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  چکیده 
 غذایی طبیعی هاي پروتئین و رنگ عالی عنوان منبع آبی به ریزجلبک سبز اسپیرولینا

فعال  رو استخراج این ترکیبات زیست ت و ازاینهاس ها و کلروفیل پروتئین فیکوبیلی مانند
سازي،  انجمادزدایی، همگن-اهمیت زیادي دارد. در این تحقیق تیمار مکانیکی (انجماد

هاي اتانول و آب) براي استخراج و  امواج فراصوت) و تیمار شیمیایی (خیساندن در حلال
به دو روش مجزا و پیوسته انجام  اسپیرولیناجداسازي پروتئین و کلروفیل از ریزجلبک 

 نانومتر)، 800- 200ها ( شده، طیف جذبی نمونه شد. میزان کلروفیل و پروتئین استخراج
شده در تیمارهاي انتخابی  هاي استخراج ترکیب اسیدآمینۀ ریزجلبک و پروتئین

موردبررسی قرار گرفتند. طبق نتایج استخراج کلروفیل در روش پیوسته بیشتر از روش 
جزا و استخراج با اتانول در هر دو روش مجزا و پیوسته حلال مناسب با بازده بالاتر بود. م

انجمادزدایی نیز در استخراج کلروفیل مؤثر بود. درمورد -استفاده از روش انجماد
براي شکستن  سازي و امواج فراصوت استخراج پروتئین در بین تیمارها استفاده از همگن

تري بود و سبب افزایش  مک به استخراج ترکیبات روش مناسبها و ک مکانیکی دیواره
بازده استخراج پروتئین شد. تحت شرایط یکسان براي تیمارها، روش پیوسته براي 

سازي دور بالا و  استخراج کلروفیل و پروتئین با بازده بالاتر و استفاده از تیمار همگن
خراج کلروفیل حلال و روش گردد و حلال اتانول در است امواج فراصوت پیشنهاد می

  انجماد و انجمادزدایی تیمار مکانیکی مناسب شکست دیوارة سلولی بود.
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   مقدمه
 یکی یزجلبکر يها از گونه یبالا در برخ ینپروتئ يمحتوا
منبع  یکعنوان  درنظرگرفتن آنها به یاصل یلاز دلا
از  يتعداد. )Hayes et al., 2017( است ینپروتئ
 یشی،اهداف مختلف ازجمله آرا يبرا ها ي ریزجلبکها گونه
چرب، رنگدانه  یدهاياستخراج اس یوانات،ح يغذا یی،دارو

 یدفاضلاب و تول یۀتصف یستی،ز فعال یباتترک یرو سا
 & Bleakley(د شون یکارگرفته م هب یستیز يها سوخت

Hayes, 2017; Sangian et al., 2022; Ursu et al., 

 یدهاياز اس یو غن يمغذ یمنبع ها یزجلبکر. )2014
 هاي یتامینو یبرها،ف ید،اس ینولنیکل-ي، گاماضرور ینۀآم

تن، ومانند بتاکار ییها فسفر، آهن، رنگدانه یم،، کلسBگروه 
 1ها پروتئین یکوبیلیف یستیز فعال یباتترک یرو سا یلکلروف
 آرتروسپیرا ریزجلبک. )Hayes et al., 2017(د هستن

درصد پروتئین، بسیاري از  70حاوي  2پلاتنسیس
هاي معدنی، اسیدهاي چرب، بسیاري ها، نمک ویتامین

                                                             
1 Phycobiliprotein 
2 Arthrospira platensis 
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از اسیدهاي آمینه است و به یک منبع پروتئین کامل 
 ,.Boukhari et al( فرد تبدیل شده است گیاهی منحصربه

 غذایی طبیعی هاي رنگ عالی دیگر منبع . ازسوي)2018
کاروتنوئیدهاست.  و ها ها، کلروفیل پروتئین فیکوبیلی مانند

 داروسازي زیاد در کاربرد به ها باتوجه پروتئین فیکوبیلی
 صنایع در همچنین و آرایشی لوازم ،)نشانگر فلورسنت(

توجه زیادي را به خود  )طبیعی عنوان رنگ به( غذایی
 ;Barkallah et al., 2017(معطوف نموده است 

Tavanandi & Raghavarao, 2019(هاي . جلبک 
 محسوب پروتئین از مناسبی منبع ها ریزجلبک و دریایی

 مشابه پروتئین مقدار داراي ها این گونه از برخی. شوند می
 و سویا مرغ، تخم گوشت، مانند مرسوم پروتئینی منابع با

 اسپیرولینا. )Bleakley & Hayes, 2017( هستند شیر
 یک کلروفیلباشد  داراي مقدار مناسبی کلروفیل نیز می

و  غذا داروسازي، در وسیع کاربرد با فعال زیست ترکیب
 یعنی سبز، رنگدانۀ نوع دو عمده طور رنگ است. به صنعت

