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چكيده
در اين تحقيق تأثير غلظت هاى مختلف آهن (644 و 444، (شاهد) 244 ، 144، 0گرم در ليتر) و فسفات (0/1 و 0/075 ، 
0/035 (شاهد) ، 0/015 و 0 گرم در ليتر) بر توليد ويتامين E در جلبك سبز تك سلولى D.tertiolecta  در طي يك دوره 
45 روزه مورد مطالعه قرار گرفت. نتايج نشان داد كه در غلظت 644 گرم در ليتر آهن در مقايسه با شاهد (244 گرم در ليتر) 
ميزان ويتامين E افزايش مى يابد و در غلظت صفر گرم در ليتر آهن ميزان ويتامين E به طور معني داري كاهش مى يابد. هم 
چنين مشاهده گرديد در غلظت 0/1 گرم در ليتر فسفات در مقايسه با شاهد (0/035 گرم در ليتر) ميزان ويتامين E افزايش و 

در غلظت صفر گرم در ليتر فسفات ميزان ويتامين E كاهش مى يابد. 
.E آهن، فسفات، ويتامين ،Dunaliella tertiolecta آهن، فسفات، ويتامين ،Dunaliella tertiolecta آهن، فسفات، ويتامين ، كليد واژه: 

مقدمه
دوناليه لا جلبك سبز تك سلولى متعلق به خانوادة پلى 
كلروفيتا  شاخة  از   (Polyblepharidaceae) بلفاريداسه 
 (Volvocales) ولوكال ها  راستة  و   (Chlorophyta)
مى باشد كه فاقد ديوارة سلولى بوده و قدرت تحمل زيادى 
نسبت به شدت نور بالا دارد(5). ميزان تحمل اين جنس 
نسبت به شورى بالاى آب متفاوت بوده، برخى از گونه ها 
در آب دريا با شورى 4 مول و برخى ديگر در شورى هاى 
اشباع قدرت بقا دارند. بردبارى به تنش شورى در گياهان 
اكسيدان  آنتى  سوبستراهاى  و  آنزيم ها  ميزان  افزايش  با 
Dunaliella tertiolecta در  دارد.  مستقيم  ارتباط 

فعاليت  افزايش  و  رشد  كاهش  سبب  شورى  افزايش 
اين  كه  مى شود  ردوكتاز  مونوهيدروآسكوربات  آنزيم 

به عكس  افزايش تنفس تاريكى مى گردد (4).  امر سبب 
در شورى هاى پايين سلول ها در مقادير گلوتاتيون و آلفا 
توكوفرول افزايش و در ميزان آ سكوربات كاهش نشان 
مى دهند(4). توكوفرول ها آنتى اكسيدان هايى هستند كه از 
زيان هاى ناشى از تنش هاى اكسيداتيو ممانعت مى نمايند. 
توكوفرول ها  از  ايزوفرم  چهار  شامل  توكوكرومانال ها 
اين  از  كه  مى باشند  توكوترينول ها  از  ايزوفرم  چهار  و 
در  ايزوفرم  فعال ترين  و  فراوان ترين  توكوفرول  آلفا  ميان 
غذايى  رژيم  در  توكوفرول ها  است.  جانورى  بافت هاى 
انسان به عنوان مكمل غذايى و نگهدارنده كاربرد دارند. 
تنها سلول هاى فتوسنتز كننده قادرند مقادير قابل توجهى 
توكوفرول توليد نمايند(8). در بين جلبك هايى كه تاكنون 
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Dunaliella tertiolecta گرفته اند،  قرار  مطالعه  مورد 
نمايد.  توليد  توكوفرول  توجهى  قابل  مقادير  است  قادر 
در اين تحقيق تاثير غلظت هاى مختلف آهن و فسفات بر 
جلبك  اين  در  توكوفرول)  (آلفا   E ويتامين  توليد  ميزان 

