control treatment by adding the respective growth medium to 

consider the growth of algae in the same days with similar scale. Highest growth of all experimental 

algae was obtained after 10 days which was significantly higher than the corresponding control 

treatments (p<0.05). However, no significant difference was observed in the growth of 

Scenedesmus obliquus and and Chlorococcum olefaciens after freeze-drying and cryopreservation 

(p>0.05). Results of the present study illustrated that both preservative methods are suitable for 

maintenance of experimental algae, although freeze-drying provided better results in 

Chlamydomonas moewusii. 
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