
ISSN: 2476-6917; Modares Journal of Biotechnology. 2020;11(2):209-215

C I T A T I O N    L I N K S

Copyright© 2020, TMU Press. This open-access article is published under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 
4.0 International License which permits Share (copy and redistribute the material in any medium or format) and Adapt (remix, transform, 
and build upon the material) under the Attribution-NonCommercial terms.

Optimization of the Production and Extraction of Phycocyanin 
from the Anabaena doliolum Wet Biomass
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Phycocyanine (PC) belongs to a group of light receptor proteins called phycobiliprotein. All of 
the phycobiliproteins are multi-chain proteins made up of apoproteins, which are covalently 
attached to the phycobilins. The present experimental study was carried out on the native 
strain of Anabaena doliolum, isolated from soils and waters of south Iran, Masjed Soleyman. 
The cyanobacteria were grown and stored in BG11 medium. Then, the amount of phycocyanin 
produced under different light treatment and the amount of phycocyanin extracted using 
different ratios of multi-buffer and at two different temperatures were evaluated. The results of 
this study showed that the highest growth rate is when the sample is exposed to the green light 
for 3-5 days. The best amount of extraction for distilled water and at a refrigerator temperature 
with a ratio of 3:1 biomass/solvent is equal to 15±0.03µg/ml. In addition, at the environment 
temperature, phosphate buffer is a more suitable solvent for extracting phycocyanine at a 
ratio of one to two with a value of 8±0.05µg/ml. In general, it can be said that the growth rate, 
pigment production, and optimum extraction conditions for each species are quite different, 
and the optimal extraction of phycocyanin in a species is also dependent on various factors 
such as time, temperature, solvent, and the ratio of biomass to solvent.
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  چکيده

های گیرنده نور با عنوان ینئبه گروهی از پروت (PC) فیکوسیانین
های ها، پروتئینپروتئینها تعلق دارد. تمامی فیکوبیلیئینپروتفیکوبیلی

الانسی به وطور کوها هستند که بهشده از آپوپروتئینچندزنجیره تشکیل
صورت تجربی روی سویه بومی بهمطالعه حاضر  .اندشدهها متصل فیکوبیلین

جنوب های ها و آبجداشده از خاک (doliolum	Anabaena)آنابنا دولیولوم 
در محیط کشت مطالعه های مورد یایران، مسجدسلیمان انجام شد. سیانوباکتر 

BG11  رشد و نگهداری شدند. سپس میزان فیکوسیانین تولیدشده تحت تیمار
های یافته با استفاده از نسبتبا نورهای متفاوت و میزان فیکوسیانین استخراج

نتایج این  مختلف چند بافر و در دو دمای متفاوت مورد ارزیابی قرار گرفت.
که بیشترین میزان رشد زمانی است که تیمار نمونه با نور سبز  نشان دادمطالعه 

بار  بهترین میزان استخراج مربوط به آب دو .شودانجام میروز  ٣- ٥به مدت 
برابر با با نسبت سه به یک بیومس به حلال ، در دمای یخچال، تقطیر
. همچنین در دمای محیط بافر فسفات لیتر استمیکروگرم بر میلی۰۳/۰±١٥
و با نسبت یک به دو با مقدار تری برای استخراج فیکوسیانین ل مناسبحلا
، توان گفت میزان رشدطور کلی می. بهلیتر استمیکروگرم بر میلی۰۵/۰±۸

تولید رنگدانه و همچنین شرایط بهینه استخراج برای هر گونه نسبت به میزان 
ر یک گونه نیز متفاوت و استخراج بهینه فیکوسیانین د ها کاملاً سایر گونه

از جمله زمان، دما، حلال انتخابی و نسبت بیومس  یوابسته به عوامل مختلف
  به حلال است.

