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  چكيده

 Dunaliellaهاي فيزيولوژيكي در كشت جلبك تك سـلولي  هدف از اين مطالعه بررسي اثر امواج فراصوت بر رشد و برخي شاخص :هدف

salina  بود.  

ح هاي سلولي در روز چهاردهم واكشت در قالب طـر  ، به كشتW/Cm35 كيلو هرتز و توان  40امواج فراصوت با فركانس  :هامواد و روش
گيـري  هاي مورد انـدازه شاخص. دقيقه بود 10و  5، 5/2، 0ها  مدت زمان تابش امواج فراصوت به سلول. تكرار اعمال شد 3كاملا تصادفي با 

اكسيدانتي، ميزان پراكسيداسيون ليپيـدهاي غشـايي، مقـدار    هاي فتوسنتزي، پتانسيل آنتيرشد سلولي، پروتئين كل، رنگيزه: عبارت بود از
  . كاروتن  و گليسرول-ها، قندهاي محلول، بتافنلي، فلاونوئيدها، آنتوسيانين تركيبات

در مقابـل  . هاي فتوسـنتزي كـاهش يافـت   نتايج نشان داد كه با افزايش مدت زمان تابش امواج فراصوت رشد سلولي و مقدار رنگيزه :نتايج
كـاروتن و  -هـا، بتـا  غشايي، تركيبات فنلي، فلاونوئيـدها، آنتوسـيانين  اكسيدانتي، پراكسيداسيون ليپيدهايمقدار پروتئين كل، پتانسيل آنتي

دقيقه تابش امواج فراصـوت   10هاي مهم در حالت تيمار عنوان متابوليت كاروتن  و گليسرول به-بيشترين ميزان بتا. گليسرول افزايش يافت
  . گرم در ليتر بود ميلي 5/13و  3/12ترتيب  دست آمد كه به به

كاروتن و -هاي دفاعي و متابوليت ثانوي، باعث افزايش مقدار بتاها و القاي پاسخ امواج فراصوت با تحريك سلول رسد نظر ميبه :گيرينتيجه
  .ها گرديد گليسرول در سلول

 كاروتن، گليسرول-، كشت سلولي، امواج فراصوت، بتاDunaliella salina :واژگان كليدي
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  مقدمه

هاي جلبكي و گيـاهي   دست آمده از سلول هاي به امروزه متابوليت
هـاي طبيعـي،    منبع تركيبات مهم دارويي، بهداشتي، طعم دهنده

در توليـد   سـلولي از كشـت   هاسـتفاد  .باشـند  ها مي عطرها و رنگ
توليـد  . مورد توجـه قـرار دارد  ها در شرايط آزمايشگاهي  متابوليت
اقتصـادي از طريـق كشـت    بـا خصوصـيات    سلولي هايمتابوليت

ــا   وليســل در شــرايط آزمايشــگاهي، فوايــد زيــادي در مقايســه ب
كنتـرل دقيـق   . استخراج اين تركيبات تحت شرايط طبيعـي دارد 

شود كه كيفيـت مـواد حاصـل در     مختلف، سبب مي هايشاخص
تحـت   كه در شرايط طبيعي مرتب درحالي ،طول زمان تغيير نكند

 ).1(رد ها قرار دا و بيماري ثير شرايط آب و هوايي و آفاتات

بخشـي از   هـا  سـلول هاي ثانوي در تجمع متابوليتالقاي توليد و 
هـا   يـا محـرك   باشد كـه توسـط اليسـيتورها   هاي دفاعي ميپاسخ

گيـاهي بـا   جلبكـي و  هـاي   تيمار سلول روايناز . گيردمي صورت
سـودمند بـراي افـزايش توليـد      هـاي روشيكي از  چنين عواملي

اخيرا مطالعات پراكنده). 1( اشدبمي يها در كشت سلولمتابوليت
اي روي اثرات زيستي امـواج فراصـوت در كشـت سـلول گيـاهي      
صورت گرفته اما در خصوص اثرات تحريك كنندگي آن در توليد 

. هاي جلبكي اطلاعات چنداني وجـود نـدارد   ها در سلولمتابوليت
هاي گياهي توسـط   هاي ثانويه در سلولافزايش بيوسنتز متابوليت

و  )4و  3، 2(فراصوت بـا انـرژي كـم، گـزارش شـده اسـت       امواج 
مشخص شده است كه اين افزايش در بيوسنتز متابوليـت ثـانوي   

ها توسط فراصوت  بيشتر ناشي از القاي فعاليت فيزيولوژيك سلول
همين دليل امـواج فراصـوت بـا شـدت و انـرژي كـم       به. باشد مي
  .گيرد قرار ميعنوان اليسيتور فيزيكي يا غير زيستي مد نظر  به

با شدت زياد براي تركيبات  فراصوتاست كه  نشان دادهمطالعات 
ها را تخريب كـرده و مولكـول   زيستي مخرب بوده و غشاي سلول

از  ).5( سـازد  را غير فعال مي DNAها و  هاي زيستي نظير آنزيم
بـا شـدت و انـرژي     فراصوتطرف ديگر نشان داده شده است كه 

ت زيسـتي غيـر كشـنده داشـته كـه از      از اثـرا  وسيعي كم، طيف
يكي از گسـترده . اي در بيوتكنولوژي برخوردار استاهميت بالقوه

هاي زنده، افـزايش در   روي سلول فراصوتترين اثرات غير مخرب 
نفوذپذيري غشا است كه جذب تركيبات خارجي و دفـع فـراورده  

هـايي   گزارش. دهدها افزايش مي سلولي را توسط سلولهاي درون
هاي  ها و هورمون بني بر تغيير در بيان ژن، افزايش فعاليت آنزيمم

،  7،  6(ها وجود دارد  خاص توسط تابش امواج فراصوت به سلول
امواج فراصوت كاربردهاي فراواني در كشـاورزي دارد و از  ). 9و  8

