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 چکیده
سرمایی کنندة عامل محافظت  4در شرایط فراسرد،  Chaetoceros calcitrans کتوسروس منظور ارزیابی امکان نگهداری ریزجلبکبهدر این مطالعه 

ساید متیل دی سرول ،(ME) متانول ،(DMSO) سولفوک  25 ،21 ،05 ،01 ،5 ،5/2های مختلف )غلظت، هر یک با (ET) گلیکول اتیلن و (GL) گلی

درجة  -091روز در دمای  01مدت بهسازی آمادههای ریزجلبکی پس از نمونهعنوان تیمارهای آزمایشی در نظر گرفته شد و به ، (حجم/حجم) درصد

  اسید روفیلپ بیوشیمیایی و منظور تعیین بهترین تیمارها کشت مجدد ریزجلبک انجام و عملکرد رشد، ترکیببهگراد قرار داده شد. در ادامه، سانتی

سنجش چرب شد مجدد  05تیمار مورد آزمایش، در  24از  .قرار گرفت مورد  شد.  هاسلولتیمار پس از خروج از حالت انجماد ر شاهده  شترینم  بی

در تیمارهایی که پس از شاخص بقا  مشاهده شد. 15DMSOلیتر( در بین تیمارهای آزمایشی در تیمار میلیسلول در  00/4×101میزان تراکم نهایی )

شد مجدد انجماد شد در آنها در سلولزدایی ر شاهده  شت.  09/28تا  21/8ای بین دامنهها م صد قرار دا شترین در ترتیب در بهمانی زندهمیزان بی

شان داد که تنها در  15MEو  15DMSO ،10DMSOتیمارهای  شیمیایی ن سنجش ترکیب بیو شد.  شده در تیمارهای اندازهچربی  شاخصثبت  گیری 

شاهد افزایش  سبت به گروه  شی ن شد )معنیآزمای شاهده  سیدهای چرب نیز هیچ گونه اختلاف (. >15/1Pدار م داری بین معنیسنجش پروفیل ا

سرد ریزجلبک کتوسروسکه  داد نشان حاضر پژوهش از حاصل تیمارها نشان نداد. نتایج آمیز باشد که از موفقیتتواند میدر شرایطی  حفاظت فرا

DMSO  درصد و یا  05تا  5در سطحME  ستفاده شود، و  ةکنندمحافظتعنوان عامل بهدرصد  05تا  01در سطح نتایج نیز  ترینمناسبسرمایی ا

 د.مدست آبهدرصد  05در سطح  DMSOدر زمان استفاده از 

 .، دیاتومهDMSO، پروفیل اسید چرب، Chaetoceros calcitransحفاظت فراسرد،  کلمات کلیدی:
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Abstract 
In this study, in order to evaluate the possibility of cryopreservation of C. calcitrans, 4 cryoprotectant agents 

(dimethyl sulfoxide, methanol, glycerol and ethylene glycol), each with different concentrations (2.5, 5, 10, 

15, 20, 25% (v/v)), were taken as experimental treatments. Then, microalgae samples were placed at -196°C 

for 30 days. After that, in order to determine the best treatments, re-cultivation of microalgae was carried out 

and growth performance, biochemical composition and fatty acid profile were measured. After thawing, 

regrowth of microalgae cells was observed in 15 out of 24 treatments. The highest final cell density (4.13x106 

cells/ml) was observed in DMSO15. After thawing, in the treatments in which the cells were reproduced again, 

the viability ranged between 8.26 and 28.19 percent. Maximum viability index were recorded in DMSO15, 

DMSO10 and ME15, respectively. Biochemical composition analysis showed that there was a significant 

increase on the lipid content in the experimental treatments compared to the control group (p<0.05). No 

significant difference was observed on the fatty acid profile(p>0.05). The results showed that the 

cryopreservation of C. calcitrans can be successful only if we use DMSO (5-15%) or ME (10-15%) as a 

cryoprotectant, and the best results are obtained when using DMSO at the level of 15%. 

Keywords: Cryopreservation, Chaetoceros calcitrans, fatty acid profile, DMSO, Diatom. 
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 مقدمه .1
مه یاتو ترین مهمیکی از ( Bacillariophyceae)ها د

زمین محسننوب می کرة روی کنندة موجودات فتوسنننتز 

های سننیلیسننی خود دیوارهداشننتن  ةواسننطبهشننوند که 

د دار تولیعهدهشوند. این موجودات تک سلولی میشناخته 

ولیه در سطح درصد کل تولیدات ا 25تا  21حدود چیزی 

جنننننس  .(Leynaert et al., 2018) نننداکننرة زمننیننن

Chaetoceros  یکی  گونه تاکنون، 228با دارا بودن حدود

مه، محسنننوب جنسترین متنوعاز  یاتو شنننود میهای د

(Tapia-Gallardo et al., 2021 یکی از .)های مطرح گونه

ین جنس  کننه  اسننننت Chaetoceros calcitransدر ا

سطبه شتن یک ترکیب بیوشیمیایی خاص ةوا رشار سو  دا

اکسیدانت و آنتی(، 0EPAاز نوع ) 0امگااز اسیدهای چرب 

، ارزش (B2و  Cترکیبات محرک سیستم ایمنی )ویتامین 

، درصنند( 21درصنند و چربی تا  41 )پروتئین تا بالا غذایی

و میکرون(  1تا  5/2بسیار مناسب )قطری در حدود اندازة 

همچنین برخورداری از سننرعت رشنند بسننیار بالا، اهمیت 

ر دنحوی که ، بهپیدا نمودهپروری آبزیدر صننننعت  بالایی

ضر به یکی از  صلیحال حا ترین منابع غذایی در پرورش ا

ستانسختلاروی ماهیان دریایی،   و ، خارتنانتناننرم ،پو

تبدیل شنننده اسنننت هایی مانند آرتمیا زئوپلانکتونحتی 

(Brown et al., 1997; Krichnavarruk et al., 2005; 

Salas-Leiva and Dupré, 2011; Rodríguez et al., 2012.) 

ها از سنننه ریزجلبکبرای نگهداری  تاکنونطور کلی به

، 2های سریالیزیرکشتاستفاده شده است که شامل روش 

  باشنندمی 4و حفاظت فراسننرد 0انجمادیخشننک کردن 

(Foo et al., 2023 .)روشترین قدیمیو  ترینرایج شنناید  

یه برای یة کشنننت ته بک، اول یة ریزجل   سنننایر از آن ته

آزمایشننگاه  دارای که باشنند پرورش و تکثیر هایمجموعه

(.  Chellappan et al., 2020) اند(فایکولبکشننت جلبک )

  برای توانمی را مذکورتهیه شننده از مراکز  اولیة هایکشننت

 
 

 

 

 

ولیه ا کشت تولید برای ادامه در و جدید کشت چندین تلقیح

  زنی استوک کشت از. داد قرار استفاده موردمادری  استوک یا

  نمود اسننتفاده  هاکشننت زیر تهیة برای توانمی تناوب به

(Salas-Leiva and Dupré, 2011; Foo et al., 2023  .)