	آنابنا دولیولوم، یپروتئین، سیانوباکتر فیکوبیلی ها:کلیدواژه

  
  ۲۰/۰۵/۱۳۹۸ تاريخ دريافت:
  ۱۶/۰۶/۸۱۳۹ تاريخ پذيرش:

  zjahromi@ut.ac.irنويسنده مسئول: *
  

  مقدمه
متنوع و گسترده  یسبز آبی) گروه هایها (ریزجلبکیسیانوباکتر 

های فتوسنتزکننده هستند که فتوسنتز اکسیژن را از پروکاریوت
ترین اشکال حیات قدیمی . آنها[1]دهندشبیه گیاهان انجام می

 اندمیلیارد سال پیش تکامل یافته۲٫۴روی زمین هستند که حدود 
که تنوع  هستندونه گ ۲۰۰۰جنس با بیش از  ۱۵۰و شامل حدود 
سلولی و ای در مورفولوژی، اعم از ساده تکقابل ملاحظه

یا بدون انشعاب نشان و ای پیچیده با انشعاب های رشتهکلونی
  .[3	,2]دهندمی

ها دارای کاربردهای بیوتکنولوژیکی متنوعی از جمله سیانوباکتری
پالایی)، انرژی زیستی پروری، کنترل آلودگی (زیستکشاورزی، آبزی

عنوان به آنهاعلاوه بر این، . [4]های زیستی هستندو سوخت
فعال تولیدکننده طیف گسترده ای از ترکیبات دارویی مهم زیست

های کننده(مانند ترکیبات ضدباکتری، ضدقارچ، ضدویروس، شل
ارزش بالا مانند اسیدهای  عضلانی) و محصولات مهم تجاری با

  .[5]اندها شناخته شدهپروتئینفیکوبیلی و (PUFA) چرب
ها هایی است که در جلبکینئپروتئین یکی از انواع پروتفیکوبیلی

این رسد هرچند به نظر می .شودوفور یافت میها بهو سیانوباکتری
نقش ضروری ندارند، اما در حالتی که سلول در شرایط ها پروتئین

انتخابی تخریب و مورد استفاده طور گیرد بهکمبود نیتروژن قرار می
ای ها نقش ثانویهپروتئینشوند. بنابراین فیکوبیلیسلول واقع می

کننده نیتروژن در شرایط کمبود نیتروژن پیدا عنوان ذخیرهبه
  .[6]کنندمی

ست. این ا هاپروتئینیکی از انواع فیکوبیلی Cفیکوسیانین 
اکسیدانی و اصیت آنتیعنوان گیرنده نور با خرنگ، بهرنگدانه آبی

ها و ها و دو جنس رودوفیتفلورسنت در سیانوباکتری
به بسیاری از  شود. فیکوسیانینیافت می هاکریپتوفیت
با نام آنها بخشد، به همین دلیل ها رنگ آبی میسیانوباکتری

دیگر شوند. فیکوسیانین به همراه جلبک سبز آبی نیز شناخته می
 -، آرایشیییکاربرد فراوانی در صنایع غذاها، پروتئینفیکوبیلی

ها دارند. در فناوری و تشخیص و درمان بیماریبهداشتی، زیست
ها پروتئینکمپانی در حال تولید و فروش فیکوبیلی ١١حال حاضر 

فیکوسیانین توسط یک  همچنین .[7]و مشتقات آنها هستند
ل محصواین تجاری شده است.  )lina	Blue(شرکت شرکت ژاپنی 

کمی شیرین است و  رنگ غیرسمی، بدون بو وصورت پودر آبیبه
نس درخشان مایل به قرمز اشود، فلورسهنگامی که در آب حل می

 C۶۰°و تا دمای  ۸تا  ۵/۴برابر  pHاز همچنین خفیفی دارد. 
  .[8]ولی مقاومت آن در مقابل نور ضعیف است ،پایدار

های فشار خون، بیمار های کلیه،از این پروتئین در درمان بیماری
های پوستی سیستم عصبی مرکزی و ترکیبات داروهای مراقبت

	,9]خوبی اثبات شده استشود و اثرات درمانی آن بهاستفاده می

در رابطه با سمیت فیکوسیانین تاکنون تحقیقات زیادی انجام  .[10
های بالا و مختلف در یکی از این مطالعات اثر غلظتشده که 

های نژاد آلینو بررسی شده است. ومیر موشبر مرگ فیکوسیانین
-۵د که فیکوسیانین در غلظت ندهنشان می مطالعاتنتایج این 

ای از مسمومیت یا گرم بر کیلوگرم وزن بدن هیچ نشانه۲/۰
همچنین بر پایه برخی مطالعات  .[9]میر را در حیوانات نداردومرگ