توان به تيمار بذرهاي گياهان براي كاهش  جمله اين كاربردها مي
ها و اسـتفاده از آن   حذف آفات و بيماريفاصله رشدي، كاهش و 

  . در مهندسي ژنتيك و انتقال ژن اشاره كرد

 توليدكننـدگان  از Dunaliella salina سـلولي  تـك  سبز جلبك

 از ).11و  10(اسـت   اشباع فوق نمكي هايدرياچه و در دريا مهم
 انـواع  بـه  تـوان  مـي ايـن جلبـك    سـلولي  درون مهـم  هايتركيب

 بخـش  .نمود اشاره هاويتامين و پروتئين رول،گليس كاروتنوئيدها،
 ضدسـرطاني  و يتضداكسيدان خاصيت داراي هاتركيب اين عمده

   .)13و  12(باشند  مي

 شيافـزا  يبـرا  نيگزيجـا  يدي ـتول يهاروش بر يفناور ستيز در
 ييهـا روش از يك ـي. دارد وجـود  ياديز تمركز يعيطب محصولات

تي ـمتابول يبررس ـ نـه يزم در گـر يد موضوع هر از شيب امروزه كه
 كشـت  روش ،دارد قـرار  توجـه  مـورد ها  ي اوليه و ثانوي سلولها

هاي سلولي با اليسيتورها يكـي از   ورزي كشتدست. است يسلول
هـاي ارزشــمند در  هـاي مهــم جهـت القـاي متابوليــت   اسـتراتژي 

امواج  جمله از يكيزيف عوامل ريتاث با درارتباط. بيوتكنولوژي است
 تـاكنون  يامطالعـه  D. salinaجلبـك   يهـا  ولسـل  بـر  فراصوت
 با تا است آن بر يسع قيتحق نيا در نيبنابرا. است نگرفته صورت
 كشـت  طيمح ـ درجلبـك   ي اينها سلول بر فراصوت امواج تابش

كـاروتن و  -بتـا  جملـه  از هـا تيمتابول ديتولرشد و  مقدار ،يقيتعل
  .دريگ قرار مطالعه مورد گليسرول

  

  ها مواد و روش

ليتـر از سوسپانسـيون    ميلـي  10مقـدار   :رايط كشت و رشـد ش
ليتر از محيط كشت مايع  ميلي 100سلولي در شرايط استريل به 

 5/7و اسـيديته   NaClجانسون استريل، با غلظت نمك دو مولار 
كـه   طوري ليتر افزوده شد به ميلي 250در ارلن مايرهايي با حجم 

ليتر  در هر ميلي 300×103 ماير تقريبا  ها در هر ارلن تعداد سلول
هاي تهيه شده جلبكي  سوسپانسيون. از سوسپانسيون جلبكي بود

سـاعت   16مـدت   گراد و به درجه سانتي 25در انكوباتور در دماي 
دور در  90ساعت تاريكي بر روي شيكر بـا سـرعت    8روشنايي و 

لـوكس قـرار    2500دقيقه تحت تابش نـور فلورسـنت بـا شـدت     
هاي جلبكـي در اواسـط    هفته كه كشت 2ذشت بعد از گ. گرفتند

مرحله خطي دوره رشد خود قرار گرفتند، تيمار فراصـوت اعمـال   
  .شد
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كـارگيري امـواج    بـراي بـه   :فراصـوت امواج ها با  تيمار سلول
هاي كيلـوهرتز پـايين، از يـك سيسـتم حمـام      فراصوت در دامنه

 40بــا فركــانس ) FALC Instruments, Italy(اولتراســونيك 
صورت پيوسته مطـابق روش  هرتز به 320و هرتز و پهناي باند كيل

Rezae  ــد) 14(و همكــاران ــا . اســتفاده گردي امــواج فراصــوت ب
، 0هاي ، در مدت زمانW/cm35 كيلو هرتز و توان  40فركانس 

ــلول   10و  5، 5/2 ــاردهم واكشــت س ــه در روز چه ــه   دقيق ــا ب ه
ه تكـرار  هاي سلولي در قالب طرح كـاملا تصـادفي و در س ـ   كشت

يـك   اسطح آب در داخل حمـام اولتراسـونيك حـدود   . اعمال شد
كشـت . هـا بـود  متر بالاتر از سطح محيط كشت درون ارلن سانتي

 25± 5/0مـدت دو هفتـه در انكوبـاتور در دمـاي      هاي سلولي بـه 
سـاعت   8سـاعت روشـنايي و    16مـدت   گـراد و بـه   درجه سـانتي 

قيقه تحت تابش نور دور در د 90تاريكي بر روي شيكر با سرعت 
  .لوكس قرار گرفتند 2500فلورسنت با شدت 

توسـط   :هاي بيوشيميايي رشـد گيري رشد و شاخصاندازه
شـد و روي لام   سمپلر از هر نمونه جلبكي مقدار كمـي برداشـته  

ريخته شد و زير ميكروسـكوب بـا   ) لام نئوبار(مخصوص شمارش 
ي موجـود در  ها تعداد سلول. ها شمارش شد سلول 10بزرگنمايي 

از . مربع از اين لام شمارش شده و ميانگين آن ثبـت گرديـد   10
هاي موجود در نمونه قبلا  ها متحرك بودند سلول كه سلول آنجائي

  . حركت شدند  توسط بلور يد بي

، كلروفيل كل bو  aمقدار كلروفيل : كلروفيل و كاروتنوئيد كل
(a+b)   ــپكت ــتفاده از روش اس ــا اس ــدها ب روفتومتري و كاروتنوئي
 10مـدت   ليتر از سوسپانسيون جلبكي به ميلي 5. گيري شداندازه

دور در دقيقه سانتريفيوژ شد و محلول رويي دور  5000دقيقه با 
ليتر اسـتون   ميلي 5بر روي رسوب سلولي باقي مانده . ريخته شد