مورد بررسى قرار گرفته است.
مواد و روش ها 

نمونه برداري و كشت جلبك

جبل  منطقه  اروميه  درياچه  از   D.tertiolect جلبك 
1/2 كشت و  ASW جمع آورى شد و در محيط كشت
تخليص گرديد(3). يك ميلى ليتر سوسپانسيون جلبكى از 
ميلى ليترى   250 فلاسك هاى  به  شده  خالص  جلبك هاى 
انتقال داده  حاوى 50 ميلى ليتر محيط كشت مايع استريل 
 644 تيمارهاى  مجزا  طور  به  فلاسك  هر  در  سپس  شد. 
كلاته  آهن  ليتر  در  0گرم   ،144  ،244 (شاهد)   ،444 و 
 ،0/075 و   0/1 و   FeCl3(6H2O)/EDTA صورت  به 
اعمال  فسفات  ليتر  در  و 0 گرم   0/015 ، 0/035 (شاهد) 
ميزان  در  و   7/5 برابر   pH در  جلبكي  نمونه هاي  گرديد. 
فتوپريود  با  ثانيه  در  مربع  متر  در  كوانتوم   250 روشنايى 
16 ساعت روشنايى و 8 ساعت تاريكى كه توسط لامپ 
فلورسنت ايجاد شده بود و در دماى 22 درجه سانتى گراد 
روز  سه  هر  شده  تبخير  آب  جبران  براى  گرفتند.  قرار 
چنين  هم  اضافه گرديد.  محيط  به  محيط كشت  مقدارى 
از پمپ هوا جهت تهويه هوا و افزايش ميزان رشد جلبك 
و  سلول  تعداد  بر  مختلف  غلظت هاى  تاثير  شد.  استفاده 
رشد آن هر 5 روز يك  بار با شمارش تعداد جلبك توسط 

لام هماسيتومتر تا روز 45 بررسى گرديد.
E استخراج و اندازه گيري ويتامين

جهت بررسى تأثير تيمارهاى مختلف بر ميزان ويتامين 
نمونه بردارى  تلقيح،  از  بعد   25 و   15  ،  5 روزهاى  در   E
سانتريفوژ  جلبكى  ليترسوسپانسيون  ميلى   10 شد.  انجام 
گرديد و سپس با 0/5 ميلى ليتر استات آمونيم 5٪ براى از 
بين بردن نمك ها شستشو داده و از فيلترهاى شيشه اى كه 
از قبل خشك شده و وزن گيرى شده بودند عبور داده شد 

٪5w/v در  جلبكى  رسوب  گرديد.  سانتريفوژ  مجدداً  و 
صابون سازى  از  بعد  شد.  هموژنيزه  متانول  پيروگالول 
اتانول رفلاكس  نيم ساعت در  پتاس)  يا  با سود  (مخلوط 
گرديد. سپس به آن اترپتروليوم و اتردى ايزوپروپيل اضافه 
و فاز آلى و معدنى با قيف جداكننده جدا گرديد، سپس 
ماده شناور رويى مجدداً سانتريفوژ گشت. رسوب حاصل 
ستون  به  و  شده  حل  مجدداً  متانول  از  كمى  حجم  در 

HPLC تزريق گرديد(1). 

نتايج 
در   E ويتامين  ميزان  اندازه گيرى  از  حاصل  نتايج 
روزهاى 5، 15 و 25 بعد از تلقيح تحت تيمارهاى مختلف 
ميزان  تيماردهى  روز  پنجمين  در  كه  مى دهد  نشان  آهن 
Eويتامين Eويتامين E در غلظت 644 گرم در ليتر در مقايسه با شاهد و 

ساير تيمارها افزايش معنى دارى در سطح خطاى 5٪ يافته 
است. در پانزدهمين روز پس از تيماردهى، ميزان ويتامين 
ليتر كاهش  در غلظت هاى آهن صفر و 144 گرم در   E

غلظت  ودر  داشته   (244gl-1) به شاهد  نسبت  معنى دارى 
644 گرم در ليتر آهن افزايش معنى دارى نسبت به شاهد 
با  تيماردهى  از  پس  روز  پنجمين  و  بيست  است.در  يافته 
آهن ميزان ويتامين E در غلظت هاى 444 و 644 گرم در 
است.نتايج  يافته  شاهد  به  نسبت  معنى دارى  افزايش  ليتر 
حاصل از اندازه گيرى ميزان ويتامين E در روزهاى 5، 15 
نشان  فسفات  تيمارهاى مختلف  تحت  تلقيح  از  بعد   25 و 
 E ويتامين  ميزان  تيماردهى  روز  پنجمين  در  كه  مى دهد 
در تيمارهاى مختلف فسفات تغيير معنى دارى نيافته است.