شدن با داروهای یگزینها قادر به جافیکوسیانین در درمان سرطان
تاکنون استخراج  .[11]عوارض جانبی شدید است بادرمانی شیمی

های های مختلف و با استفاده از گونهروش از طریقاین پروتئین 
حاضر نیز با مطالعه ها انجام شده است. یمختلف سیانوباکتر 

شرایط بهینه برای تولید فیکوسیانین در شرایط مشابه بررسی هدف 
 آنابنا دولیولومسویه بومی سیانوباکتری به نام  روی یک

(Anabaena	doliolum)  است.شده انجام	
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  هامواد و روش
  آوری نمونه خاکجمع
های خاک و آب از جنوب ایران منطقه آوری نمونهجمع

ها از سطح خاک تا عمق . نمونهشدمسجدسلیمان انجام 
آزمایشگاه درون انتقال به برای متر از خاک برداشته و سانتی٥/٢

  ند.های پلاستیکی قرار داده شدکیسه
  سازی نمونه خاکآماده
روی یک ها نمونهبرداری، سازی خاک بعد از نمونهآمادهمنظور به

سپس و سطح فاقد آلودگی در ضخامت کم در دمای اتاق خشک 
های کوچکتر کوبیده و از یک ها به اندازهدانهتقلیل خاکبرای 
. شدندها از خاک الک جداکردن سنگریزهمتری برای میلی٢غربال 

های استریل منتقل شده به درون پتریهای صافگرم از خاک٥
با توجه به بالاتربودن قابلیت رشد و  BG11. محیط کشت شدند

ها در محیط کشت به آنها افزوده شد. این ظروف انتشار این جلبک
و به  ندقرار گرفت ٢٥±C٢°های اتاق کشت در دمای پتری در قفسه

 بر فوتون انرژی در میکرومول٦ آن روشنایی فلورسنت با شدت
  .[12]مناسب تابانده شد )m٦	E	2‐µ	s‐1ثانیه ( در مترمربع

	سازیجداسازی و خالص
های سبز آبی بعد از یک ماه، در گیری کلنی جلبکپس از شکل

محیط ها با استفاده از لوپ استریل به سطح سطح خاک، کلنی
ها در کشت جامد منتقل شدند. از آنجا که انتقال زیگزاکی کلنی

سطح محیط کشت جامد طی چند مرحله واکشت، امکان 
های مختلف را فراهم های مربوطه به نمونهکلنی جداسازی تک

های سبز آبی از کشت زیگزاکی منظور جداسازی جلبکد، بهکنمی
  .[12]ها استفاده شدکلنی

  محیط کشت جامدانتقال به 
سازی توسط روش ها خالصبودن نمونهاطمینان از خالص منظوربه

ین ترتیب که ابتدا محیط کشت مایع ه ا. ب[13]انجام شدآگار  پلیت
BG11  به  کردنپس از افزودن آگار و انجام عمل استریلو تهیه
توسط دستگاه اتوکلاو، محیط  C١٢٠°دقیقه در دمای  ٢٠مدت 

. پس از شدهای استریل منتقل به درون پلیت شدهکشت استریل
به . شدندها روی آن تلقیح سردشدن محیط کشت جامد، جلبک

درجه روی  ٤٥صورت زیگزاک با زاویه به هااین صورت که کلنی
ها روی این محیط آگار کشت داده شدند. بعد از مدتی جلبک

 . به اینشدکشت جامد رشد کردند. این عمل چندین بار تکرار 
 درها پس از رشد از روی پلیت برداشته و کلنی صورت که

  .[12]شدندهای دیگر تلقیح پلیت
  انتقال به محیط کشت مایع

ها از بودن کلنیسازی و حصول اطمینان از عاریپس از خالص
ها به درون محیط مایع انتقال یافتند. به این منظور باکتری، کلنی

ترکیبات آن با ترازوی که (محیط کشت مورد نیاز  pHابتدا 
. محیط شدتنظیم  ٧برابر  )گرم توزین شد٠٠٠١/٠دیجیتال با دقت 
توسط پنبه ها شد و ارلنمنتقل  یهای متعددکشت به درون ارلن