دقيقه  5مدت  زدن در تاريكي به درصد ريخته شد و بعد از هم 85
دقيقـه بـا دور    10مـدت   خلوط حاصل مجددا بـه م. قرار داده شد

ميـزان جـذب نـور محلـول     . دور در دقيقه سانتريفيوژ شد 5000
كمـك   نـانومتر بـه   452و  644و  663هـاي   رويي در طـول مـوج  

. خوانـده شـد  ) PerkinElmer, Lambda 650( اسـپكتروفتومتر 
و كاروتنوئيـد بـر    bو  aهاي زيـر ميـزان كلروفيـل    كمك رابطه به

 ). 15(دست آمد  ليتر به گرم در ميلي يليحسب م

C chla = 10.3 × E633 - 0.918 × E644 
C chlb = 19.7 × E644 - 3.87 × E633 
C car = 4.20 × E452.5 - 0.0264 × C chl.a - 0.496 × C 
chl.b 

  

ــي ــات فنل ليتــر از سوسپانســيون جلبكــي  پــنج ميلــي :تركيب
مـايع رويـي در ظـرف    پس از اتمـام سـانتريفيوژ   . سانتريفيوژ شد

گيري ميـزان تركيبـات فنلـي خـارج سـلولي       جداگانه براي اندازه
 Folin-cicolteuليتـر از معـرف    ميلي 25/1مقدار . داري شد نگه

درصـد بـه    7ليتـر كربنـات سـديم     ميلي 1و )   10/1(رقيق شده 
. ها اضـافه شـد  ليتر از مايع رويي نمونه ميلي 5/0رسوب سلولي و 

گراد قـرار   درجه سانتي 45دت نيم ساعت در حرارت م ها  به نمونه
دور در  5000دقيقـه بـا سـرعت     5مدت  ها به بعد نمونه. داده شد

در انتها ميزان جذب مايع رويي در طول . دقيقه سانتريفيوژ شدند
ــوج  ــتگاه   765مــ ــط دســ ــانومتر توســ ــپكتروفتومترنــ  اســ

)PerkinElmer, Lambda 650 ( ــده شــد و مقــدار كــل خوان
  .ت فنلي با استفاده از استاندارد اسيد ساليسيك تعيين شدتركيبا

 
گيـري  انـدازه ) 16(روش برادفـورد  مقـدار پـروتئين بـه   : پروتئين
 1جلبــك،   هــاي ســلول بــراي تعيــين غلظــت پــروتئين. گرديــد
 10مـدت   ها بـه  نمونه. برداري شد ليتر از كشت سلولي نمونه ميلي

بـه  . نتريفيوژ شـدند هـزار دور در دقيقـه سـا    12دقيقه با سرعت 
)  =8/6pH(ميلـي مـولار    100رسوب سلولي بافر فسفات سديم 

هـاي جلبـك و تسـهيل در     براي متلاشي شدن سـلول . اضافه شد
هـاي سـلولي    هـا، سوسپانسـيون   هاي داخل سـلول  خروج پروتئين

 40دقيقــه در معــرض امـواج فراصــوت بــا فركــانس  15مــدت  بـه 
 10مـدت   سـانتريفيوژ بـه   پـس از انجـام  . كيلوهرتز قرار داده شد

ــا ســرعت  ميكروليتــر از  100هــزار دور در دقيقــه،  12دقيقــه ب
ليتـر محلـول برادفـورد     ميلي 1محلول رويي برداشته شد و به آن 

نانومتر توسط   595ها در طول موج مقدار جذب نمونه. اضافه شد
قرائت ) PerkinElmer, Lambda 650( اسپكتروفتومتردستگاه 

با استفاده از نمودار استاندارد آلبومين سـرم گـاوي    شد و در انتها
  .دست آمد ها به غلظت پروتئين نمونه

 
ليتـر از   ميلـي  5/1براي سنجش فلاونوئيدها ابتـدا   :فلاونوئيدكل

مدت  هزار دور در دقيقه به 6000سوسپانسيون جلبكي با سرعت 
بـه  . دقيقه سانتريفيوژ شد و سپس مايع رويي دور ريختـه شـد   5

اتانول و اسيد كلريدريك  1به  99هاي باقي مانده به نسبت  سلول
مـدت نـيم سـاعت در معـرض امـواج      هـا بـه  نمونـه . اضافه گرديد

هـا   سپس نمونه. كيلوهرتز قرار گرفته شد 40فراصوت با فركانس 
ــه ــدت  ب ــاي   10م ــا دم ــرم ب ــام آب گ ــه در حم درجــه  80دقيق

مـدت   ها بـه  نهپس از خنك شدن، نمو. گراد قرار داده شدند سانتي
ميـزان  . دور در دقيقه سانتريفيوژ شدند 6000دقيقه با سرعت  5
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 PerkinElmer, Lambda( اسپكتروفتومترها توسط  جذب نمونه

نانومتر خوانده شـد و   330و  300، 270در سه طول موج ) 650
ژنـين  مقدار فلاونوئيد كل با اسـتفاده از منحنـي اسـتاندارد آپـي    

  ). 17(محاسبه شد 
 

هاي جلبكـي بـا   ليتر از سوسپانسيون يك ميلي :هاي محلولقند
مـايع رويـي دور   . دور در دقيقه سانتريفيوژ شـدند  5000سرعت 

ليتر فنـل   ميلي 5/0هاي جلبكي باقي مانده  ريخته شد و به سلول
درصــد اضــافه  98ليتــر اسيدســولفوريك  ميلــي 5/2درصــد و  5

اج فراصـوت بـا   مدت نيم ساعت در معرض امـو ها به نمونه. گرديد
منحني استاندارد با استفاده . كيلوهرتز قرار گرفته شد 40فركانس
ها و جذب نوري نمونه. هاي مختلف گلوكز ترسيم گرديد از غلظت