 در برابر دماي بالا، دارد. کلروفیل وجود )bو  a(کلروفیل 
کلروفیل  کیفیت ناپایدار است و این موضوع هوا یا نور

. جهت )Ursu et al., 2014( دهد می استخراجی را تنزل
هاي مختلفی  فعال روش استخراج ترکیبات زیست

امواج  کمک به استخراج فراصوت، شامل کاررفته است به
و استفاده  بالا فشار باتیمار  آنزیمی، تیمارهاي مایکروویو،

 براي تري ملایم هاي روش به اسپیرولینا .از آسیاب است
 ,.Zhao et al(نیاز دارد  سلولی هاي دیواره شکستن

زمینه انجام شده است.  هاي بسیاري دراین . مطالعه)2018
Choi  وLee )2018( از یلکلروف استخراج یشافزا 

استخراج با کمک  ایندتوسط فر 1اسپیرولینا ماکسیما
 یطتحت شرا a یلقرار دادند. کلروف یفراصوت را موردبررس

 ۀدرج 59/32 ياستخراج با فراصوت و در دما ینۀبه
گرم) در گرم یلیم 98/17ساعت، ( 91/4گراد و  یسانت

کلرلا  از استخراج یشترب یزانم ینآمد. ا دست به
گرم  یلیم 81/13( درصد 70با حلال اتانول  2پیرونوئیدوزا

را در  یتاهم یشترینب مطالعۀ این محققاندر گرم) بود. 
را در  یتاهم ینکمتر ایند وزمان فر و فرکانس فراصوت
و همکاران  Zhangدر مطالعۀ دیگر  دما نشان داد.

سلولی با استفاده از  استخراج پروتئین درون )2018(
ترکیبی از خیساندن در اتانول، هضم آنزیمی، فراصوت و 

                                                             
1 Spirulina maxima 
2 Chlorella pyrenoidosa 

مطالعۀ آنها سازي را بررسی کردند.  هاي همگن تکنیک
هاي  نشان داد در شرایط بهینۀ استخراج، ترکیبی از روش

درصد، هضم آنزیمی، فراصوت و  60خیساندن در اتانول 
کلرلا درصد پروتئین از ریزجلبک  4/72سازي  همگن

و همکاران  Tavanandiاستخراج شد.  پیرونوئیدوزا
  سی استخراج يروش ساده و کارآمد برا )2018(
را بررسی کردند و نتایج آنها  اسپیرولینا از 3فیکوسیانین-

 ینمنجربه بالاتر ییانجماد و انجمادزدا-فراصوتنشان داد 
همچنین و شود  می درصد 92 معادل بازده استخراج

درصد بازده داشت. در اکثر این  45/83 یوکروویما-تفراصو
ها از منبع ریزجلبک، فقط پروتئین و یا رنگدانه  مطالعه

  استخراج شد. 
تعیین روش مناسب با بازده بالا هدف از مطالعۀ حاضر 
 اسپیرولیناکلروفیل از ریزجلبک  جهت استخراج پروتئین و

 باشد. در دو روش پیوسته و مجزا می
  

   ها مواد و روش
به هدف، دو روش پیوسته و مجزا  در این تحقیق باتوجه

 اسپیرولیناجلبک  جهت استخراج ترکیبات از ریز
موردبررسی قرار گرفته است. براي بررسی اثر استخراج از 

هاي مکانیکی  درصد) و روش 60دو حلال (آب و اتانول 
سازي دور بالا و امواج  انجمادزدایی، همگن-(انجماد

ها با سه تکرار صورت  آزمایشتمام فراصوت) استفاده شد و 
  گرفت.

  
  مواد آزمایش

گرید خوراکی از  4اسپیرولینا پلاتنسیسجلبک  پودر ریز
بوتانول، سولفات آمونیوم، اتر، -بانک ملی جلبک ایران، ترت

، Merckهگزان (اپلیکم)، معرف بیورت، اسید سولفوریک (
درصد (شرکت  96ساخت آلمان)، الکل اتیلیک طبی 
  مقطر تهیه شد. زکریاي جهرم)، فویل آلومینیومی و آب

  
  استخراج پروتئین به روش پیوسته

در روش پیوسته از یک منبع ریزجلبک ابتدا پروتئین و 
سپس کلروفیل استخراج شد. جهت استخراج پروتئین با 

جلبک  درصد  پودر ریز 60کمک حلال آب و اتانول 
در حلال خیسانده و به دور از  1:10با نسبت  اسپیرولینا

                                                             
3 C-phycocyanin 
4 Spirulina platensis 
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جلبک روي همزن  نور قرار داده شد و مخلوط حلال و ریز
 24گیري ( آب خوبی عمل  گذاشته تا بهساعت  2به مدت 