. پس از اتمام شدنداستریل  و در اتوکلاوو ورق آلومینیوم مسدود 

ها از محیط این مرحله و با سردشدن کامل محیط، تلقیح جلبک
ها به اتاق کشت با دمای ارلن. [14]انجام شدبه مایع جامد 

°Cمترمربع بر فوتون انرژی در میکرومول٦ مییتحت نور دا ٢٥±٢ 
 ٢هوادهی به کمک پمپ هوا به مدت  .قرار داده شدند ثانیه در

  گرفت. انجامساعت در روز 
	شناسایی مورفولوژیکی

می، با یداشده پس از تهیه لام نیمههای جداسازینمونهشناسایی 
منظور به .[15]انجام شداستفاده از کلیدهای شناسایی معتبر 

 Olympusها از میکروسکوپ نوری شناسایی و بررسی لام
)Olympus (همچنین با توجه به اینکه  .شداستفاده ؛ ژاپن

برای ها در شرایط مختلف، مورفولوژی متفاوتی دارند، سیانوباکتری
علاوه بر میکروسکوپ نوری از مورفولوژی شناسایی دقیق 

نیز استفاده شد تا ؛ ژاپن) Olympus(میکروسکوپ فلورسانس 
در در این بخش،  شناسایی از دقت عمل بیشتری برخوردار شود.

جنس  کننده مربوط به هرقدم نخست صفات کلیدی و تعیین
به این  انجام شد.شناسایی بر مبنای این صفات سپس  ومشخص 
  ات رویشی و زایشی شکل و رنگ ترین صفمهمترتیب 
های ها، شکل، رنگ، و اندازه تال، شکل، اندازه و رنگ سلولکلنی

های ها، موقعیت هتروسیست، شکل سلولرویشی، هتروسیست
وجود یا عدم وجود غلاف موسیلاژی مورد بررسی قرار  و راسی

	گرفت.
	شناسایی مولکولی

هنوز با تکیه بر های سبز آبی بندی جلبکاگرچه شناسایی و رده
باید در نظر  ، اماپذیر استامکان یخصوصیات ساده مورفولوژیک

های اخیر اطلاعات جدید حاصل از مطالعات داشت که در دهه
خصوص بیولوژی مولکولی نقش بسیار مهمی در فراساختاری و به

است. به همین کرده ها ایفا بندی این گروه از جلبکتحول رده
بر پایه شناسایی مطالعه شناسایی در این  منظور بخشی از روند

از کیت  DNAمولکولی قرارداده شده است. برای استخراج 
استفاده ؛ ایالات متحده) فرمنتاز( Ko512ژنومی  DNAاستخراج 

و  نیبلروش ذکرشده در مطالعه ، از DNAشد. بعد از استخراج 
 مورد پرایمرهای .[16]شد استفاده PCRبرای انجام همکاران 
تعیین برای  PCRمحصول  .است ارایه شده ١ جدول در استفاده
پس از تعیین توالی ژنی  .شدارسال ایران)  ؛فناوران ژن(توالی 

بلاست ناحیه مورد نظر، توالی ژنی حاصل با انجام عملیات 
(BLAST) های جهانی ژن شده در بانکهای ثبتبا توالی ژن

موجود در بانک ژن تعیین های نمونهبا مقایسه و درصد تشابه ژنی 
های مورد نظر در سطح شد. با این روش صحت شناسایی نمونه

  .شدید یجنس تا

  
  آنابنا دولیولومتوالی پرایمرهای مخصوص سیانوباکتری  )١جدول 
  )٣´به  ٥´توالی (  پرایمر
	CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA  (CYA106F)رفت 

 GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT  (CYA781R)برگشت 



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ همکارانو ی بهرام هیآس ۲۱۲

   ۱۳۹۹ بهار، ۲، شماره ۱۱دوره                                                                                                                                                                               مدرس تیدانشگاه ترب یفناورستیز

  تیماردهی با نورهای مختلف
نمونه بعد از پوترکردن در چهار ارلن کوچک به مقدار مساوی ریخته 

ها در زیر نورهای سفید، آبی، سبز و قرمز قرار شد. سپس ارلن
گیری منظور اندازهو بهانجام شد روز  ۹. این کار به مدت گرفتند