ــتگاه   ــتفاده از دســ ــا اســ ــتانداردها بــ ــپكتروفتومتراســ  اســ
)PerkinElmer, Lambda 650 (   نـانومتر   490در طـول مـوج

 ). 18(گيري شد  اندازه

 
هـاي سـلولي   ليتـر از سوسپانسـيون   ميلـي  3 :نين كـل آنتوسيا

. دور در دقيقه سانتريفيوژ شدند 5000دقيقه با سرعت  5مدت  به
شـامل  (ليتر متـانول اسـيدي    ميلي 3مايع رويي دور ريخته شد و 

. به آن اضـافه شـد  ) 1به  99متانول و اسيد كلريدريك به نسبت 
صوت بـا فركـانس   مدت نيم ساعت در معرض امواج فراها بهنمونه

دقيقه با  15مدت  ها به سپس نمونه. كيلوهرتز قرار گرفته شد 40
مـايع رويـي   . هـزار دور در دقيقـه سـانتريفيوژ شـدند     12سرعت 
مدت يك شب در تـاريكي قـرار    ها بهها برداشته شد و نمونه نمونه

نـانومتر بـا    550ها در طول مـوج   داده شدند و در انتها جذب آن
) PerkinElmer, Lambda 650( فتومتراســـپكترودســـتگاه 
 براي محاسبه غلظت آنتوسيانين، از ضريب خاموشي. خوانده شد

Cm-1M-133000  19(استفاده شد .( 

  
مقـدار   :تعيين سطح پراكسيداسـيون ليپيـدهاي غشـايي   

 (MDA)گيري مقدار مالونيل دي آلوئيد  ها با اندازه آسيب به غشا
. اسيون ليپيدهاي غشا تعيين شدنهايي پراكسيد  عنوان فرآورده به

دقيقه با سـرعت   5مدت  ليتر از سوسپانسيون جلبكي به پنج ميلي
محلـول رويـي دور   . هزار دور در دقيقـه سـانتريفيوژ شـد    5000

 10ليتر تري كلرواسـتيك اسـيد    ميلي 3ها  ريخته شد و به نمونه
مدت نيم ساعت  ها به ها آن زدن نمونهپس از هم. درصد اضافه شد

كيلـوهرتز   40و فركانس  100ر معرض امواج فراصوت با قدرت د
 rpm12000 دقيقـه بـا    15مـدت   ها به سپس نمونه. قرار گرفتند

ليتـر از هـر    ميلـي  1پس از اتمام سـانتريفيوژ،  . سانتريفيوژ شدند
ــه ــدام از نمون ــه آن  ك ــده و ب ــته ش ــا  برداش ــا  ه ــي 1ه ــر  ميل ليت

مدت نـيم   د و سپس بهدرصد اضافه ش 25/0تيوباربيتوريك اسيد 
. گراد قـرار داده شـدند  سانتيدرجه 100ها در دماي  ساعت نمونه

 600و  532هـا، در طـول مـوج هـاي      پس از سرد شـدن نمونـه  

 ,PerkinElmer( اسـپكتروفتومتر  نانومتر مقـدار جـذب توسـط   

Lambda 650 (گيري گرديـد و مقـدار    اندازهMDA    بـه كمـك
   ).20(گرديد محاسبه  mM/cm 155/ضريب خاموشي 

  
هـاي  ليتـر از سوسپانسـيون   دو ميلي :اكسيدانتيپتانسيل آنتي

هـزار دور در دقيقـه    12دقيقـه بـا سـرعت     10مـدت   سلولي بـه 
. ليتر اتانول اضافه شـد  ميلي 2به رسوب سلولي . سانتريفيوژ شدند

مدت نيم ساعت در معرض امواج فراصوت بـا فركـانس   ها بهنمونه
 DPPHليتر  ميلي 8/0ها   به نمونه. ته شدكيلوهرتز قرار گرف 40

(2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 3/0  مـولار اضـافه    ميلـي
بعد از گذشت نيم ساعت و انجـام واكـنش ميـزان پتانسـيل     . شد
نانومتر توسط دستگاه  517ها در طوح موج  اكسيدانتي سلول آنتي

. خوانـده شـد  ) PerkinElmer, Lambda 650( اسـپكتروفتومتر 
 :اكسيدانتي طبق فرمول زير محاسبه شد رصد فعاليت آنتيد

  
ليتر از نمونه و  ميلي 2+ ليتر اتانول  ميلي 8/0 :محلول بلانك
: A. ليتر اتانول ميلي DPPH  +2ليتر  ميلي 0/ 8: محلول كنترل

  جذب نور

هاي جلبك  از سوسپانسيون سلولي هركدام از نمونه :كاروتن-بتا
دور در دقيقه  5000دقيقه با سرعت  10مدت  ليتر به ميلي 1

 1به  2محلول رويي دور ريخته شد و به نسبت  .سانتريفيوژ شد
دقيقه  1مدت  به. هگزان و اتانول به رسوب باقي مانده اضافه شد

مدت  زده شدند و سپس مجددا بهها با ورتكس شديداً هم نمونه
وژ ها سانتريفي دور در دقيقه نمونه 5000دقيقه با سرعت  10

 450 و خواندن جذب در) هگزان(با جدا كردن فاز رويي  .گرديد
 ,PerkinElmer( اسپكتروفتومترنانومتر توسط دستگاه 

Lambda 650 (ها از طريق فرمول زير  كاروتن سلول-ميزان بتا
  .دست آمدبه

β-Carotene (µg/ml) = 25.2 × A450 
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قيقه با د 5مدت  ليتر از نمونه جلبكي به پنج ميلي :گليسرول
مايع رويي پس از . دور در دقيقه سانتريفيوژ شد 5000سرعت 

سانتريفيوژ دور ريخته شد، به اين ترتيب گليسرولي كه از قبل 
ميزان هاي باقي مانده به به سلول. درون نمونه بوده خارج گرديد