ها با  ساعت نمونه 24گراد) انجام شود. پس از  درجۀ سانتی
گراد  درجۀ سانتی 4دور در دقیقه و در دماي  11200

، ساخت آلمان) شدند. Ependorf R، 5810سانتریفیوژ (
ها  وشوي نمونه براي اطمینان از استخراج پروتئین شست

آوري  کرار شدند. پس از جمعبا حلال اولیه سه بار ت
ساکارید ابتدا  سوپرناتانت و براي جداسازي پروتئین و پلی

اضافه شد و بعد سولفات  1:2بوتانول با نسبت -ترت
(درصد/وزنی) به سوپرناتانت اضافه گردید و  40آمونیوم 

دور در دقیقه و  11200ها با  سپس براي جداسازي نمونه
دقیقه  15مدت گراد به  درجۀ سانتی 4در دماي 

سانتریفیوژ شدند. بعد از این مرحله سه فاز تشکیل (فاز 
بوتانول، فاز دوم: پروتئین و فاز سوم: -اول: ترت

براي جداشدن ها جدا شد،  ها) و پروتئین ساکارید پلی
لیتر برداشته و  میلی 20پروتئین، از کل محلول پروتئین 

 280و  650، 620هاي  سازي در طول موج پس از رقیق
، ساخت انگلستان) خوانده Biochrom ،Libra S12نانومتر (

ها در دستگاه فریزدرایر  کردن نمونه و براي خشکشد 
)Labconco FreeZone 4.5 L ،MO ساخت آمریکا) قرار ،

  داده شدند.
  

   1انجمادزدایی- تیمار انجماد
انجمادزدایی - در روش استخراج پروتئین با کمک انجمن

جلبک  ، ساخت ایران)، ابتدا پودر ریزF305(هیمالیا 
مقطر خیسانده شد و  در آب 1:10با نسبت  اسپیرولینا

ساعت  4گراد به مدت  درجۀ سانتی - 20سپس در دماي 
 4ساعت انجمادزدایی در دماي محیط طی  2انجماد و 

ساکارید،  چرخه انجام شد. در جداسازي پروتئین و پلی
افه شد و بعد سولفات اض 1:2بوتانول با نسبت -ابتدا ترت
(درصد/وزنی) به سوپرناتانت اضافه گردید و  40آمونیوم 

دور در دقیقه و  11200ها با  سپس براي جداسازي نمونه
دقیقه  15گراد به مدت  درجۀ سانتی 4در دماي 

سانتریفیوژ شدند. بعد از این مرحله سه فاز تشکیل و 
ل محلول براي جداشدن پروتئین، از کها جدا شد،  پروتئین

سازي در  لیتر برداشته و پس از رقیق میلی 20پروتئین 
و نانومتر خوانده شد  280و  650، 620هاي  طول موج

                                                             
1 Freeze-Defreeze 

ها در دستگاه فریزدرایر قرار داده  کردن نمونه براي خشک
  .شدند

  
   2استخراج با کمک امواج فراصوت

ها به مدت  گیري، نمونه ساعت آب 2در این روش؛ پس از 
ثانیه  2ثانیه روشن،  2وات ( 400توان  دقیقه با 10

هموژنایزر ها تحت امواج فراصوت ( خاموش) نمونه
) قرار گرفتند. پس از ، ساخت ایرانوات 400التراسونیک 

دور در  11200ها جهت جداسازي با  این مدت نمونه
دقیقه  15گراد به مدت  درجۀ سانتی 4دقیقه و در دماي 

ن از استخراج پروتئین سانتریفیوژ شدند و براي اطمینا
آوري  ها سه بار تکرار شد. پس از جمع وشوي نمونه شست

ساکارید ابتدا  سوپرناتانت براي جداسازي پروتئین و پلی
اضافه شد و بعد سولفات  1:2بوتانول با نسبت -ترت

(درصد/وزنی) به سوپرناتانت اضافه گردید و  40آمونیوم 
ور در دقیقه و د 11200ها با  سپس براي جداسازي نمونه

دقیقه  15گراد به مدت  درجۀ سانتی 4در دماي 
سانتریفیوژ شدند. سپس مرحلۀ سه فاز تشکیل و 

براي جداشدن پروتئین، از کل ها جدا شد و  پروتئین
سازي  لیتر برداشته و پس از رقیق میلی 20محلول پروتئین 

و نانومتر خوانده شد  280و  650، 620هاي  در طول موج
ها در دستگاه فریزدرایر قرار داده  کردن نمونه براي خشک

  شدند.
  