 زا اسننتفاده بزرگ، فضننایی بودن دارا نیازمند رویکرد این

شت محیط ست فراوان کار نیروی و قیمت گران هایک . ا

  هر در روش این به هاریزجلبک حفظ و نگهداری بنابراین

  بود خواهنندبر و زمننان پرهزینننه بسنننیننار ایمجموعننه

(Chellappan et al., 2020 .)و آلودگی خطر این، بر علاوه 

 ستبالا بسیارنیز  مذکور شیوة در ژنتیکی هایجهش بروز

  شنننودمی سنننویه رفتن بین از به منجر یگاه حتی و

(Heesch et al., 2012; Salas-Leiva et al., 2016.)  روش

دوم، یعنی خشننک کردن انجمادی زمانی مورد آزمایش و 

اسننتفاده قرار گرفت که بسننیاری از محققین متوجه عدم 

مدت برای روش کارآیی  یالی در دراز  زیرکشنننت سنننر

صحیح ریزجلبک ها  شدهبهنگهداری  د شدن ،دلایل گفته 

(FOO et al., 2023 البته، اگرچه .) خشنننک کردن روش

آمیزی برای نگهداری بلند مدت موفقیتطور هانجمادی ب

ها مورد اسنننتفاده قرار سنننیانوباکتریها مانند گونهبرخی 

ج در مطالعات خود متوجه تدریبهگرفته بود، اما محققین 

های گونهبرای نگهداری روش این گسنننتردة عدم کارآیی 

هایی که به این شیوه گونهدر علاوه بر این، مختلف شدند. 

بقا بسننیار اندک )کمتر از نیز میزان  ،نگهداری شننده بودند

(. در زمانی که McGrath et al., 1978درصننند( بود ) 0

، ندروی روش خشک کردن انجمادی بود متمرکزمحققین 

انجام شد که از  Holm-Hansen (0910)ای توسط مطالعه

جدیدی در نگهداری ریزجلبک استفاده کرد که به آن روش 

در طی سننالیان روش شننود. این میگفته  حفاظت فراسننرد

مختلفی مورد ارزیابی قرار گرفت  هایمتمادی و در آزمایش

شد که   جلوگیری برای هاحلراه بهترین از یکی و مشخص 

برای  هاریزجلبکدر نگهداری  مذکور مشنننکلات بروز از

عدی اسنننتکشنننت   ;Nakanishi et al., 2012) های ب

1Eicosapentaenoic acid 
2Serial subculture 
3lyophilization 
4Cryopreservation 
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FOO et al., 2023.) طور کلی حفاظت فراسنرد شنامل به

سنننازی ذخیرهسنننازی و سننن س آمادهیکسنننری مراحل 

ستی )هانمونه در  ها(اندام یا هابافت زنده، هایسلولی زی

  بسننیار دمای این . دراسننتنیتروژن مایع یا فاز گازی آن 

مات کم، هایو  سنننلولی تقسنننی ند یک فرآی تابول  و م

 یجهنت در و متوقف شده های زیستینمونهدر  فیزیولوژیک

گردد میپننذیر امکننان هنناآن منندت طولانی نگهننداری

(Wolkers and Oldenhof, 2021) نیننازمننند روش . این

فراوان اسننت، اما در بلند مدت سننبب هزینة تلاش اولیه و 

کاهش نیاز به نیروی کار و ایجاد آلودگی و کاهش هزینه 

نهکمتر  جاد تغییرات نمو کاهش خطر ای ها و همچنین 

نهژنتیکی در  مان نمو شنننود میهای جلبکی در طول ز

(Youn and Hur, 2009.) 

حفاظت فراسنننرد در روش اسنننتفاده از نتایج مثبت 

ز ا گیاهی و جانوری های زیستینمونهنگهداری بسیاری از 

های در مراحل جنینهای جنسننی نر و ماده، سننلولجمله 

  ،های بنیادیسننلولهای سننفید و قرمز خون، گلبولاولیه، 

ست )و بذر  سیده ا سم به اثبات ر  Wolkers andژرم پلا

Oldenhof, 2021 .)،هایرشبراسننناس گزا علاوه بر این 

فاده از  ظت فراسنننرد در نگهداری روش موجود، اسنننت حفا

های اخیر مورد توجه بسیاری از محققین سالها در ریزجلبک

با گونهو دانشنننمندان قرار گرفته و در بسنننیاری از  ها نیز 

 ;Paredes et al., 2021) موفقیت به انجام رسننیده اسننت

Nugroho et al., 2016 .) فزون یش روز ا فزا خلاف ا بر

 منابع مروراما دنیا، سنننراسنننر در این حوزه در  هاپژوهش

ها در ایران بر پژوهشبیشننتر  دهدمی موجود نشننان داخلی

نه عالی متمرکز بوده و گو هان  یا جانوری و گ تاکنون های 

 هایگونهحفاظت فراسننرد زمینة در  بسننیار اندکی مطالعات

ست  Fayazi Atdotan and) مختلف جلبکی انجام گرفته ا

Rajabi Islami, 2015) .هنندف  ،هننمننیننن منننننظننوربننه 

لعننه مطننا ین  مکننان بررسنننی ،از ا گهننداری  ا  گونننة ن

Chaetoceros calcitrans ترین مهمعنوان یکی از بننه

صنعت گونه ستفاده در   پروریآبزیهای ریزجلبکی مورد ا

  بر آن ثیر احتمننالیأتننفراسنننرد و  حفنناظننتروش بننه 

بیوشنننیمیایی و پروفیل  ترکیب و رشننند هایشننناخص

 د.بواسیدهای چرب این ریزجلبک 

 

 هاروشمواد و  .2

 کشت آنروش جلبک و تهیة نمونة . 2.1
نة  یه ریزجلبک نمو به  C. calcitransاول پس از تهیه 

تنان خلیج نرمآزمایشنننگاه کشنننت جلبک مرکز تحقیقات 

شد.  شتبرای فارس منتقل  شت محیط از ریزجلبک ک   ک

f/2 شده با ( 0 )جدول گیلارد سدیم غنی  )به سیلیکات 

مت در هزار(  01میزان  مت  05 شنننوری وقسننن  قسننن

ستفاده در هزار  ;Salas-Leiva and Dupré, 2011) شد ا

Guillard and Rhyther, 1962) .شت تمامی برای  از هاک

  تاریکی سنناعت 02 و روشنننایی سنناعت 02 نوری دورة

ستفاده   اچ-پی و گرادسانتی درجة 25 محیط دمای. شد ا

ستفاده از  سی -2) -4با ا  اتان پی رازین-0-(اتیل هیدروک

سید سولفونیک  6-8 مقدار در مولار، 10/1( HEPES) ا

صلی  .گرفت انجام مداوم طوربه هوادهی و تنظیم شت ا ک

بک در ظروف  مایرریزجل نة با  ارلن  ها نگ د با حجم ت

گیری از ریزجلبک در نمونهانجام شننند.  لیترمیلی 5111

گاریتمی ر کشننننت، یعنی د 5روز  فتفاز ل جام گر   ان

(Salas-Leiva and Dupré, 2011). ابتدا پس منظوردینب ،

از قطع هوادهی میزان مشننخ ننی از محیط کشننت حاوی 

س س برای شت و  سازی ریزجلبک از  ریزجلبک بردا جدا

شد محیط شت  شت، نمونه بردا در دقیقه  01مدت به و ک

  )یونیورسننال،مورد سننانتریفیوژ دور در دقیقه  2511دور 

دسنننت آمده هقرار گرفت و سننن س پلت جلبکی بایران( 

تازه به شنننکل  f/2با اسنننتفاده از محیط کشنننت  اًمجدد

 سوس انسیون در آمد.