- چند ثانيه نمونه. ليتر از محيط كشت جانسون اضافه شد ميلي 2

ميكروليتر نمونه  200شد، سپس ميزان  آرامي تكان داه ها به
ليتر  ميلي 5/2ليتر پريودات و  ميلي 1جلبكي جدا و به آن 

سپس . آرامي تكان داده شداستن افزوده گرديد و بهاستيل
. گراد قرار داده شدنددرجه سانتي 45دقيقه در دماي  20مدت  به

هزار دور در  5000دقيقه با سرعت  5مدت  ها مجددا به نمونه
رويي آن ميزان جذب نور مايع از پس . دقيقه سانتريفيوژ شدند

 اسپكتروفتومترنانومتر توسط دستگاه  410در طول موج 
)PerkinElmer, Lambda 650 (وسيله رسم خوانده شد و به

 ).21(منحني استاندارد غلظت گليسرول محاسبه شد 

  نتايج

  رشد سلولي و محتوي پروتئين
هـا بـا افـزايش زمـان      ه ميزان رشد سلولدست آمدطبق نتايج به

تابش امواج فراصوت تا زمـان ده دقيقـه نسـبت بـه گـروه شـاهد       
كه با افـزايش زمـان تـابش تـا     طوريداري داشت، بهتفاوت معني

ها كاسته شد و كمترين رشـد   زمان ده دقيقه از ميزان رشد سلول
در . دقيقه تابش امواج فراصوت مشـاهده شـد   10سلولي در زمان 

خصوص مقدار پروتئين محلول نيز با افزايش زمـان تـابش امـواج    
داري نسـبت بـه گـروه     دقيقه، افزايش معنـي  10فراصوت تا زمان

كه بيشترين ميزان پـروتئين محلـول    طوري به. شاهد مشاهده شد
  ).1شكل (فراصوت بود  دقيقه تابش امواج  10مربوط به تيمار 

  

  

  
 3مقادير نشان داده شده ميانگين (   D. salinaتحت اثر امواج فراصوت در كشت سلولي جلبك) B(ميزان پروتئين  و) A(تغييرات ميزان رشد : 1شكل 

  ).است P  ≥01/0  ها در سطحدار بودن تفاوتحروف متفاوت نشان دهنده معني .باشدمي) انحراف معيار( SD ±تكرار 
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  هاي فتوسنتزيرنگيزه

مان تابش امـواج فراصـوت باعـث    در تحقيق انجام شده افزايش ز 
-كل و همچنين تاوكلروفيل b، كلروفيلaكاهش ميزان كلروفيل 

كه ميـزان كاروتنوئيـدها   صورت اينحدودي كاروتنوئيدها شده، به
تا زمان پنج دقيقه تابش فراصوت كاهش داشت و با افزايش زمان 

دقيقه ميزان كاروتنوئيد افـزايش  10تابش امواج فراصوت تا زمان 
  ). 2شكل (افت ي

  قندهاي محلول و پراكسيداسيون ليپيدها

 10در اين آزمايش با افزايش زمان تابش امواج فراصوت تا زمـان  
دقيقه مقدار قندهاي محلول نسبت به گروه شاهد داراي اخـتلاف  

در خصــوص ميــزان ) 3شــكل (دار بــود و افــزايش داشــت معنــي
تابش امواج روند  پراكسيداسيون ليپيدها نيز با افزايش مدت زمان

افزايشي مشاهده گرديد و بيشترين آن در زمان ده دقيقـه تـابش   
  ).3شكل (گيري شد اندازه

  اكسيدانتيها و پتانسيل آنتيتوليد آنتوسيانين

تيمار امواج فراصوت باعث القاي توليد تركيبـات آنتوسـيانيني در   
تـدريج بـر   كه با گذشت زمـان بـه   طوريبه. هاي سلولي شدكشت

دار نسبت به گروه شاهد افـزوده  صورت معنيها به يزان توليد آنم
بيشترين مقدار اين تركيبات در زمان ده دقيقه تابش امـواج  . شد

-در تحقيق حاضر درصد پتانسيل آنتـي  .گيري شد فراصوت اندازه

عنـوان يـك   اكسيدانتي با افزايش زمان تابش امـواج فراصـوت بـه   
-بيشترين پتانسيل آنتي. يافت ها افزاش اليسيتور و محرك سلول

اكسيدانتي نيز در مدت زمان تابش ده دقيقه امواج مشاهده شـد  
 ). 4شكل (

  

  
تحت اثر امواج فراصوت در كشت سـلولي كشـت سـلولي    ) D(و كاروتنوئيدها ) C(، كلروفيل كل )B( b،كلروفيل )a  )Aتغيير در ميزان كلروفيل : 2شكل

هـا در   دار بـودن تفـاوت  حروف متفاوت نشان دهنده معنـي . باشدمي) انحراف معيار( SD ±تكرار  3شان داده شده ميانگين مقادير ن. ( D. salinaجلبك 
  ).است P ≥ 01/0  سطح
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ير مقاد(  D. salinaتحت اثر امواج فراصوت در كشت سلولي جلبك) B(قندهاي محلول و ) A(تغيير در ميزان پراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي : 3شكل

  ).است P  ≥ 01/0  ها در سطحدار بودن تفاوت حروف متفاوت نشان دهنده معني. باشدمي) انحراف معيار( SD ±تكرار  3نشان داده شده ميانگين 
  

  
مقادير نشان داده . (  D. salinaتحت اثر امواج فراصوت در كشت سلولي جلبك) B(اكسيداني پتانسيل آنتي و )A(ها  تغيير در ميزان  آنتوسيانين: 4شكل

   ).است P ≥ 01/0  ها در سطحدار بودن تفاوتحروف متفاوت نشان دهنده معني .باشدمي) انحراف معيار( SD ±تكرار  3شده ميانگين 
  