   3سازي دور بالا استخراج به کمک همگن
سازي دور بالا، پودر  در روش استخراج به کمک همگن

 20به مدت اسپیرولینا پلاتنسیس جلبک  شدة ریز گیري آب
دور در دقیقه همگن  24000دقیقه در دماي اتاق در 

با ها جهت جداسازي  شدند. پس از این مدت نمونه
به گراد  درجۀ سانتی 4دور در دقیقه و در دماي  11200
بوتانول با - . ابتدا ترتدقیقه سانتریفیوژ شدند 15مدت 

 40اضافه شد و بعد سولفات آمونیوم  1:2نسبت 
(درصد/وزنی) به سوپرناتانت اضافه گردید و سپس براي 

 4دور در دقیقه و در دماي  11200ها با  جداسازي نمونه
دقیقه سانتریفیوژ شدند. بعد  15گراد به مدت  درجۀ سانتی

براي ها جدا شد،  از این مرحله، سه فاز تشکیل و پروتئین
لیتر  میلی 20جداشدن پروتئین، از کل محلول پروتئین 

                                                             
2 Ultrasonic 
3 Homogenization 
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 650، 620هاي  سازي در طول موج برداشته و پس از رقیق
ها در  کردن نمونه و براي خشکنانومتر خوانده شد  280و 

 & Tavanandi( دستگاه فریزدرایر قرار داده شدند
Raghavarao, 2019(.  

  
  استخراج کلروفیل

در روش پیوسته، پس از استخراج پروتئین، براي استخراج 
ها استفاده شد.  مانده از تیمار کلروفیل از رسوب باقی

دلیل رسوب حاصل حاوي کلروفیل و چربی بود. براي  این به
درصد و  60لیتر مخلوط اتانول  میلی 10جداسازي ابتدا 

لیتر  میلی 10حجمی/حجمی) و  1:1(هگزان با نسبت 
ها در قیف  اسید اضافه شد و سپس نمونه  سولفوریک

ساعت به دور از نور و  24جداکننده ریخته شد و به مدت  
گراد) قرار داده شد.  درجۀ سانتی 24-20در دماي محیط (

شد که  یلتشک جداکننده   یفدر ق یهلا 3مدت  اینپس از 
کلروفیل بود.  فاز سومب و رسو فاز دوم ی،اول چرب فاز

مرحله  اینشد و در  ریخته دیش پتريجدا و در  کلروفیل
نانو  653و  666در طول موج  جذبی طیفخواندن  براي

 & Tavanandi( نمونه جدا شد متر کلروفیل
Raghavarao, 2019(.  

  
  پروتئین به روش مجزااستخراج 

  درصد  60و استخراج با اتانول  آبیحمام  تیمار
با  اسپیرولیناجلبک  براي انجام این تیمار، ابتدا پودر ریز

در حلال خیسانده و به دور از نور قرار داده شد  1:10نسبت 
ساعت در حمام آبی با دماي  24گیري به مدت  و پس از آب

درصد گذاشته شد. پس از  60گراد/اتانول  درجۀ سانتی 50
دور در دقیقه  11200ها جهت جداسازي با  این مدت نمونه
دقیقه  15گراد به مدت  درجۀ سانتی 4و در دماي 

سانتریفیوژ شد. براي اطمینان از استخراج پروتئین 
ها  ها سه بار تکرار شد. سپس سوپرناتانت وشوي نمونه شست

دیش ریخته شدند و در این مرحله  آوري و در پتري را جمع
براي براي خواندن طیف جذبی پروتئین، نمونه جدا شد. 

لیتر  میلی 20جداشدن پروتئین، از کل محلول پروتئین 
و  650، 620هاي  سازي در طول موج ه و پس از رقیقبرداشت
ها در  کردن نمونه و براي خشکنانومتر خوانده شد  280

  دستگاه فریزدرایر قرار داده شدند.
  
  

  انجمادزدایی - تیمار انجماد
شده به  گیري جهت انجام این استخراج، ابتدا ریزجلبک آب

ساعت انجمادزدایی شد و این  2ساعت منجمد و  4مدت 
بار تکرار صورت گرفت. پس از این مدت،  4سیکل با 

دور در دقیقه و در  11200ها جهت جداسازي با  نمونه
دقیقه سانتریفیوژ  15گراد به مدت  درجۀ سانتی 4دماي 

وشوي  شدند. براي اطمینان از استخراج پروتئین شست
آوري  ها را جمع ها سه بار تکرار شد. سپس سوپرناتانت نمونه

دیش ریخته شدند و در این مرحله براي خواندن  و در پتري
براي جداشدن  طیف جذبی پروتئین نمونه جدا شد.