 . تیمارهای آزمایش2.2

لبننک بننه ج یز گهننداری ر ن مکننان  بی ا ظور ارزیننا ن  م

C. calcitrans  ،کنندة عامل محافظت 4در شرایط فراسرد

  (،MEمتانول ) (،DMSOسولفوکساید ) متیل سرمایی دی

(، هر یننک بننا ETگلیکول ) اتیلن و (GLگلیسنننرول )

  درصننند 25 ،21 ،05 ،01 ،5 ،5/2های مختلف )غلظت
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 (.Chellappan et al., 2020تکرار( در نظر گرفته شد )عنوان تیمارهای آزمایشی )هر یک با سه ، به((حجم/حجم)

 گیلارد f/2مورد استفاده در محیط کشت  مواد -1جدول 

 نام محلول نام ماده مقدار مورد نیاز

g/L65 3NaNO 
medium 

g/L15/5 O2.H4PO2NaH 

mg/L5/1 Vitamin B12 

Vitamin mix mg/L011 Thiamine HCL 

mg/L5/1 Biotin 

g/L01/4 O(EDTA)2.H2N8O14H10C2Na 

Trace elements 

g/L05/0 O2.6H3FeCl 

g/L10/1 O2.5H4CuSO 

g/L122/1 O2.7H4ZnSO 

g/L10/1 O2.6H2CoCl 

g/L08/1 O2.4H2MnCl 

g/L111/1 O2.2H4MoO2Na 

 

 برابرمیزان دو بهکننده محافظتهای مختلف عامل غلظت

 غلظتتهیة برای  ،عنوان مثالتهیه شننند. به غلظت نهایی

لیتر از آن با میلی 5درصد از دی متیل سولفوکساید،  5/2

شوری میلی 01 سمت در هزار که از  05لیتر آب دریا با  ق

لیتر میلی 011قبل اتوکلاو شده مخلوط و س س به حجم 

شد.ر ستفاده دتمامی  سانده  شیمیایی مورد ا  رترکیبات 

 99این مطالعه از برند سنننیگما آلدریچ و با خلوص بالای 

 درصد بودند.

 های جلبکینمونهسازی آماده .2.3
شرایط فراسرد ها برای قرار گرفتن در نمونهسازی آماده

به این نحو انجام شنند که ابتدا از سننوسنن انسننیون جلبکی 

لیتر به میلی 5/1قبل به میزان مرحلة دسنننت آمده در به

شده با حجم  ضافه میلی 8/0یک کرایوتیوب اتوکلاو  لیتر ا

به کننده محافظتلیتر از محلول عامل میلی 5/1سننن س 

  تراکم بودن یکسننان از اطمینان منظوربهآن اضننافه شنند. 

پیش از اضنننافه نمودن عامل  مختلف، تیمارهای در اولیه

ظت حاف به م نده  مار هر ها، برایکرایوتیوبکن   یک از تی

غلظت  .گرفت ها صننورتریزجلبک مجدد شننمارش تکرار

ای هغلظتکننده در هر کرایوتیوب با محافظتنهایی عامل 

زمان تعادل  .برابر بود مورد نظر در تیمارهای آزمایشنننی

یوببرای  ت یو یونکرا  هننای حنناوی سنننوسننن ننانسننن

دقیقه در نظر گرفته شنند  01کننده مدت محافظت/جلبک

(Salas-Leiva and Dupré, 2011) این مرحله در دمای  که

س پ .و در تاریکی صورت گرفت گراد(درجة سانتی 25) اتاق

دقیقه در  45مدت بهابتدا ها نمونهاز گذشننت زمان مذکور، 

سانتی 4دمای  س س گراد درجة  شد  صله به قرار داده  بلافا

   منندل تننانننک ازتگراد )درجننة سننننانتی -091دمننای 

SJ Cryo YDS-10 روز در شننرایط  01و به مدت ( منتقل

سرد نگهداری  ستفاده از نمونهزدایی یخ شدند.فرا ها نیز با ا

 5مدت گراد بهدرجة سنننانتی 05با دمای گرم حمام آب 

 .(Tzovenis et al., 2004) دقیقه و در تاریکی انجام شنند

ها با اسننتفاده از کرایوتیوبپس از آن، محتویات هر یک از 

به مدت لیتر رسانده شد و میلی 01محیط کشت به حجم 

. (Salas-Leiva and Dupré, 2011) روز کشت داده شد 6

عنوان گروه شننناهد بدون بهطور همزمان، یک گروه نیز هب

اولیه کشت داده شد. در طول نمونة هیچ گونه تیماری و از 

 6و  5، 0، 0ها در روزهای سننلولمدت کشننت شننمارش 

 محتویات ،های بیشترررسیبمنظور انجام شد. در ادامه به 

به  به هر کشنننت  که  یلیترمیلی 251های ارلنمربوط 
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شتمیلی 011حاوی  ستریل بود منتقل و  لیتر محیط ک ا

کشننت  گفته شنندهروز و تحت شننرایط  6به مدت  اًمجدد

 داده شد.

 تعیین رشد سلولی. 2.0

شد سطبه سلولی ر ستفاده ةوا شی لام یک از ا   شمار

  سانتی 0/1×5/0×5/6) ابعاد با (فیلد )مرین هموسیتومتر

شمارش گرفت قرار ارزیابی مورد (متر ستقیم به.  صورت م

 ها صورتسلولکننده روی مادة فیکسو بدون استفاده از 

ست دبه زیر رابطة از استفاده با هاسلول کل تعداد و گرفت

 (:Chellappan et al., 2020) آمد

 لیترسلول در هر میلی کل تعداد=

  شمارش هایمربع تعداد)×هامربع کل تعداد*]01111

   ([شده شمارش هایسلول تعداد/شده

به زیر فرمول از ویژه رشنننند نرخ حاسننن   شنننند م

(Chellappan et al., 2020:) 

μ(day-1)= Ln (Cf/C0)/tf−t0 

شد ویژه،: μرابطه،  این در که   سلولی تراکم: fC نرخ ر

 و آزمایش شروع در سلولی تراکم: 0C ،آزمایش انتهای در

ft 0 وt :مقایسة منظوربه است. کدام هر با مرتبط های زمان  

  بقا شاخص از شاهد، گروه و آزمایشی هایگروهبین  رشد

شد ریزجلبک( مانیزنده قابلیت میزان) ستفاده  ص شاخ. ا

  شنننندزیر محنناسنننبننه رابطننة ( نیز از طریق Vبقننا )

(Cañavate and Lubian, 1995a,b; Salas-Leiva and 

Dupré, 2011:) 

V= [(C0/Ci)*(C7/(aC0
b)]*100 

طه،  ند از به iCو  0C ،7Cکه در این راب بارت یب ع ترت

سلولی در انتهای  سلولی در ابتدای آزمایش، تراکم  تراکم 

تراکم اولیه )پیش از انجماد(. ضرایب  حداکثرکشت و دورة 

a  وb  بانیز مان  مایش اصنننلی همز مایش ، آز یک آز در 

از  ونشده است( ارائه )که نتایج آن در این مطالعه جداگانه 

 های اولیهتراکمتخمین منحنی رشنند با اسننتفاده از  طریق

 محاسبه شد bY=aX رگرسیونیمعادلة و براساس متفاوت 

(Y  برابر است با تراکم نهایی وX  )برابر است با تراکم اولیه

(Cañavate and Lubian, 1995a,b; Salas-Leiva and 

Dupré, 2011.) 

بک در  قای ریزجل یابی عملکرد رشننند و ب پس از ارز

تیمارهای مختلف، سه تیماری که بهترین عملکرد را نشان 

منظور سننننجش ترکیب بیوشنننیمیایی و پروفیل بهدادند 

باسنننیدهای چرب انتخاب شننندند منظور کشنننت دین. 