 توليد تركيبات فنلي و فلاونوئيدي 

ــي و    ــات فنل ــد تركيب ــاي تولي ــواج فراصــوت باعــث الق تيمــار ام
كـه بـا گذشـت     طوريبه .هاي سلولي گرديدفلاونوئيدي در كشت

دار نسـبت بـه   صورت معنيها به تدريج بر ميزان توليد آنزمان به
هر دو نوع تركيبات فنلي با افزايش مـدت  . گروه شاهد افزوده شد

به كنتـرل  دار نسبتزمان تابش امواج با يك روند صعودي و معني
 البته بيشتر تركيبات فنلي توليد شده از نـوع . افزايش نشان دادند

در خصوص فلاونوئيدها نيـز در هـر سـه طـول     . درون سلولي بود
هـاي  دار نسـبت بـه كشـت    گيري شده، افزايش معنـي موج اندازه

بيشـترين  . هـاي تـابش مشـاهده شـد     كنترل در كليه مدت زمان

مقدار توليد اين تركيبات در زمـان ده دقيقـه تـابش امـواج بـود      
 ). 5شكل (

  كاروتن-توليد گليسرول و بتا

ن تحقيق مشاهده شد كه با افزايش مدت زمان تابش امـواج  در اي
-كاروتن انـدازه -فراصوت تا زمان ده دقيقه، ميزان گليسرول و بتا

هاي شاهد افـزايش  هاي جلبك نسبت به كشت گيري شده سلول
و  3/12ترتيـب  هـا بـه   داري داشت كه بيشترين مقـادير آن معني

تـابش ده دقيقـه    گرم در ليتر بود كه در مـدت زمـان  ميلي 5/13
  ). 6شكل (گيري شد  اندازه
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مقـادير نشـان داده شـده    (   D. salinaتحت اثر امواج فراصوت در كشت سـلولي جلبـك  ) B(و فلاونوئيدي ) A(تغيير در ميزان تركيبات فنلي : 5شكل 

  ).است P  ≥ 01/0  ها در سطح اوتدار بودن تف حروف متفاوت نشان دهنده معني .باشدمي) انحراف معيار( SD ±تكرار  3ميانگين 

  

 

 3مقادير نشان داده شده ميانگين (   D. salinaتحت اثر امواج فراصوت در كشت سلولي جلبك) B(بتا كاروتن و ) A(تغيير در ميزان گليسرول : 6شكل 
  ).است P  ≥01/0  ها در سطحدار بودن تفاوتحروف متفاوت نشان دهنده معني. باشدمي) انحراف معيار( SD ±تكرار 

  

  بحث 

در ارتباط با اثر امواج فراصوت بر سلول گـزارش شـده اسـت كـه     
افزايش مدت زمان تيمار امواج فراصوت بـا كـاهش رشـد و زنـده     

و همكـاران   Wang). 22(هاي گياهي همـراه بـود    ماني در سلول
هـاي   نيز مشاهده نمودند كه تابش امواج فراصوت بـه سـلول  ) 3(

بـه كـاهش محسـوس    منجـر  )Taxus yunnanensis(سـرخدار  
مـدت فراصـوت   ازطرفي تابش كوتاه. درصد زنده بودن سلولي شد

داري روي توليــد ذيتــوده در كشــت ســلولي ســرخدار اثــر معنــي
)Taxus chinensis ( نداشــت)ــ). 23 در  فراصــوتكــارگيري هب

هاي تعليقي سبب ايجاد وقايع هيدروديناميكي پـر  وص كشتخص
زايــي آكوســتيك و جريانــات ميكروســكوپي انــرژي نظيــر حفــره

هـا   هاي مكانيكي و تنش برشي به سـلول شود كه باعث آسيب مي
هاي مكـانيكي در اثـر   بنابراين احتمال وجود تنش ).23( شودمي

ت تـاثير قـرار   ها را تح سلول وجود داشته كه رشد امواج فراصوت
 نتايج نشان داد كه با گذشت زمان و تحت اثـر تيمـار تـا    .دهدمي

در خصـوص اثـرات   . حدودي توليد پروتئين سـلولي القـا گرديـد   
مشاهده . گزارشاتي وجود دارد سلول بيوسنتزي امواج فراصوت در

هـا را در  شده است كه اين امواج با شدت پائين، بيوسنتز پروتئين
ــلول ــا و پروتوپ س ــته ــزايش داد   لاس ــد اف ــاي چغندرقن ). 24(ه
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عنـوان يـك اليسـيتور باعـث تحريـك       همچنين امواج فراصوت به
هـاي   ها و آنزيم به افزايش پروتئين آن منجردنبال ها شده و به ژن

صـورتي كـه بـا    هاي ثانوي شده، به دهي و توليد متابوليتسيگنال
محتـواي  هاي بنيـادي گـل داوودي    تابش امواج فراصوت بر سلول

RNA  آن محتواي پـروتئين محلـول نيـز    افزايش يافت و در پي
بسـتگي  و پروتئين ضـريب هـم   RNAافزايش يافت و بين ميزان 

  .)27و  26،25،3(درصد وجود داشت  98

سـاختمان   امواج فراصوتهاي مكانيكي در اثر وجود تنش علتبه
ها نيز ممكن اسـت تخريـب شـود، و همـين     مولكولي كلروپلاست

 .تواند دليل خوبي براي كـاهش ميـزان كلروفيـل باشـد     مل ميعا
هاي كليدي و مهم عنوان يكي از رنگيزههمچنين كاروتنوئيدها به

هــاي  گــروه بزرگــي از مولكــول) 27(اكســيدانتي  سيســتم آنتــي
هـاي فتوسـنتزي سـاخته     ايزوپرونوئيدي هستند كه توسط انـدام 

بسـيار حسـاس    هـا بـه تخريـب اكسـيداتيو     اما آن) 28(شوند  مي
كه در اين آزمايش با افزايش زمان تـابش امـواج   طوريهستند، به