لیتر برداشته و  میلی 20پروتئین، از کل محلول پروتئین 
 280و  650، 620هاي  سازي در طول موج پس از رقیق

ها در دستگاه  کردن نمونه و براي خشکنانومتر خوانده شد 
  شدند. فریزدرایر قرار داده

  
  استخراج با کمک امواج فراصوت 

) به مدت 1:10شده ( گیري در این روش، ابتدا ریزجلبک آب
ثانیه خاموش)  2ثانیه روشن،  2وات ( 400دقیقه با  10

ها جهت جداسازي با  استخراج شد. پس از این مدت نمونه
گراد به  درجۀ سانتی 4دور در دقیقه و در دماي  11200

ریفیوژ شدند. براي اطمینان از استخراج دقیقه سانت 15مدت 
ها سه بار تکرار شد. سپس  وشوي نمونه پروتئین شست

دیش ریخته شدند و  آوري و در پتري ها را جمع سوپرناتانت
در این مرحله براي خواندن طیف جذبی پروتئین نمونه جدا 

 20براي جداشدن پروتئین، از کل محلول پروتئین شد. 
هاي  سازي در طول موج پس از رقیق لیتر برداشته و میلی
کردن  و براي خشکنانومتر خوانده شد  280و  650، 620
   ها در دستگاه فریزدرایر قرار داده شدند. نمونه

  
  سازي دور بالا  تیمار استخراج به کمک همگن

دور  24000شده با  گیري در این روش، ابتدا ریزجلبک آب
دقیقه هموژن گردید.  20در دقیقه و در دماي اتاق به مدت 

دور در  11200ها جهت جداسازي با  پس از این مدت نمونه
دقیقه  15گراد به مدت  درجۀ سانتی 4دقیقه و در دماي 

سانتریفیوژ شدند. براي اطمینان از استخراج پروتئین 
ها  ها سه بار تکرار شد. سپس سوپرناتانت وشوي نمونه شست

ند و در این مرحله دیش ریخته شد آوري و در پتري را جمع
براي  براي خواندن طیف جذبی پروتئین نمونه جدا شد.

لیتر  میلی 20جداشدن پروتئین، از کل محلول پروتئین 
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و  650، 620هاي  سازي در طول موج برداشته و پس از رقیق
ها در  کردن نمونه و براي خشکنانومتر خوانده شد  280

  .)Zhang et al., 2018(دستگاه فریزدرایر قرار داده شدند 
  

  کلروفیلاستخراج 
در این روش از منبع ریزجلبک جدید براي استخراج 

 60کلروفیل استفاده شد. در استخراج با حلال و اتانول 
در آب یا  1:10با نسبت  اسپیرولیناجلبک  درصد پودر ریز

ساعت  24درصد خیسانده شد و سپس به مدت  60اتانول 
درصد  60گراد/اتانول  درجۀ سانتی 50در حلال آب با دماي 

ها جهت جداسازي با  د. پس از این مدت نمونهگذاشته ش
گراد به  درجۀ سانتی 4دور در دقیقه و در دماي  11200

دقیقه سانتریفیوژ شدند. براي اطمینان از استخراج  15مدت 
ها سه بار تکرار شد. سپس  وشوي نمونه کلروفیل شست

دیش ریخته  کرده و در پتري آوري ها را جمع سوپرناتانت
 aمرحله براي خواندن طیف جذبی کلروفیل  شدند و در این

-WTها در آون ( شدن نمونه نمونه جدا شد. براي خشک bو 

bionder 7200 درجۀ  30، ساخت آلمان) در دماي
- گراد قرار داده شد. در روش استخراج تیمار انجماد سانتی 

 1:10با نسبت  اسپیرولیناجلبک  انجمادزدایی، ابتدا پودر ریز
درجۀ  - 20رصد خیسانده و در دماي د 60در اتانول 

ساعت  2ساعت منجمد و  4گراد به مدت  سانتی
دفعه انجام شد و سایر  4انجمادزدایی شدند. این سیکل 

مراحل طبق تیمارهاي ذکرشده انجام شد. همچنین در 
ها به  روش استخراج با کمک امواج فراصوت، ابتدا نمونه

ثانیه  2 ثانیه روشن، 2وات ( 400دقیقه با  10مدت 
خاموش) تحت امواج فراصوت قرار گرفتند. در استخراج به 

دور در  24000ها با  سازي دور بالا نیز نمونه کمک همگن
دقیقه هموژن شدند  20دقیقه و در دماي اتاق به مدت 

)Zhang et al., 2018(.  
  

  گیري میزان کلروفیل اندازه
شده در   برداشته گیري میزان کلروفیل، نمونۀ  براي اندازه

نانومتر با  666و  664، 653، 652، 649هاي   موج طول 
 Barkallah()، 1استفاده از اسپکتوفتومتر قرائت شد (رابطۀ 

et al., 2017(.  
 