جذب ، سوم، پنجم، هفتم و نهم میزان اولروزهای ، میزان رشد
  گیری شد.نانومتر در نورهای مختلف اندازه۷۵۰آنها در 

های متفاوت بافرها و با استفاده از نسبتاستخراج فیکوسیانین 
  های مختلف در دو دمای محیط و یخچالحلال

 برمجو روش استخراج فیکوسیانین براساس مطالعات
به . برای انجام مراحل استخراج ابتدا نمونه انجام شد [17]وهمکاران

روز زیر نور سبز قرار گرفت. تعداد روز و نور مورد نظر از  ۴مدت 
بررسی میزان تولید فیکوسیانین در نورها و روزهای مختلف به 

  :سپس استخراج مطابق روش زیر انجام شد دست آمد.
 از طریقسوسپانسیون جلبکی که محیط کشت آن  لیترمیلی٣-٥ به

دقیقه  ٥مدت زمان در  در دقیقه دور١٤٠٠٠ با سرعت سانتریفیوژ
میکرولیتر گلیسرول اضافه شد و در یخچال به ١٥٠، بود جدا شده

شدن مدت سه تا چهار روز قرار گرفت. پس از آن برای شکسته
، ٣ ،٢ ،١های مختلف (میکرولیتر آب و نسبت١٣٥٠ها به آن سلول
، )pH= ۷(فسفات های آب مقطر، سدیم) بافر٣/١ و ٢/١

کلرید کلسیممولار و ۱۵/۰ کلریدسدیم، )pH= ۵(ات استسدیم
شرایط این محلول هم به مدت دو روز در  وافزوده گرم بر لیتر) ۱۰(

قرار داده شد. با استفاده از  تاریکی و محیط وتاریکی و سرما 
شد.  و طیف جذبی نمونه مشخص اسانتریفیوژ محلول رویی جد

نین بر حسب میکروگرم زیر میزان فیکوسیا رابطههمچنین از طریق 
  :[17]محاسبه شد  بر میلی لیتر

  

C‐PC لیتر) گرم بر میلی=(میلی  ሺ୓ୈ଺ଶ଴ି଴.଻୓ୈ଺ହ଴ሻ
଻.ଷ଼

 
 

PC‐C  ،620غلظت فیکوسیانینOD  چگالی نوری نمونه در طول
چگالی نوری نمونه در طول موج  650ODنانومتر و ۶۲۰موج 
  نانومتر است.۶۵۰

  

  هایافته
  آنابنا دولیولومشناسایی مورفولوژیکی 

آنابنا شود نمونه شاهده میالف م -۱ طور که در شکلهمان
که این است رنگ ایای و قهوهدارای اجتماعات کوپه دولیولوم
ای دارند و به رنگ سبز و قهوه صورت مجزا از هم قرارها بهکلنی

ها مشاهده لایه موسیلاژی در اطراف کلنیهمچنین شوند. دیده می
 -های رویشی در این سویه مربع. سلولب) -١شکل شد (

یافته های تخصصدارای سلول نمونهشکل بودند. این مستطیل
بیضوی یا مدور با موقعیت میانی یا صورت به کهبود هتروسیست 

  .شدندراسی مشاهده 
  شناسایی مولکولی

روی ژل آگارز الکتروفورز و  آنابنا دولیولومنمونه  PCRمحصول 
نتایج حاصل از ). ۲(شکل  یابی انجام شدپس از تایید اولیه توالی

موید صحت نتایج مورفولوژیک در شناسایی  rRNA	16s یابیتوالی
شده ژنی نمونه بررسی توالیهای مورد آزمایش بود. مقایسه جنس

طه به واس NCBIشده در بانک جهانی ژنی های ثبتبا توالی ژن
دهنده وجود بالاترین سطح تشابه با نشان BLASTانجام عملیات 
	.)٣(شکل  بود %٩٧به میزان  آنابنا دولیولوم

  بررسی میزان رشد
در زیر  آنابنا دولیولومهای گیری میزان رشد، نمونهبرای اندازه

، اولو در روزهای  ندنورهای سفید، آبی، سبز و قرمز قرار داده شد
نانومتر در ۷۵۰سوم، پنجم، هفتم و نهم میزان جذب آنها در 