مایرهای  لیتری میلی 5111تیمارهای مورد نظر در ارلن 

  لپروفی بیوشننیمیایی و ترکیب سنننجش .ردادامه پیدا ک

 بررسی منظوربه C. calcitrans هایسلول در چرب اسید

 قرار نتیجه در ریزجلبک سنننلول در تغییر ایجاد امکان

بات معرض در گرفتن ظت ترکی حاف نده م مای و کن   د

  ریگیت میم برای معیاری بتوان تا گرفت صورت انجماد،

سرد احتمالی سوء ثیراتأت درمورد   کیفیت بر حفاظت فرا

 .داشت ریزجلبک کلی

 یوشیمیایی جلبکبگیری ترکیب اندازه. 2.5
  Bradford (0961)پروتئین کل با اسنننتفاده از روش 

ندازه که ا به این نحو  نة گرم میلی 011گیری شننند.  نمو

شک  شد و خ سائیده  سفات   05مدت بهس س در بافر ف

با دور  دور در دقیقه سنننانتریفیوژ شننند.  00111دقیقه 

سنجش پروتئین، محلول رویی با معرف بردفورد به منظور 

جذب در  5و آب مقطر مخلوط و پس از  قه میزان  دقی

نانومتر قرائت گردید و در نهایت با استفاده  595طول موج 

شد. ستاندارد میزان پروتئین تعیین  کل  چربی از منحنی ا

مورد ارزیابی قرار ( Soxhlet, 1879سننوکسننله )شننیوة  به

خشننک نمونة نظور ابتدا مقدار مشننخ ننی از دینبگرفت. 

شننده توزین شنند و داخل اسننتخراج کننده قرار گرفت. از 

 عنوان حلال آلی اسنننتفادهبه اتر دوپتروللیتر میلی 211

شد. پس از استخراج و رسوب چربی در کف بالن، اختلاف 

گیری و از تقسیم اندازه ،آوریجمعهایی بالن وزن اولیه و ن

سبهنمونة آن بر مقدار   میزانشد.  اولیه میزان چربی محا

با اسنننتفاده از روش فنل سنننولفوریک  نیز کربوهیدارت

(Dubois et al., 1956 )شداندازه که  صورتدین، بگیری 

شده در دمای میلی 21ابتدا میزان  شک  گرم ریزجلبک خ
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لیتر میلی 5همراه گراد پس از توزین بهدرجة سننانتی 01

مدت بهآب مقطر در یک هاون چینی متلاشننی و سنن س 

سرعت  05 شد.  2511دقیقه با  سانتریفیوژ  دور در دقیقه 

قانی میزان  فاز فو نل میلی 0به   0درصنننند و  5لیتر ف

سولفوریک میلی سید  ضافه و پس از  98لیتر ا صد ا  11در

جذب محلول در طول قه میزان  نانومتر  485موج  دقی

 قرائت شد.

   ریزجلبک در چرب اسننید پروفیل سنننجش منظوربه

C. calcitrans، از اسنننتفاده با ریزجلبکی ع نننارة ابتدا 

سبت با) آب-متانول-کلروفورم مخلوط ستخراج( 2:4:0ن  ا

 و آب افزودن با س س و شده مخلوط حاصل ترکیب. شد

سازی متانولی-آبی و کلروفورم هایلایه به کلروفورم،   جدا

 تخلیص کلروفورمی لایة. (Guermazi et al., 2010) ندشد

سید پروفیل تعیین منظوربه و شده ستفاد مورد چرب ا   ها

، به این نحو که ابتدا اسیدهای چرب موجود در گرفت قرار

لیتر ه تان میلی 0گرم از ع اره با اضافه کردن میزان  0/1

سیم میلی 15/1و  سید پتا  2لیتر محلول متانولی هیدروک

دقیقه به هم زده و به آن  21مدت بهنرمال مخلوط شده و 

رویی که لایة  ،نشننین شنندن داده شنند. در ادامهاجازة ته

سترحاوی  سیدهای چرب متیل ا ی محلول در ه تان بود ا

سیدهای پروفیل آنالیزمنظور به ستفاده با چرب ا   کی از ا

. مورد استفاده قرار گرفت( CP 9001) گازی کروماتوگرافی

سنننتون بار و  61/1 زنیتروژن، فشنننار گا از نوع گاز حامل

با طول  (CP wax 58)مورد اسننتفاده از نوع مویین قطبی 

از نوع متر و آشننکارسنناز میلی 02/1متر و قطر داخلی  25

سمت تزریق در  .( بودFIDای )شعلهسیون یونیزا دمای ق

شد. نوع و  گرادسانتیدرجة  251تا  081محدودة  تنظیم 

سیدهای چرب  سة های مورد آزمایش از نمونهمیزان ا مقای

های رسم شده و زمان بازداری مربوط به هر یک با منحنی

دسنننت آمد بههای اسنننتاندارد و زمان بازداری آن منحنی

(Mehrabi et al., 2018.) 

 هادادهتجزیه و تحلیل آماری  .2.2
ت نننادفی انجام  لاًمقالب یک طرح کااین پژوهش در 

 بودن نرمال ابتدا در ها،داده تحلیل و تجزیه منظوربهشد. 

سیلةبه هاداده  قرار ارزیابی مورد Shapiro-Wilk آزمون و

 آزمون طریق از هاداده روی بر تحلیل و تجزیه. گرفت

  مقایسة و( One-way ANOVA) طرفهیک واریانس تجزیه

  ایچنددامنه آزمون از اسننتفاده با تیمارها بین میانگین

  در خام اطلاعات ابتدا در(. Zar, 2010) شند انجام دانکن

 سنن س و پردازش مورد Microsoft Excel 2010 محیط

  اطمینان سننطح در دارمعنی اختلاف وجود عدم یا وجود

صد 95 ستفاده با در سخة SPSS افزارنرم از ا  مورد 20 ن

 .گرفت قرار بررسی

 

 نتایج .3
ها در  24از  مایش، تن مار مورد آز مار پس از  05تی تی

شد  سلولی مجدد خروج از حالت انجماد ر و افزایش تراکم 

در آن تیماری که  9. های ریزجلبکی مشاهده شددر سلول

زدایی به رشنند خود انجمادهای ریزجلبکی پس از سننلول

ند از: بود عبارت و ه و دچار مرگ سننلولی شنندندادامه نداد

25DMSO ،25ME ،2.5GL ،20GL ،25GL ،10ET ،15ET ،

20ET  25وET  میانگین تراکم سلولی (2و جدول  0)شکل .

  240/2×101 ترتیببه در گروه شنناهدو تراکم نهایی اولیه 

لیتر محیط کشننت بود. میلیسننلول در هر  509/4×101و 

حداقل و حداکثر تراکم سلولی اولیه در تیمارهای آزمایشی 

مادپس از  یب بهزدایی انج  20/1×501و  88/2×501ترت

شت بود.میلیسلول در هر  شترین لیتر محیط ک یزان م بی

هایی ) لیتر محیط میلیسنننلول در هر  00/4×101تراکم ن

 15DMSOکشننت( در بین تیمارهای آزمایشننی در تیمار 

 (.0مشاهده شد )شکل 

محاسنننبة شننناخص نرخ رشننند ویژه نشنننان داد که 

ترین میزان این شنناخص در گروه شنناهد و بالاترین پایین

 21و  DMSO (5 ،01 ،05میزان آن در تیمارهای گروه 

درصد( مشاهده شد )جدول  21و  ME (01 ،05درصد( و 

زدایی رشد (. شاخص بقا در تیمارهایی که پس از انجماد2

ای بین اهده شنند، در دامنهها مشننها در آنمجدد سننلول

شت. همچنان که در جدول  09/28تا  21/8 صد قرار دا در

شاهده می 2 یب ترتمانی بهشود، بالاترین میزان زندهنیز م
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ثبت شنند. به  15MEو  15DMSO ،10DMSOدر تیمارهای 

این ترتیب تیمارهایی که در ادامة مطالعه برای سننننجش 

اسنننیدهای چرب میزان ترکیبات بیوشنننیمیایی و پروفیل 

 15MEو  15DMSO ،10DMSOانتخاب شنندند، سننه تیمار 

 بودند.