  
  

  )1رابطۀ (
653A  ×340/7 - 666  × A65/15 =(گرم/لیتر) میزان کلروفیل  (میلیa(  
666A  ×21/11  - 653 × A 05/27 =(گرم/لیتر) میزان کلروفیل (میلیb(  

  گرم/لیتر) میزان کلروفیل کل (میلی= )a(میزان کلروفیل)+b(میزان کلروفیل
  

  میزان پروتئین محلول
براي تشخیص گیري میزان پروتئین محلول، روشی  اندازه
در نمونه است. در حضور پپتیدها، پیوندهاي پپتیدي  وجود
  موجب تشکیل یک ترکیب کمپلکس بنفش) IIمس ( یون

 ,.Balti et al( شود میقلیایی  رنگ در محلول ارغوانی- 
شده در هر نمونه به  میزان پروتئین محلول استخراج .)2021

گیري شد. میزان جذب در طول  کمک روش بیورت اندازه
شده و به کمک منحنی استاندارد  نانومتر خوانده 540موج 

  .)Gornall et al., 1949(محاسبه گردید 
  

  گیري میزان فیکوسیانین در نمونۀ استخراجی اندازه
  شده در طول گیري میزان فیکوسیانین، نمونۀ برداشته اندازه
وفتومتر میزان رنانومتر با اسپکت 280و  650، 620  موج

. )Tavanandi et al., 2018(ها قرائت گردید  جذب نمونه
نانومتر  620بیشترین جذب در فیکوسیانین در طول موج 

  ).2(رابطۀ  ودب
 )2رابطۀ (

  شده گرم) میزان فیکوسیانین استخراج =(میلی 
)38/7) / (650A) × (7/0 ( - )620A(  

  
  گیري ترکیب اسیدآمینه اندازه
 10کرده سپس  از نمونه را به دقت وزن 4/0 -  2/0ابتدا 
خوبی  شده و به مولار اضافه 6کلریدریک   لیتر اسید میلی

 110(مخلوط) در آون در دماي  نمونههموژن گردید. آنگاه 
ساعت قرار داده شد. پس از  24گراد به مدت  سانتی درجۀ 

اتمام زمان انکوباسیون نمونه در دماي محیط سردشده و 
شده را با  میکرولیتر از محلول صاف 20سپس صاف گردید. 

میکرولیتر از بافر  100کرده و سپس با  گاز ازت خشک
(شامل سدیم استات، استات مس و هگزان سولفانات) 

میکرولیتر از آن  20شد و پس از سانتریفیوژ میزان مخلوط 
، ساخت آمریکا) تزریق HPLC )Perkin-ekmerبه دستگاه 

گردید. جهت سنجش پروفایل اسیدآمینه از روش 
دادن تأثیر هریک از متغیرهاي  براي نشانکه  1ایزوکراتیک

                                                             
1 Isocratic 
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، 2، گلیسین1هاي اسید آسپارتیک کروماتوگرافی، اسید آمینه
، 5، آرژنین، والین، متیونین، ترئونین4لیزین، 3هیستیدین
عنوان املاح  به 8و تیروزین 7، اسپارژین6پرولین هیدروکسی

اي از  طیف گسترده  هاي آمینه نمونه انتخاب شدند. این اسید
دهندة  دهد و آنها نشان گریزي را پوشش می متغیرها و آب

هاي جانبی هستند. محلول آبی استات مس،  انواع زنجیره
با  عنوان فاز متحرك دررابطه کیل سولفانات و بافر استات بهآل

 & Levin(ستون فاز معکوس مدل استفاده شد 
Grushka, 1985; Tavanandi et al., 2018(.  

  
  وتحلیل آماري  تجزیه

شده در قالب طرح  هاي انجام آمده از آزمایش دست نتایج به
طرفه  کاملا تصادفی به کمک آزمون تجزیۀ واریانس یک

وتحلیل شدند. جهت مقایسۀ میانگین از آزمون دانکن  تجزیه
به کمک درصد استفاده شد. نتایج  95در سطح اطمینان 

  وتحلیل قرار گرفت. مورد تجزیه 22نسخۀ  SPSSافزار  نرم
  

  نتایج و بحث
  شده در روش پیوسته و مجزا میزان کلروفیل استخراج

از دو دسته تیمارهاي شیمیایی و مکانیکی براي استخراج 

                                                             
1 Aspartate 
2 Glycine  
3 Histidine 
4 Lysine 
5 Threonine 
6 Hydroxyproline  
7 Aspargine 
8 Tyrosine 

سلولی استفاده شد. در روش پیوسته، طبق  ترکیبات درون
شده در بین تیمارها اختلاف  نتایج مقدار کلروفیل استخراج

ترتیب تیمار  تیمارها بهداري وجود داشت. در بین  معنی
ترین                                         انجمادزدایی بالا-درصد و تیمار انجماد 60اتانول 

. در )>05/0P( میزان استخراج کلروفیل را نشان دادند
، بیشترین مقدار کلروفیل )1( جدولروش پیوسته طبق 

)a( داري وجود  ن تیمارها اختلاف معنیشده و بی استخراج
درصد بالاترین مقدار این نوع  60داشت و در تیمار اتانول 

شده  استخراج )b(کلروفیل استخراج شد. مقدار کلروفیل 
داري  نیز در روش پیوسته در بین تیمارها اختلاف معنی