طـور   دقيقه از ميزان تركيبـات كاروتنوئيـد بـه    5فراصوت تا زمان 
امـا در زمـان تـابش    . داري نسبت به گروه شاهد كاسته شد معني

دقيقه امواج فراصوت مجددا ميزان كاروتنوئيد افزايش يافت و  10
 دار با گروه شاهد هر دو گـروه بـه يـك    وت معنيبدون داشتن تفا

كـه ايـن واقعـه را    ) 3شكل (ميزان و داراي بيشترين مقدار بودند 
گونه توجيه كرد كه تـابش امـواج فراصـوت در زمـان     توان اينمي

رود و شمار مـي  عنوان يك تنش اكسيداتيو براي سلول به بيشتر به
عنـوان   لي خـود بـه  سلول با افزايش ميزان كاروتنوئيد درون سـلو 

دسـت   برطبق نتايج به. پردازداكسيدانت به مقابله با تنش ميآنتي
تـابش امـواج فراصـوت بـر     ) 25(و همكاران   Chenآمده توسط 

باعـث افـزايش     Porphyridium ceruentumهاي جلبك  سلول
  ). 25(ها شد  درصد در ميزان كاروتنوئيد سلول 27

نشان داد كه با افزايش زمـان   دست آمده از تحقيق حاضرنتايج به
گيري شده در  آلدهيد اندازهديتابش امواج فراصوت، ميزان مالون

امـواج  ). 4شـكل  (افـزايش يافـت      D. salinaهاي جلبـك  سلول
  فراصوت با انرژي كم در كشت سـلولي تعليقـي سـرخدار چينـي    

)T. chinensis ( باعث القاي پراكسيداسيون ليپيد گرديد)و ) 29
مشخص شد كـه  ) 14(و همكاران  Rezaeدر تحقيقات  همچنين

همراه متيل جاسمونات باعث افـزايش در توليـد    امواج فراصوت به
هـاي فعـال   ايجاد گونـه . هاي فندق شد آلدهيد در سلولديمالون

توانـد باعـث پراكسيداسـيون     هاي مختلف مياكسيژن در استرس
عنوان محصول  آلدهيد بهديليپيدهاي غشا شده كه افزايش مالون

ــزايش      ــب و اف ــده تخري ــان دهن ــيون نش ــن اكسيداس ــايي اي نه
عنـوان  آنزيم پراكسيداز به). 30(ها است  نفوذپذيري غشاي سلول

گيرنده و جمع كننده پراكسيدها عمل كـرده و از اثـرات مخـرب    
هاي فعال اكسيژن داراي گونه ).32و  31(كاهد ها مياين مولكول

ها علاوه بر آسـيب بـه گيـاه    اين گونه باشند،هاي دوگانه مي نقش
ــا القــاي مســيرهاي ســيگنال باعــث فعــال شــدن    مــي ــد ب توانن

هاي دفاعي در گياه شده و درنتيجه باعث افـزايش توليـد    واكنش
ــت ــوند  متابولي ــانوي ش ــاي ث ــه توســط  ).33(ه ــي ك          در تحقيق

Wu & Lin )34 (  هـا ،   انجام شد تابش امواج فراصوت بـر سـلول
      هـا و  اكسيداسيون ليپيدهاي غشا در داخل و خارج سلولباعث پر

همچنين در جاي ديگـر  . آلدهيد شدديدنبال آن افزايش مالونبه
درصدي در  6/48آلدهيد و يك افزايش ديافزايش محتواي مالون
           هـــاي جلبـــك قرمـــز   هـــا در ســـلول نشـــت الكتروليـــت 

)Cruentum porphyridium(   اج فراصـوت  ، پـس از تـابش امـو
عنـوان  اكسـيدانتي بـه  افزايش تركيبـات آنتـي  ). 27(مشاهده شد 

شود كه اثر امواج ها محسوب مي هاي دفاعي سلول بخشي از پاسخ
اكسيدانتي در تحقيقات فراصوت بر توليد و افزايش تركيبات آنتي

  ).36و  35، 33(گذشته نيز اثبات شده است 

ــ بــاتيترك  شــامل ياهيــگ يعــيطب مــواد از يبزرگــ گــروه يفنل
 مـواد  ني ـا. باشـند  يم ـ رهي ـغ و نيانيآنتوس ـ و ها تانن دها،يفلاونوئ
 و يداروسـاز  ،يميش ـ ،ييغـذا  مـواد  نهيزم در يتوجه قابل منافع
ها با افزايش تركيبات فلاونوئيدي و  همچنين سلول. ي دارندپزشك

هـاي فعـال   آنتوسيانين در شرايط استرس، از اثرات مخرب گونـه 
مطالعـات ارتبـاط مثبتـي بـين مقـدار      ). 37( كاهـد اكسيژن مـي 

انـد   تركيبات آنتوسيانيني و فعاليت آنتي اكسيدانتي را نشان داده
 از ياريبس ـكه در تحقيقات گذشته مشخص شده،  طوريبه ).38(

 و ليدروكس ـيه گـروه  يهـا  كـال يراد ثروم ـ طوربه يفنل باتيترك
 ـ شـدن  دياكس ـ از و كننـد  حذف را ليپروكس  ممانعـت  هـا  يچرب

 يرومنـد ين يهـا  تدانياكسيآنت باتيترك اين). 39( آورند عمل به
 سـاختار  لي ـدلبـه  تيخاص ـ ني ـا و باشـند  يم تنش طيشرا تحت

 يهــا گــروه. باشــد يمــ هــا تيــمتابول نيــا فنــل گــروه و ياســكلت
 يجـاروبگر  لهيوس ـبه كيآرومات حلقه به متصل آزاد ليدروكسيه

يي از كتـا ي ژنياكس ـ يفروكش مانند ها سميمكان ريسا و ها كاليراد
ها را حفظ كرده و همچنين با جلـوگيري   آسيب اكسيداتيو، سلول