نتایج حاصننل از مقایسننة تجزیه ترکیب بیوشننیمیایی 

تیمننار  0بین  C. calcitransریزجلبننک کتوسنننروس 

آزمایشننی منتخب و گروه شنناهد نشننان داد که تنها در 

ندازه فاوت شننناخص چربی ا گیری شنننده بین دو گروه ت

های ( و در سننایر شنناخص>15/1Pد )دار وجود دارمعنی

داری بین گروه شنناهد و گیری شننده اختلاف معنیاندازه

شد، هر چند که در رابطه با  شاهده ن شی م تیمارهای آزمای

شی اندک  ستر یک روند کاه پروتئین، کربوهیدرات و خاک

شد  شاهده  شی م سمت تیمارهای آزمای شاهد به  از گروه 

جدول  مایشنننی  0(. بین 0) مار آز نه تی خب هیچ گو منت

با شننناخصاختلاف معنی طه  به داری در راب های مربوط 

 (.P>15/1ترکیب بیوشیمیایی مشاهده نشد )

 
 .کشت در تیمارهای مختلف آزمایشدورة در طول  C. calcitransریزجلبک  رشد نمودار -1 شکل
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 انحراف معیار(.±در تیمارهای مختلف آزمایش )میانگین C. calcitransروز( و شاخص بقاء )درصد( ریزجلبک  در µنرخ رشد ویژه ) -2 جدول

 )درصد( شاخص بقا در روز( µنرخ رشد ویژه ) تیمار )درصد( شاخص بقا در روز( µنرخ رشد ویژه ) تیمار

 2.5GL 1 1 - 04/1±112/1 شاهد

2.5DMSO 12/1±05/1 10/2±10/05 5GL 14/1±01/1 28/0±69/01 

5DMSO 10/1±46/1 26/0±02/06 10GL 10/1±29/1 60/2±12/00 

10DMSO 10/1±05/1 90/0±45/21 15GL 10/1±04/1 94/2±80/9 

15DMSO 12/1±09/1 80/2±68/25 20GL 1 1 

20DMSO 10/1±05/1 10/2±51/04 25GL 1 1 

25DMSO 1 1 2.5ET 10/1±29/1 00/2±10/00 

2.5ME 10/1±29/1 06/0±01/04 5ET 12/1±29/1 44/2±96/00 

5ME 10/1±28/1 00/2±18/05 10ET 1 1 

10ME 10/1±06/1 90/0±01/06 15ET 1 1 

15ME 10/1±40/1 82/0±11/09 20ET 1 1 

20ME 12/1±09/1 80/2±22/05 25ET 1 1 

25ME 1 1    

 

 انحراف معیار(.±)براساس درصد وزن خشک( در تیمارهای مختلف آزمایش )میانگین C. calcitransترکیب بیوشیمیایی ریزجلبک  -3 جدول

 10DMSO 15DMSO 15ME گروه شاهد 

 a 0/1±2/26 a 1/1±9/25 a 6/1±0/21 a 6/1±5/25 پروتئین

 a 2/1±6/00 b 5/1±6/01 b 4/1±9/01 b 8/1±1/01 چربی

 a 0/1±8/00 a 6/1±0/01 a 5/1±1/01 a 6/1±1/01 کربوهیدارت

 a 5/1±9/42 a 6/1±1/42 a 1/1±0/42 a 9/1±4/42 خاکستر
 (.P>15/1) دارندمعنی تفاوت دهندة عدمنشان یکسان حروف در هر ردیف با حروف انگلیسی در بالای اعداد *

 

نتایج حاصل از سنجش پروفیل اسیدهای ، 4در جدول 

بک  خب و  C. calcitransچرب ریزجل های منت مار در تی

گروه شاهد با یکدیگر مورد مقایسه قرار گرفته است. هیچ 

داری بین دو گروه و همچنین بین معنیگونننه اختلاف 

شد شاهده ن شی با یکدیگر م ، (P>15/1) تیمارهای آزمای

میزان اسنننیدهای چرب اشنننباع در تیمارهای  ،در مجموع

سیار  شاهد یک افزایش ب سبت به گروه  و  اندکآزمایشی ن

در مجموع میزان اسننیدهای چرب غیر اشننباع یک کاهش 

 .را نشان دادبسیار اندک 

 

 گیری نهاییبحث و نتیجه .0
  سننازترینمشننکل هادیاتومه موجود، هایطبق گزارش

  مایع نیتروژن در نگهداری بحث در ریزجلبکی هایگونه

سوب   همکاران و Tessarolli .(Day, 2007شوند )می مح

  هایگونه که شننندند متوجه خود مطالعة در ،(2106)

 شننرایط با تطابق میزان ترینکم هادیاتومه ردة به مربوط

  نشننان خود از ها راگونه سننایر بین در فراسننرد حفاظت

 میزان منجمد حالت از خروج از پس که نحویبه دهند،می

نکتة جالب توجه در مطالعة  .بود صفر هاگونه این مانیزنده

حاضر این بود که بیشتر تیمارهایی که دچار مرگ سلولی 

 هننایی بودننند کننه سنننطوح بننالاتر عوامننلشنننندننند آن

ند. کنندةمحافظت فت نمود یا عات سنننرمایی را در   مطال

  سرمایی کنندةمحافظت عوامل سمیت دهندةنشان مختلف

  هنناسننننتمیکروارگننانیسنننم برای بننالاتر سنننطوح در

(Cañavate and Lubian, 1994; Fuller, 2004; 

Wolkers and Oldenhof, 2021.) 
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 انحراف معیار(±)براساس درصد از کل( در تیمارهای مختلف آزمایش )میانگین C. calcitransپروفیل اسیدهای چرب ریزجلبک  -4 جدول

 10DMSO 15DMSO 15ME گروه شاهد 

 15/1±00/00 19/1±02/00 00/1±01/00 18/1±20/00 (C14:0)اسید 

 12/1±96/09 01/1±10/21 04/1±16/21 02/1±92/09 (C16:0اسید )

 00/1±00/01 01/1±98/05 00/1±85/05 00/1±95/05 (C16:1اسید )

 16/1±94/2 00/1±96/2 19/1±12/0 18/1±92/2 (C17:0اسید )

 14/1±68/2 18/1±14/2 18/1±50/2 16/1±81/2 (C18:0اسید )

 02/1±15/2 19/1±00/2 16/1±09/2 16/1±02/2 (C18:1اسید )

 16/1±16/0 18/1±19/0 11/1±61/0 19/1±65/0 (C18:2اسید )

 14/1±80/0 11/1±94/0 01/1±99/0 00/1±94/0 (C18:3اسید )

 10/1±41/1 10/1±58/1 14/1±52/1 15/1±18/1 (C20:0اسید )

 16/1±41/5 18/1±00/5 02/1±26/5 16/1±25/5 (C20:4اسید )

 16/1±40/8 02/1±05/8 16/1±02/8 00/1±00/8 (C20:5اسید )

 10/1±19/0 10/1±90/0 10/1±86/0 15/1±84/0 (C22:0اسید )

 12/1±00/0 14/1±16/0 11/1±16/0 11/1±12/0 (C22:6اسید )

 10/1±18/0 15/1±22/0 19/1±04/0 11/1±06/0 (C24:0اسید )