وجود داشت. بیشترین مقدار این نوع کلروفیل نیز در تیمار 
 جدولدرصد بود. همچنین طبق نتایج  60حلال اتانول 

شده در روش مجزا در  ، مقدار کلروفیل کل استخراج)1(
انجمادزدایی، امواج فراصوت، -ادبین تیمارهاي انجم

داري وجود نداشت. در مقایسۀ  سازي اختلاف معنی همگن
درصد  60اتانول  بین تیمارها مقدار کلروفیل کل در تیمار

سازي کمترین  بیشترین و در تیمارهاي فراصوت و همگن
  .)P>05/0( مقدار بود

   شده استخراج کلروفیل میزان - 1جدول 
  )b(کلروفیل   )a( کلروفیل  کلروفیل کل  تیمار

روش پیوسته 
 گرم/لیتر) (میلی

  c00/0±31/51  c03/0±75/20  c00/0±52/30 حمام آبی
  a50/0±81/63  a00/0±75/26  a00/0±55/37  درصد 60اتانول 

  b29/0±59/58  b04/0±77/22  b06/0±61/35 انجمادزدایی-انجماد
  e04/0±13/32  e00/0±45/10  e20/0±76/21  امواج فراصوت
  d00/0±45/36  d00/0±52/9  d00/0±93/26  هموژنیزاسیون

روش مجزا 
 گرم/لیتر) (میلی

 b05/1±65/27 b06/0±44/15 b42/1±21/12 حمام آبی

 a01/0±21/42 a01/0±25/27 a00/0±97/14 درصد 60اتانول 

 c06/0±81/17 14/0±73/13 c00/0±15/4 انجمادزدایی-انجماد

 c95/1±51/18 c00/0±33/14  c28/0 ±18/4 امواج فراصوت

 c01/0±37/19 b00/0±59/15 c00/0±78/3 هموژنیزاسیون

   .باشند یم یارمع  انحراف ± دو تکرار یانگینم اعداد
   باشد. یم یمارهات ینب) P>05/0( يدار یتفاوت معن ةدهند نشان یفدر هر ردحروف متفاوت 
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سبزرنگ و لیپیدي هستند که هاي  ها رنگدانه کلروفیل
ها، گیاهان عالی و سیانوباکترها یافت  در تمام جلبک

دهند. کلروفیل یک مشتق  شوند که فتوسنتز را انجام می می
رو، یک  عنوان اتم مرکزي دارد و ازاین با منیزیم به 1پورفیرین

ها و در  رنگ پیچیدة فلزي است. کلروفیل در کلروپلاست
اهان وجود دارد. کلروفیل موجود هاي سبز گی تمام قسمت

، 2در غذاهاي گیاهی با مصرف انسان به فئوفیتین
 PÜNtener(شوند  تبدیل می 4و فئوفوربید 3پیروفئوفیتین

& Schlesinger, 2000( براي استخراج کلروفیل از .
از دو دسته تیمارهاي شیمیایی  اسپیرولیناجلبک  ریز

- (خیساندن در آب و اتانول) و تیمارهاي مکانیکی (انجماد
سازي) استفاده شد و  انجمادزدایی، امواج فراصوت و همگن

هرکدام به دو روش مجزا و پیوسته انجام شدند. مقایسۀ بین 
تیمار شیمیایی (خیساندن در آب و اتانول) و تیمارهاي 

مادزدایی، امواج فراصت و انج-مکانیکی (انجماد
 60اتانول (سازي) نشان داد که تیمار شیمیایی  همگن
عملکرد بهتري در استخراج کلروفیل کل و کلروفیل  )درصد

)a  وbموضوع  ) در دو روش پیوسته و مجزا دارد. این
بودن کلروفیل در اتانول و خروج  دلیل محلول تواند به می

اتانول مستقیم و در طول بهتر با خیساندن در اتانول باشد. 
ها نشان دادند که  زمان باعث خروج کلروفیل شد. مطالعه

توجهی  طور قابل شکستگی دیوارة سلولی قبل از استخراج به
خود  نوبۀ دهد که به سطح کلی مواد خام را افزایش می

 & Tavanandi(شود  منجربه بازده استخراج بالاتر می
Raghavarao, 2019( در روش مجزا طبق نتایج آنالیز .