اثر متقابل  براساس آنالیز واریانسگیری شد. نورهای مختلف اندازه
دار یمعن %٥در سطح  آنابنا دولیولوم "نور" و "روز" برای نمونه

در فاصله زمانی بین روزهای سوم تا پنجم و در نور سبز است. 
در  نیهمچن. مشاهده شدبیشترین میزان رشد برای این نمونه 

پنجم و تیمار با نور سبز) بالاترین  تاهمین شرایط (روز سوم 
  .)۱(نمودار  غلظت فیکوسیانین به دست آمد

  

  
ب) تصویر میکروسکوپ فلورسانس  ؛الف) تصویر میکروسکوپ نوری )۱شکل 

  آنابنا دولیولوم

  

  
بازی (فرمنتاز؛ ایالات جفت١٠٠؛ ب) مارکر PCRالکتروفورز محصول الف)  )٢شكل 

  متحده)
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  آنابنا دولیولومشده از نمونه استخراج DNAتوالی مربوط به  )۳شکل 

  

  
در محیط کشت  دولیولومآنابنا  بر میزان رشد اثر متقابل "نور" و "روز" )۱ نمودار
BG11  دمای در°Cبر فوتون انرژی در میکرومول٦می یتحت نور دا ٢٥±٢ 
ای از میزان رشد ثانیه؛ محور عمودی میانگین تخمین حاشیه در مترمربع

نانومتر به دست ٧٥٠ها است که براساس جذب آنها در طول موج سیانوباکتری
	آمده است.

  
  استخراج فیکوسیانین

با توجه به نتایج حاصل از مرحله قبل، مشخص شد که بهترین 
و بیشترین میزان تولید فیکوسیانین در  آنابنا دولیولوممیزان رشد 

  روز  ۳-۴ها به مدت حداقل شود که نمونهشرایطی حاصل می
تحت تیمار با نور سبز قرار گیرند. بنابراین پس از این مرحله، 

و با  C۴°متفاوت محیط و  یدما استخراج فیکوسیانین در دو
مقدار  .انجام شدهای متفاوت پنج حلال مختلف استفاده از نسبت

بیومس در این روش ثابت است و مقدار حلال در هر نسبت تغییر 
مقدار حلال  ۱به  ۱کند. به این ترتیب که در نسبت می
 ۱به  ۳و در نسبت  ۲۰۰مقدار حلال  ۱به  ۲میکرولیتر در نسبت ۱۰۰

و  ۲به  ۱های میکرولیتر است. همچنین در نسبت۳۰۰لال مقدار ح
میکرولیتر حلال مورد ۳/۳۳میکرولیتر و ۵۰به ترتیب  ۳به  ۱

بار  بهترین میزان استخراج مربوط به آب دواستفاده قرار گرفت. 
 و حلال به بیومستقطیر و در دمای یخچال و با نسبت سه به یک 
های ک به یک حلالکمترین میزان استخراج مربوط به نسبت ی

. همچنین در )۳و  ۲های است (جدولمختلف و در هر دو دما 
تری برای استخراج دمای محیط بافر فسفات حلال مناسب

	.استفیکوسیانین 
  

بر حسب  آنابنا دولیولوماز  شدهغلظت فیکوسیانین استخراج )۲جدول 
بیومس به های مختلف های مختلف در نسبتبا حلال لیترمیکروگرم بر میلی

	حلال در دمای صفر درجه سانتیگراد
  نسبت حلال به حلال

  بیومس
١:٣	 ١:٢	 ٣:١	 ٢:١	 ۱:۱	
٥± ۰۳/۰  ١٠± ۰۳/۰ 	 ١٥±۰/۰۳	 ٣± ۰۱/۰ 	 ٣± ۰۳/۰ 	 	آب دوبار تقطیر
٤± ۰۲/۰ 	 ٣± ۰۵/۰ 	 ٤± ۰۲/۰ 	 ٨± ۰۴/۰ 	 ٤± ۰۳/۰ 	 	محلول کلریدسدیم
٣± ۰۳/۰ 	 ٩± ۰۱/۰ 	 ٧± ۰۳/۰ 	 ٧± ۰۱/۰ 	 ٥± ۰۱/۰ 	   محلول کلریدکلسیم
٥± ۰۵/۰ 	 ٧± ۰۷/۰ 	 ٤± ۰۶/۰ 	 ٤± ۰۲/۰ 	 ٥± ۰۸/۰ 	   سدیمبافر فسفات
٣± ۰۱/۰ 	 ٥± ۰۳/۰ 	 ٤± ۰۳/۰ 	 ٤± ۰۳/۰  ٥± ۰۱/۰ 	   سدیمبافر استات