SFA 54/42±01/1 49/42±01/1 46/42±19/1 25/42±11/1 کل 

MUFA 26/08±19/1 24/08±19/1 29/08±01/1 01/08±00/1 کل 

PUFA 26/08±01/1 05/08±19/1 08/08±18/1 44/08±11/1 کل 

 

ستفاده صد 05 از بالاتر هایغلظت از ا   ترکیباتی از در

  کنندهمحافظت عنوانبه ET و DMSO، ME، GL همچون

 به آسیب به منجر سمی اثرات داشتن به توجه با تواند می

 زا پس را سلول مانیزنده میزان و شده هاریزجلبک سلول

   دهنند کنناهننش شننننندتبننه انننجننمنناد از خننروج

(Chellappan et al., 2020.) البته Salas-Leiva و Dupré  

جلبننک  کننه دگزارش کردننن خود مطننالعننة در( 2100)

 به طبیعی مقاومت نوعی دارای C. calcitrans کتوسروس

 این. است خود سیتوپلاسم در DMSO همچون ترکیباتی

 و سرمایی ةکنندمحافظت عوامل به طبیعی مقاومت از نوع

 همین از هادیاتومه سننایر در های راسننموتیک ترکیبات

برخی  و Chaetoceros castracanei جلبک نظیر جنس

 اسننت رسننیده اثبات به نیز جنس این هایگونهدیگر از 

(Mock and Thomas, 2005; Houdan et al., 2005)، که 

 و( پرولین اًعمدت) آزاد آمینواسننیدهای تجمع به احتمالاً

DMSP (سنننازپیش یک DMSO )کندمی پیدا ارتباط  .

  مختلف هننایگونننه روی کننه یمطننالعننات همچنین، در

شخص گرفته صورت هاریزجلبک ست شده م   عدم که ا

  کنندةمحافظت عوامل از اندک اسنننتفاده یا و اسنننتفاده

  در سلول مرگ به منجر اًعمدت انجماد فرآیند در سرمایی

یننند نجمنناد فرآ  ,Cañavate and Lubian) شنننودمی ا

1995a,b; Cordero and Voltolina, 1997; Gwo et al., 

گونة  فراسننرد حفاظت که اسننت شننده مشننخص(. 2005

  ایکنندهمحافظت عامل غیاب در C. calcitrans جلبک

سیون دلیلبه احتمالاً DMSO مثل  که ایفزاینده دهیدرا

  هایکریستال گیریشکل واسطةبه سلول داخلی سطح در

 سننبب نهایت در ، اسننت کهدهدمی رخ سننلولی خارج یخ

با توجه  (.Day and Harding, 2007) شودمی سلول مرگ

تایج  عة به ن طال یان کرد توان حاضنننر میم مت ب قاو م

بک هایسنننلول  MEو  DMSOبه  C. calcitrans جل

سبت به دو عامل  ةکنندمحافظت عنوان عاملبه سرمایی ن
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منتشننر شننده اً . در پژوهشننی که اخیرااسننتدیگر بیشننتر 

در  DMSOاند که اسننتفاده از دادهاسننت، محققین نشننان 

تواند بهترین نتیجه را در حفاظت میدرصننند  5سنننطح 

  .Scenedesmus spp ای از سنننودسننموسگونهفراسننرد 

 (.Prieto-Guevara et al., 2023دنبال داشته باشد )به

 از استفاده ،Day (0992) و Fenwick مطالعة براساس

GL سبت   سرمایی، کنندةمحافظت عنوانبه DMSO به ن

  تتراسنننلمیس ریزجلبننک انجمنناد در بهتری ةنتیجنن

Tetraselmis خلاف دهد، که این مسننئله بردسننت میبه

دلیل اصننلی این عدم تطابق  .اسننتحاضننر  ةنتایج مطالع

فاوت ید در ت با تایج را  نهن ای و همچنین های بین گو

گیری حفاظت فراسنننرد جسنننتجو نمود. های بکارشنننیوه

 میزان به DMSO از توانمی که است داده نشان تحقیقات

صد 05   دریایی ریزجلبک ةگون چندین نگهداری برای در

  Rhodes .(Cañavate and Lubian, 1995a) نمود استفاده

کاران و ند گزارش ،(2111) هم فاده که نمود  از اسنننت

DMSO ندمی درصننند 05 تا 01 میزان به  طوربه توا

 .C ریزجلبننک فراسنننرد انجمنناد برای آمیزیموفقیننت

muelleri ستفاده مورد  رابطه این در چند هر گیرد، قرار ا

مطالعات مذکور نتایج  .اسننت نشننده ارائه ارقامی و اعداد

  در .اسنننتمطابق با نتایج حاصنننل از این مطالعه  کاملاً

عه طال ناس  که شننند مشنننخص ایم یدومو بک کلام جل

Chlamydomonas reinhardtii با تنها توانمی را ME 

  حفاظت شننرایط تحت سننرمایی ةکنندمحافظت عنوانبه

 ,Scarbrough and Wirschell) نمود نگهداری فراسننرد

2016.) Yang  وLi (2101)، روی این  خود آزمایش در

نه نیز ند نشننننان گو  میزان اسننننت قادر ME که داد

  ندیفرآ طی در را سننلولی ةدیوار لی یدهای پذیریتخریب

 ،(2121) همکاران و da Silva .دهد کاهش فراسرد انجماد

  حفاظت در مختلف ةکنندمحافظت عوامل بررسنننی با

 که نمودند گزارش Chlorella vulgaris ریزجلبک فراسرد

  درصننند ME 5 به مربوط عملکرد بهترین ،گونه این در

  هشکا به توانمی کهدیگری  احتمالی دلایل از یکی .است

  ةکنندمحافظت عوامل از اسنننتفاده زمان در کار بازدهی

 سننرعت داد، نسننبت ME و DMSO جز به سننرمایی

  باتیترکی با مقایسنننه در ترکیبات این بالاتر پذیرینفوذ

چون م لول داخننل بننه ET یننا GL ه   اسننننت سنننن

(Chellappan et al., 2020) یل این امر له دلا را . از جم

اشننناره  ME و DMSOتر توان به وزن مولکولی پایینمی

 ثیرتأ ةمسننئل ،رابطه این در. (Abreu et al., 2012کرد )

 بالایی برخوردار اهمیت از شده گرفته نظر در تعادل زمان

ست شابه کوتاه، تعادل هایزمان در که نحویبه ،ا  آنچه م

 و DMSO همچون ترکیباتی افتاد، اتفاق مطالعه این در

ME هایراهاز  و نموده نفوذ سننلول داخل به ترسننریع 

از  ،شننوندمختلفی سننبب افزایش قابلیت بقای سننلول می

ماد آب مای انج پایین آوردن د له  درون سنننلولی  جم

(Franks, 1985به حداق ،) سلول ساندن کاهش حجم  ل ر

(، Cañavate and Lubian, 1995aیند انجماد )در طی فرآ

سلول شای  صیات غ (.  Santarius, 1996) و یا تغییر خ و

  بسننیاری عوامل ثیرتحت تأ پذیرینفوذ این میزان اگرچه

  غشننای تراوایی میزان آن، نوع و سننلول ةانداز همچون

شا لی ید میزان و لی،سلو  Salas-Leiva and) قرار دارد غ

Dupré, 2011 .)Youn و Hur (2119)، نمودند گزارش 

 و ترضخیم سلولی ةدیوار دارای ریزجلبکی هایگونه که

ستفاده با آمیزیموفقیت طوربه توانمی را تاژک فاقد  زا ا

DMSO شننرایط تحت سننرمایی ةکنندمحافظت عنوانبه  

نمود، که این مسنننئله نیز تا حدودی  نگهداری فراسنننرد

کننده دلیل نتایج حاصننل از پژوهش حاضننر ییدتواند تأمی

  هنگام در کشت سن که کردند بیان همچنین هاآن. باشد

  ةنندکمحافظت ترکیبات با ریزجلبک گیریقرار معرض در

  یمانزنده میزان تعیین در مهم عامل یک عنوانبه سرمایی،

ند می هاریزجلبک در انجماد حالت از خروج از پس توا

 .مطرح باشد

  روی کهDupré (2100 ) و Salas-Leiva ةمطالع در

سروس ةگون شخص، شد انجام C. calcitrans کتو   کرد م

شد که  ندانگرفته قرار انجماد معرض در کهیی هاسلول ر

 وجود فاز این که صننورتی در و اندپذیریتطابق فاز فاقد

 و Phatarpekar ةمطالع در. است کوتاه بسیار باشد داشته

شابهی نتایج نیز( 2111) همکاران  ة. در مطالعشد ارائه م

سلول ضر نیز در  یند انجماد قرار هایی که در معرض فرآحا
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سئله شدنگرفته بودند چنین م  Salas-Leiva. ای مشاهده 