. كننـد  از عمل ليپواكسيژناز از اكسيداسيون ليپيد جلـوگيري مـي  
 توانـد  مـي  و غير آنزيمي آنزيمي هايمكانيسم از استفاده با سلول

 از طريـق  ايـن  از و دهد كاهش را اكسيژن هاي فعالگونه غلظت

القاي توليد تركيبات فنلي و فلاونوئيـدي   .آن بكاهد بمخر اثرات
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در  آلدييدديمالونو  پراكسيد هيدروژنبا توجه به افزايش ميزان 
ها جهت محافظت از اجزاي سلولي، اسـيدهاي چـرب غيـر     سلول

هـا و اسـيدهاي نوكلئيـك كـه از      ها، كربوهيدرات اشباع، پروتئين
ــه ــوده اهــداف مهــم گون و پيشــگيري از هــاي فعــال اكســيژن  ب

درخصـوص اثـرات   ). 40(باشـد  اختلالات متابوليكي و سلولي مي
امواج فراصوت بـر تركيبـات فنلـي در گذشـته مطالعـات انـدكي       

توليـد  باعث افـزايش   كه امواج فراصوت صورت گرفته ازجمله اين
 )34(و همكـاران    Wu).41(شـد  تركيبات فنلي در بادام زميني 

تركيبات فنلي در  اعث افزايش توليدب فراصوتنشان دادند كه نيز 
) 14(و همكـاران   Rezaeهمچنين  .شدكشت سلولي جينسينگ 

هـاي فنـدق قـرار گرفتـه در معـرض       مشاهده كردند كه در سلول
  . امواج فراصوت تركيبات فنلي افزايش داشت

در تحقيق حاضر با افزايش زمان تابش امواج فراصوت تا زمـان ده  
 ـ  هـاي جلبـك    گيـري شـده سـلول   دازهدقيقه، ميزان گليسـرول ان

عنـوان اليسـيتوري بـراي    در واقع امواج فراصوت به. افزايش يافت
امـواج  . باشـد ها جهت توليد گليسـرول بيشـتر مـي    تحريك سلول

هـاي گياهـان    فراصوت باعث افزايش توليـد گليسـرول در سـلول   
هاي زيستي كـاربرد داشـته    تواند براي سوختروغني شده كه مي

). 43(دهد  هاي گياهي را افزايش مي و همچنين روغن) 42(باشد 
در اين تحقيق مشاهده شـد كـه بـا افـزايش زمـان تـابش امـواج        

افـزايش  . ها نيـز افـزايش يافـت    كاروتن سلول-فراصوت ميزان بتا
عنـوان  كـاروتن بـه  -اكسيدانتي از جمله بتـا  فعاليت تركيبات آنتي

هـاي   ه اكسـيژن ترين واحدهاي مقابله كننده در برابـر حمل ـ  سريع
هماهنـگ بـا   ). 44(فعال در شرايط استرس گزارش شـده اسـت   

هـاي ثـانوي در   هاي اين تحقيق، افزايش بيوسنتز متابوليـت يافته
هاي گياهي توسط امواج فراصوت با انرژي كم، گزارش شده  سلول

و مشخص شده اسـت كـه ايـن افـزايش در بيوسـنتز       )14و 2،4(
اثرات فيزيكـي و مكـانيكي نبـوده    متابوليت ثانويي صرفا ناشي از 

هـا توسـط    بلكه بيشتر ناشي از القاي فعاليت فيزيولوژيـك سـلول  
  .باشدامواج فراصوت مي

  

  نتيجه گيري

امواج فراصوت، باعـث  كارگيري هكه ب شدمشاهده  در اين تحقيق
القــاي متابوليــت ثــانوي ازجملــه تركيبــات فنلــي، فلاونوئيــدها،  

و گليســرول و همچنــين افــزايش كــاروتن -هــا، بتــاآنتوســيانين
امـواج   رسـد نظـر مـي  همچنـين بـه  . اكسيدانتي شدپتانسيل آنتي

هاي دفاعي و متابوليـت  ها و القاي پاسخ فراصوت با تحريك سلول

هـا   كاروتن  و گليسـرول در سـلول  -ثانوي، باعث افزايش مقدار بتا
-كارگيري اين تكنيك در دسـت هبامكان اينكه با توجه به. گرديد

بسـيار راحـت و    تركيبات سـلولي هاي بيوتكنولوژيك توليد زيور
بـه بـالا بـردن    شـاياني  تواند كمك استفاده از آن مي ،ارزان است

تجـاري  در مسير  مهمنمايد كه يكي از موانع تركيبات مهم توليد 
 .است ها متابوليت سازي توليد
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Abstract 

Aim: The purpose of this study was to investigate the effect of ultrasound on growth and some 
physiological parameters in cultures of unicellular alga Dunaliella salina.  

Material and Methods: Ultrasound waves were applied with a frequency of 40 kHz, and 5W/Cm3 
power, at the fourteenth day of subculture in a completely randomized design with 3 replications. 
Ultrasound exposure times to cells were 0, 2.5, 5 and 10 minutes. The parameters measured were: cell 
growth, total protein content, photosynthetic pigments, antioxidant potential, membrane lipid 
peroxidation, amount of phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins, soluble sugars, beta-carotene 
and glycerol. 

Results: The results showed, due to increase of ultrasound irradiation time, cell growth and 
photosynthetic pigments were decreased. In contrast, total protein content, antioxidant potential, 
membrane lipid peroxidation, phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins, beta-carotene and 
glycerol were increased. Maximum amount of beta-carotene (12.3 mg/l) and glycerol (13.5 mg/l) as 
the main metabolites were obtained at 10 minutes treatment.  

Conclusion: It seems that ultrasound waves increased beta-carotene, and glycerol production of the 
cell by induction of defensive responses and secondary metabolism. 

Keywords: Dunaliella salina, Cell culture, Ultrasound, Beta-carotene, Glycerol 
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