  
بر حسب  آنابنا دولیولوماز  شدهغلظت فیکوسیانین استخراج )۳جدول 

های مختلف بیومس به های مختلف در نسبتبا حلال لیترمیکروگرم بر میلی
  حلال در دمای محیط

  حلالنسبت حلال به 
  بیومس

٢:١  ٣:١  ١:٢  ١:٣  ۱:۱  
٥± ۰۸/۰  ٣± ۰۳/۰ 	 ٢± ۰۵/۰ 	 ٤± ۰۸/۰ 	 ٣± ۰۳/۰ 	آب دوبار تقطیر 
۳± ۰۵/۰  ۳± ۰۱/۰ 	 ۴± ۰۴/۰ 	 ۴± ۰۵/۰ 	 ٣± ۰۲/۰ 	   کلریدسدیم
۴± ۰۳/۰  ۴± ۰۳/۰  ۵± ۰۶/۰  ۴± ۰۸/۰ 	 ٣± ۰۵/۰ 	   کلریدکلسیم
۷± ۰۸/۰  ۸± ۰۵/۰ 	 ۷± ۰۱/۰  ۷± ۰۳/۰ 	 ۵± ۰۸/۰   سدیمبافر فسفات 
۵± ۰۱/۰  ۵± ۰۴/۰ 	 ۵± ۰۲/۰  ۳± ۰۳/۰  ۴± ۰۱/۰   سدیمبافر استات 

  
  گیریبحث و نتیجه

 آنابنا دولیولومنمونه د که ندهنشان می مطالعه حاضر،های یافته
تحت تیمار با نور سبز بهترین میزان رشد و تولید فیکوسیانین را 
دارد. ضمن اینکه براساس آنالیز واریانس نیز تنها نور سبز با سایر 

داری بین یو از لحاظ آماری تفاوت معن دار داردینورها تفاوت معن
  سایر نورها از نظر میزان رشد وجود ندارد.

، آنابنا سیرسینالیسو همکاران روی گونه  اوجیتمطالعه در 
طور غلظت فیکوسیانین در نمونه تحت تیمار با نور سفید به

در  .[18]داری بیشتر از سه نور دیگر طی دوره مطالعه بودمعنی
نشان داد که سنتز رنگدانه در  اناندو  ویجایاهای حالی که یافته
 .[19]در نور آبی افزایش یافته است آنابنا امبیگوآ سیانوباکتریوم

و نور سبز  آنابناند که نور سفید برای دنشان داو همکاران  رودریگز
برای سنتز  هاترین تیمار ، امیدوارکنندهنوستوکبرای 
ها، نور همچنین براساس گزارش .[20]هستندها پروتئینفیکوبیلی

	Strain	sp.	Nostoc پروتئین بیشتر درقرمز باعث تولید فیکوبیلی
UAM	206 و Nostoc	muscorum ,21]شودمی	که حالی . در[22 

	Chondrus قرمز جلبک درتیمار با نور آبی  crispus و 
Porphyra	 leucosticta تولید بر مثبتی ثیرات 

	,23]دارد هاپروتئینفیکوبیلی  همچنین زمانی که .[24
Westiellopsis	 iyengarii های مختلف نور تحت تاثیر کیفیت

های آلوفیکوسیانین، قرار گرفت، بیشترین غلظت رنگدانه
  .[25]فیکوسیانین و فیکواریترین در نور قرمز به دست آمد

آنابنا تری برای رشد حاضر نیز نور سبز تیمار مناسب مطالعه در
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 یتواند به دلایل متفاوتوجود این اختلافات می بود. دولیولوم
 کیفیت فیزیولوژیکی، سن ها،گونه در تفاوت مثال عنوانبهباشد. 
 هاپروتئینفیکوبیلی سنتز القای و کروماتیک سازگاری میزان و نور
  .[26]هستند رشد و رنگدانه تولید موثر در عوامل از