با   E ويتامين  تيماردهى ميزان  از  پس  روز  پانزدهمين  در 
افزايش ميزان فسفات افزايش يافته و در غلظت 0/1 گرم 
خود  ميزان  بيشترين  به   E ويتامين  ميزان  فسفات  ليتر  در 
با  ازتيماردهى  پس  پنجمين روز  و  بيست  است.در  رسيده 
غلظت هاى مختلف فسفات مشاهده گرديدكه افزايش ميزان 
فسفات سبب افزايش ميزان ويتامينE در سلول مى گردد به 
بيشترين  فسفات  ليتر  در  گرم   644 غلظت  در  كه  طورى 

ميزان ويتامين E در سلول توليدمى گردد (جدول 1).
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بحث و نتيجه گيرى 
در  فسفات  مختلف  تيمارهاى  از  آمده  دست  به  نتايج 
كه  داد  نشان   Dunaliella tertiolecta كشت  محيط 
بوده  تاثيرگذار  E در جلبك  توليد ويتامين  بر  آنيون  اين 
افزايش  فسفات در محيط كشت سبب  افزايش غلظت  و 
كه  بررسى هايى  در  مى گردد.  توكوفرول  آلفا  ميزان 
با  ارتباط  در   2001 سال  در  همكاران  و   Weiss توسط 
 Dunaliella جلبك  در  فسفات ها  و  سولفات ها  جذب 
Pi جذب  كه  گرديد  مشاهده  گرفت  صورت   salina

نسبت  به  سديم  يون هاى  تراوش  درون  استاكيومترى  با 
و   Na+يونوفور هاى و  مى باشد  ارتباط  در   1Na+/1Pi

درون  در   Pi تجمع  از  آن  تراوش  برون  بازدارندگان 
Pi ميزان  كاهش  طرفى  از   .(9) مى نمايند  ممانعت  سلول 

و  در جذب سديم  افزايش  محيط رشد جلبك سبب  در 
فسفات مى گردد. بنابر نتايج به دست آمده و بررسى هاى 
به  مربوط   Km و   Vmax با  ارتباط  در  گرفته  صورت 
براى جذب سديم و  پورتر  يون وجود يك سيم  اين دو 

فسفات به اثبات رسيده است. در درياچه هاى با شورى بالا 
 Dunaliella افزايش توليد آلفا توكوفرول توسط جلبك Dunaliella افزايش توليد آلفا توكوفرول توسط جلبك Dunaliella

جذب  مى دهد  نشان  كه  مى گردد  مشاهده   tertiolecta

بالاى سديم سبب افزايش درون تراوش فسفات و افزايش 
توليد ويتامينE مى گردد. اين يافته ها با نتايج ما در ارتباط 
E با تاثير افزايش ميزان فسفات بر افزايش توليد ويتامين 
دارد. مطابقت   Dunaliella tertiolecta جلبك  در 

توليد  در  آهن  مختلف  غلظت هاى  تاثير  به  مربوط  نتايج 
نشان   Dunaliella tertiolecta جلبك  در   E ويتامين 
از  بعد  روزهاى  اولين  در  آهن  غلظت  افزايش  كه  داد 
از  پس  اما  ندارد  آلفاتوكوفرول  ميزان  در  تاثيرى  كشت 
گذشت دو تا سه هفته سبب افزايش معنى دارى در ميزان 
آلفاتوكوفرول مى گردد. آهن فراوان ترين فلز قابل انتقال 
از فعل  در زمين است و يك عنصر ضرورى در بسيارى 
موجودات  فتوسنتزى  دستگاه  متابوليسمى  انفعالات  و 
در  آهن  فراوانى  على رغم  مى باشد(7).  كننده  فتوسنتز 
كم  دنيا  اقيانوس هاى  در  آهن  غلظت  صخره ها،  سطح 

جدول 1- تاثير غلظت هاى مختلف آهن و فسفات بر ميزان ويتامين E در روز هاى مختلف بعد از تلقيح
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بوده و هميشه كمبود آهن يك عامل محدود كننده براى 
فيتوپلانكتون ها مى باشد(6). 

Greene و همكاران در سال 1992 در بررسى هايى كه 

بر روى Dunaliella tertiolecta انجام دادند مشاهده 
در  انرژى  توليد  كارايى  ميزان  آهن  كمبود  كه  نمودند 
الكترون  مانع تحريك  را كاهش مى دهد و   II فتوسيستم 
 (LHCII) نور  كننده  جمع  كمپلكس  به  آن  انتقال  و 

دنبال  به  و  الكترون  انتقال  كارايى  كاهش   .(2) مى گردد 
از  گياهى  توليدات  كاهش  سبب  فتوسنتز  كاهش  آن 
افزايش  بنابر  مى گردد.  ثانويه  و  اوليه  متابوليت هاى  جمله 
بخش  در  كه  آهن  افزايش  بدنبال  توكوفرول  آلفا  ميزان 
نتايج اين تحقيق مطرح گرديده با يافته هاى به دست آمده 

ازپژوهش هاى قبلى هم راستا مى باشد.
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