  لیسلو مثل تولید از ناشی را مسئله اینDupré (2100 ) و

  ریزجلبکی هایگونه سننایر به نسننبت گونه این ترسننریع

اما بنا به دلایلی که برای نویسندگان ناشناخته . انددانسته

نده اسنننت در مورد سنننلول ند ما که پس از فرآی هایی 

ماد جددانج ند اًزدایی م  ةیک دور ،کشننننت داده شنننند

شدپذیری تطابق شاهده   توانالبته می .حداقل یک روزه م

باز مانی راوجود این  مالی فرآ ة ز تأثیر احت ند انجماد به  ی

شروع فرآر سلول و ایجاد وقفه در  سلولی وی  سیم  یند تق

لبننک نسننننبننت داد. ج یز یس هننایر لروپسنننن ک نو   نننا

Nannochloropsis oculata با شده منجمد ME روش به  

سرد حفاظت   منجد حالت از خروج از بعد اول روز 1 در فرا

  رشد مدت، این گذشت از پس اما ندادند، نشان رشدی هیچ

  رد سننلولی تراکم آزمایش مدت پایان در ولی یافت بهبود

  مارتی متانول با فقط که) شنناهد گروه از ترپایین گروه این

 (.Youn and Hur, 2009) بود( بودند نشده منجمد اما شده

 دریایی جلبک رشنند نمودار در خیرتأ فاز شنندن طولانی

 از شننده خارج Acaryochloris marina آکاریوچلوریس

سطبه ساعت، 411 حدود به انجماد، حالت ستفاده ةوا  از ا

DMSO اسنننت شنننده گزارش کنندهمحافظت عنوانبه 

(Iwamoto et al., 2012.) یک بک رشنننند کینت  ریزجل

  معرض در کننه Nannochloropsis نننانوکلوروپسنننیس

 به نسننبتند گرفت قرار سننرمایی ةکنندمحافظت ترکیبات

  داد، نشننانرا  تریطولانی( لگ) خیرتأ فاز ،کنترل گروه

شتر زمان به نیاز احتمالاً امر این دلیل   سازگاری برای بی

 اسننننت شننننده گزارش ریزجلبننک این در متننابولیکی

(Chellappan et al., 2020 .)Salas-Leiva و Dupré  

 شاخص بین معکوس ةرابط یک خود ةمطالع در( 2100)

 را در چلبک کتوسروس سلولی ةاولی تراکم و ویژه رشد نرخ

C. calcitrans هر که نحو این به یافتند، تلقیح زمان در  

شد ترپایین هاسلول ةاولی تراکم چه ش نرخ مقادیر با   در

  زیادی حدود تارا  موضنوع این که بود، خواهد بالاتر ویژه

ستند، بینیپیش قابل سئل که چرا دان شد ةم  ثیرأت تحت ر

  کشت، محیط در مغذی مواد کاهش همچون هاییشاخص

  نور نفوذ میزان کاهش و ،2OC میزان کاهش ،pH تغییرات

مذکور  ةالبته در مطالع(. Fogg and Tun, 1960) قرار دارد

سیار  ةدامن شد ویژه ب شاخص نرخ ر شده برای  اعداد ثبت 

سترده ست آمده از مطالع( از نتایج به16/0تا  6/1تر )گ  ةد

که بود (49/1تا  25/1) حاضنننر تایج را ،  این اختلاف ن

مل می مای عوا فاوت در نوع، میزان و د ناشنننی از ت توان 

سنننرمایی، مدت زمان تعادل و تفاوت در  ةکنندمحافظت

 انجماد دانست. ةشیو

ها با مشکلات بسیاری همراه حفاظت فراسرد ریزجلبک

ست ستفاده گسترده از این  ا  شدت تحترا به فناوریکه ا

(. زمانی که Abreu et al., 2012دهد )ثیر خود قرار میتأ

هداری در سنننلول ماد، نگ های ریزجلبکی در معرض انج

گیرند، بروز زدایی قرار میدماهای بسنننیار پایین و انجماد

ای هننا پنندینندههننای فیزیکی و شنننیمیننایی در آنتنش

بود که می تواند در نهایت سبب بروز  هدناپذیر خوااجتناب

 Taylor andها شنننود )آسنننیب و کاهش بقای سنننلول

Fletcher, 1999 .)گیری حداکثر میزان شاخص بقای اندازه

و مربوط به تیمار  درصننند 09/28شنننده در این مطالعه 

15DMSO  .شاخص بود در مجموع نیز بالاترین میزان این 

های گروه  مار بت شننند.  MEو  DMSOدر تی   حداکثرث

 و Salas-Leiva توسننط شننده گیریاندازه بقای شنناخص

Dupré (2100 )سروس ریزجلبک در   C. calcitrans کتو

 ،بود گرفته قرار DMSO حضور در انجماد شرایط تحت که

صد 9/04   انجماد روی که مطالعاتی در میزان این. بود در

ست گرفته انجام دیاتومه غیر ریزجلبکی هایگونه   یاهگ ا

ست ثبت نیزرا   درصد 011 تا  میزان که حالی در ،کرده ا

 دیاتومه هایگونه برای شننده گیریاندازه بقای شنناخص

 است شده گزارش درصد 41 زیر C. gracilis جلبک نظیر

(Cañavate and Lubian, 1995b, 1997a, 1997b) .

 ای کننه روی ریزجلبننک عنوان مثننال، در مطننالعننهبننه

C. calcitrans شد که تحت تیمار  ،انجام گرفت شخص  م

DMSO  05 ةدرصنند، میزان بقای آن در دامن 5به میزان 

 این (.Salas-Leiva et al., 2016) اسنننتدرصننند  05تا 

 سننایر و هادیاتومه بین بقا شنناخص در تفاوت از میزان

  هایمکانیسننم در که دهدمی نشننان ریزجلبکی هایگونه

سخ در هادیاتومه فیزیولوژیک سترس به پا سمزی هایا  ا
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مالاً خت سنننلیکونی ةدیوار یک وجود احت  این در سننن