 سنتز تنظیم شاملها سیانوباکتری کروماتیک سازگاری
 فیکوسیانین و فیکواریترین -C سلولی، اصلی یهافیکوبیلین
که توان گفت به این ترتیب می. [27]است سبز و قرمز نور توسط

 یهاسازگاری بابهترین شرایط برای تولید رنگدانه برای هر گونه 
  تواند متفاوت باشد.میمختلف محیطی زیست

استخراج بهینه فیکوسیانین نشان برای مطالعه به علاوه نتایج این 
داد که نوع حلال انتخابی برای استخراج دما و نسبت بیومس به 

عنوان مثال آب تواند بر میزان استخراج اثرگذار باشد. بهحلال می
مقطر در نسبت سه به یک و در دمای یخچال بیشترین میزان 

و  در حالی که در همین نسبت ،استخراج فیکوسیانین را نشان داد
در میزان استخراج توسط این  چشمگیریدر دمای محیط تغییر 

سازی شرایط استخراج، برای بهینه همچنین. شدحلال مشاهده 
نسبت بیومس به حلال و دما بستگی به نوع حلال انتخابی دارد. 

گزارش  اسپیرولینا پلاتنسیسروی  و همکاران سیلویرادر مطالعه 
 .دارد قرار دما تاثیر تحت ریدامعنی طوربه عصاره شد که خلوص

 استخراج زیرا شود،می خلوص کاهش سبب بالا حرارت درجه
سیواسانکاری در مطالعه  .[28]کندمی را تسهیل دیگر یهاپروتئین

برابر  pH با فسفات، سدیماسپیرولینا پلاتنسیسو همکاران روی 
گرم میلی٢٥/٠فیکوسیانین  را برای استخراج خوبی نسبتاً  بازده، ۷

گرم میلی( فیکوسیانین غلظت براساس نتایج، .[29]بر گرم نشان داد
و  ٢٥/٠ساعت  ٤٨و بعد از  ١٧/٠ساعت  ٢٤بعد از  )لیتربر میلی
و  ساراندر پژوهش گزارش شد. همچنین،  ٢٥/٠ساعت  ٧٢بعد از 

های مختلفی برای از بافر اسپیرولینا پلاتنسیسهمکاران روی 
که از است سازی فیکوسیانین استفاده شده خالصسازی و بهینه

، بالاترین بازده را نشان داد، ۷برابر  pH با فسفاتسدیممیان آنها 
و  سانی. [30]داشتترین بازده را در حالی که آب دو بار تقطیر پایین

را برای استخراج  pH= ۷فسفات با همکاران نیز بافر سدیم
و  هملاتامطالعه در  .[31]مناسب دیدند اسپیرولینافیکوسیانین در 

روی گونه دیگری از آنابنا، در مقایسه بافرهای مختلف، بافر  فاتما
در  ،عنوان بهترین بافر برای استخراج انتخاب شدسدیم بهفسفات
کمترین آب مقطر منجر به استخراج  مطالعهدر همین  کهحالی 

و  ساردا. [26]شد گرم) گرم برمیلی٦/٨٣±١٧/٠( میزان فیکوسیانین
اسپرولینا را با از همکاران نیز کمترین میزان استخراج فیکوسیانین 

ترین عملکرد در آب مقطر ممکن پایین .[32]ر گزارش کردندآب مقط
است ناشی از عدم توانایی آن در لیز دیواره سلولی و کاهش نفوذ 

های با یافته مطالعاتنتایج این  .ین باشدئپروترنگدانه فیکوبیلی
در دمای محیط همخوانی دارد. هر چند در دمای  مطالعه حاضر

متفاوت با دمای محیط  کاملاً مطالعه یخچال نتایج حاصل از این 
است و آب مقطر در دمای یخچال بهترین میزان استخراج را نشان 

	دهد.می

تولید رنگدانه و همچنین شرایط  ، میزانمیزان رشد طور کلیبه
متفاوت  ها کاملاً تخراج برای هر گونه نسبت به سایر گونهبهینه اس

است. همچنین استخراج بهینه فیکوسیانین در یک گونه نیز 
از جمله زمان، دما، حلال انتخابی و  یوابسته به عوامل مختلف

  نسبت بیومس به حلال است.
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