 چرا کند،می بازی انجماد فرآیند در مهمی نقش موجودات

 که هاییسننلول در شننکنندگی ایجاد سننبب تواندمی که

  طی در هاآن پارگی و اندگرفته قرار انجماد فرآیند تحت

  دگیشکنن این از ناشی سلولی مرگ. شود زدایییخ فرآیند

 سایر به نسبت C. calcitrans جلبک کتوسروس ةگون در

 به آن دلیل که باشننند کمتر تواندمی دیاتومه هایگونه

 که چرا دارد، ارتباط گونه این بالای حجم/سننطح نسننبت

  ندک کمک سلولی داخل یخ گیریشکل کاهش به تواندمی

(Salas-Leiva and Dupré, 2011.) Salas-Leiva و 

ستفاده که نمودند گزارش ،(2101) همکاران  DMSO از ا

مل عنوانبه ظت عا حاف ندهم ظت در کن فا   فراسنننرد ح

  طوربه تواندمی که آن رغمعلی C. calcitrans ریزجلبک

  مدت طولانی برای گونه این حفظ سننبب آمیزیموفقیت

 هاسلول مانی و رشدزنده میزان اما شود، مایع نیتروژن در

و  Kihika. بود خواهد پایین انجماد حالت از خروج از پس

سرد گروهی  ة(، با مطالع2122همکاران ) روی حفاظت فرا

ها متوجه شننندند که افزایش میزان شنننوری از دینوفلاژله

تواند سبب افزایش میزان شاخص بقای بسیاری محیط می

 د پس از انجمادزادیی شود.دها در کشت مجاز آن

شیمیایی در این  سنجش ترکیبات بیو صل از  نتایج حا

گیری چربی اندازه شنناخصمطالعه نشننان داد که تنها در 

شاهد  سبت به گروه   افزایششده در تیمارهای آزمایشی ن

)پروتئین، ها شننناخصو در سنننایر  رددار وجود دامعنی

ستر(  شد. اختلاف معنیکربوهیدرات و خاک شاهده ن دار م

 گزارش ،(2101) همکاران و Salas-Leivaطور مشننابه، هب

سرد، انجماد که نمودند   رد داریمعنی تغییر گونه هیچ فرا

 روسکتوس ریزجلبک سلول میزان پروتئین و کربوهیدرات

C. calcitrans کننندنمی ایجنناد.  Kapooreهمکنناران  و

 کلرلا ( با مطالعه روی حفاظت فراسنننرد ریزجلبک2109)

Chlorella vulgaris  دادننند کننه نگهننداری این نشننننان

ات تواند سبب بروز تغییرمیکروارگانیسم در شرایط انجماد می

و همکاران   Esquivel.فراوان در ترکیب بیوشیمیایی آن شود

(، با مطالعه روی چند دیاتومه نشنننان دادند که در 0990)

شرایط  .Chaetoceros spp کتوسروس ریزجلبک که تحت 

ته اسننننت  ظت فراسنننرد قرار گرف فا قادیر پروتئین، ح م

کربوهیدرات و چربی نسنننبت به گروه شننناهد دچار کاهش 

 Sánchez-Saavedraو   Nuñes-Zarco.شننوددار میمعنی

های بنتیک (، نشنننان دادند که نگهداری دیاتومه2100)

Navicula incerta  وAmphiprora paludosa  مای در د

تغییرات در میزان  بروز تواند سببگراد میسانتی ةدرج 4

دیگری  ةهمین محققین در مطالع شود. چربی و مواد آلی

در دماهای  N. incerta ناویکولا نشننان دادند که نگهداری

د شنننوپایین در تاریکی منجر به افزایش میزان چربی می

(Sanchez-Saavedra and Nuñez-Zarco, 2012 اثبات .)

ده در های گیاهی نگهداری شنناین مسننئله که در سننلول

منظور دماهای پایین، میزان لی ید در غشنننای سنننلولی به

های یخ درون سنننلولی جلوگیری از تشنننکیل کریسنننتال

  ;Molina Grima et al., 1994یننابنند )افننزایننش مننی

Salas-Leiva et al., 2016; Demirel et al., 2016)  در

ده دهنتواند تا حدودی نشانمی کنار نتایج سایر مطالعات،

دلایل احتمالی افزایش میزان چربی در تیمارهای آزمایشی 

عات بهباشننند.  طال کاران  Brownطور کلی طبق م و هم

ها (، میزان پروتئین، چربی و کربوهیدرات دیاتومه0996)

صد،  01±01 ةترتیب در دامنبه صد، و  04±5در  6±0در

فاوتدرصنننند قرار می ته ت که الب هایی در برخی گیرد، 

ا هبا نتایج حاصل از این پژوهش دارد. این تفاوت هاقسمت

کشننت، نوع محیط کشننت،  ةبه نوع گونه، نحوتوان را می

 سنجش ترکیب بیوشیمیایی و ... نسبت داد. روش

هیچ حاضر  ةسنجش پروفیل اسیدهای چرب در مطالع

داری بین دو گروه و همچنین بین گونننه اختلاف معنی

، نشنننان نداد جهتتیمارهای آزمایشنننی با یکدیگر از این 

باع در  های چرب اشننن ید چه در مجموع میزان اسننن اگر

تیمارهای آزمایشننی نسننبت به گروه شنناهد یک افزایش 

بسنننیار اندک و میزان اسنننیدهای چرب غیر اشنننباع یک 

 طور مشنننابه، به شننند. مشننناهدهکاهش بسنننیار اندک 

Molina Grima ( کاران عه روی 0994و هم طال با م  ،)

  جلبننک ایزوکرایسنننیس هننای مختلف نگهننداریروش

Isochrysis galbana  نشان دادند که انجماد این ریزجلبک

بر پروفیل اسننیدهای چرب آن  داریمعنی ثیرتأ گونه هیچ
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بننا (، 2101و همکنناران )  Guermazi،همچنین ننندارد.

ظت فراسنننرد سنننه  فا عه روی ح طال نم ریزجلبکی  ةگو

Chlorella vulgaris ،Isochrysis galbana  و

Dunaliella salina  تحت تیمارDMSO هیچ گونه تغییر ،

داری در پروفیل اسننیدهای چرب مشنناهده نکردند. معنی

عه دیگری که روی دیاتومه  تایج مشنننابهی نیز در مطال ن

Chaetoceros sp. شد به ست آمد )انجام   Esquivel etد

al., 1993.) عه طال گانیسنننمدر م ها ای کلی روی میکروار

سیدهای چرب  ست که تغییر در پروفیل ا شده ا شخص  م

 ,.Morgan-Kiss et alای وابسنننته به دماسنننت )پدیده

های  (.2006 ید که در میزان برخی اسننن ندکی  تغییرات ا

ت به گروه شاهد مشاهده چرب در تیمارهای آزمایشی نسب

سننت که تیمارهای ا ناشننی از تغییرات دمایی شنند احتمالاً

با آن روبه رو آزمایشنننی در طول مراحل مختلف پژوهش 

 اند.شده

 گیری نهایینتیجه
حفاظت فراسننرد که  داد نشننان حاضننر پژوهش نتایج

تواند در شرایطی می C. calcitrans کتوسروس ریزجلبک

درصد  05تا  5در سطح  DMSOآمیز باشد که از موفقیت

یا  به 05تا  01در سنننطح  MEو  مل درصننند  عا عنوان 

سرمایی استفاده شود. بهترین نتایج نیز در  ةکنندمحافظت

دسننت بهدرصنند  05در سننطح  DMSOزمان اسننتفاده از 

آید. در عین حال، با توجه به این که مرور منابع موجود می

شان می  در مطالعات اندکی تا به امروز در این زمینهدهد ن

شایران  ستانجام  سیاری از پارامترها نیز  و احتمالاً ده ا ب

در این رابطه مورد ارزیابی قرار نگرفته اسنننت، پیشننننهاد 

حفاظت  موردو بیشنننتری در  جدیدترگردد مطالعات می

 ةگون ها خ نننوصننناًهای تجاری ریزجلبکفراسنننرد گونه

 صورت گیرد. C. calcitrans کتوسروس
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