آماري مقدار کلروفیل کل نشان داد که بیشترین مقدار 
درصد بود.  60اتانول  شده در تیمار کلروفیل کل استخراج

ها محلول در چربی بوده و  جلبک دلیل اینکه کلروفیل ریز به
هاي آلی مانند اتانول، متانول و استون بهتر استخراج  با حلال

حلال آلی ازطریق غشاي  .)Zhao et al., 2018(شود  می
سلولی به داخل سلول نفوذ پیدا نموده و لیپیدها و 

هاي غشاهاي کلروپلاست را حل کرده و خروج  لیپوپروتئین
 ,.Tavanandi et al(کند  کلروفیل را تسهیل و آزاد می

درصد، تیمار حمام آبی  60. بعد از تیمار اتانول )2018
روش مجزا شدة کلروفیل کل را در  بیشترین مقدار استخراج

گذاشته  ساعت در حمام آبی 24نشان داد که در مدت زمان 
                                                             
1 Porphyrin 
2 Pheophytin 
3 Pyropheophytin 
4 Pheophorbid 

دلیل خیساندن و زمان بالا سبب جذب آب و  شد و به
سلولی و آزادشدن کلروفیل از دیوارة  بادکردگی بهتر دیوارة 

انجمادزدایی نیز بیشترین مقدار - سلولی شد. تیمار انجماد 
کلروفیل کل را بعد از تیمار اتانول در روش پیوسته نشان 

د ساعت و در زمان انجما 4داد که مدت انجماد به مدت 
سلولی بیشتر و در زمان  تشکیل بلورهاي یخ درون

انجمادزدایی، باعث شکستن دیوارة سلولی و کلروفیل آزاد 
کمترین . )Tavanandi & Raghavarao, 2019(شد 

مقدار کلروفیل کل در تیمار امواج فراصوت بود. امواج 
هاي کوچک یا  فراصوت در هنگام فشار کم چرخه، حفره

ها به حجم  هاي خلأ در مایع ایجاد کرد. این حباب حباب
معین رسیدند و نتوانستند انرژي بیشتري جذب کنند و در 

هاي  که منجربه تشکیل جریان چرخۀ فشار بالا فرو ریختند
هاي آب برخورد کرده و باعث  بسیار قوي شدند و به سلول

خود پوشش سلول را شکستند. ازطرفی  نوبۀ ایجاد تنش و به
دلیل  امواج فراصوت ممکن است به تولید گرما در طی

هاي  به تخریب حرارتی مولکول فرکانس یا دامنۀ بالا منجر
. طبق نتایج )Tavanandi et al., 2018زیستی شود (

دلیل تولید گرما در طول زمان اعمال تیمار  تحقیق حاضر، به
که کلروفیل حساس به  فراصوت و یا دامنۀ بالا و ازآنجایی

گرماست، مقدار کلروفیل کل در این روش کمتر از سایر 
رسد که تیمار اتانول براي  تیمارها بود. اینطور به نظر می

باشد. مقدار  ناسب میاستخراج کلروفیل کل در روش مجزا م
درصد بیشتر از  60) در استخراج با اتانول bو  aکلروفیل (

  سایر تیمارها بود. 
  

  مقدار پروتئین محلول
در روش مجزا  اسپیرولینامقدار پروتئین محلول ریزجلبک 

حمام  تعیین شد. تیمارهاي الف)-1( شکلبین تیمارها در 
سازي مقدار پروتئین محلول  فراصوت و همگنآبی، امواج 

داري وجود نداشت. بیشترین مقدار براي تیمار  اختلاف معنی
درصد  60و کمترین مقدار براي تیمار اتانول  امواج فراصوت

مقدار پروتئین ب) - 1( شکل. مطابق نتایج )P>05/0(بود 
در روش پیوسته بین تیمارها  اسپیرولینامحلول ریزجلبک 

 60تعیین شد و اختلاف چشمگیري بین تیمارهاي اتانول 
انجمادزدایی و همچنین تیمارهاي امواج - درصد و انجماد

سازي وجود نداشت. بیشترین مقدار براي  فراصوت و همگن
- سازي و کمترین مقدار در تیمار انجماد تیمار همگن

  ).P>05/0انجمادزدایی بود (



 216                                                                                                                    2، شماره 11، جلد 1401، سال پژوهش و نوآوري در علوم و صنایع غذایی

    
  شده الف) روش مجزا و ب) پیوسته میزان پروتئین محلول استخراج - 1شکل 

WB ،تیمار حمام آبی :Eth درصد،  60: تیمار اتانولFDانجمادزدایی، -: انجمادUL ،تیمار امواج فراصوت :HOسازي : تیمار همگن  
 

روشن،  صورتی )1PEها ( فیکوآریترین منابع رنگ
آلوفیکوسیانین  و تیره کبالت - آبی   )2PCفیکوسیانین (

)3APCترتیب  جذب به هستند. حداکثر تر روشن ) آبی
نانومتر براي  655- 650و  610-620، 570- 540

فیکوآریترین، فیکوسیانین و آلوفیکوسیانین هستند 
)Tavanandi et al., 2018( .عنوان  به توان فراصوت می از

کرد.  استفاده سلولی اختلال در کارآمد روش یک
 بر مبتنی استخراج هاي روش روي شده انجام هاي مطالعه

شود. دستۀ نخست   بندي طبقه دسته دو تواند به فراصوت می
 براي تنهایی آن فراصوت به در فراصوت که هاي روش

شود و  می استفاده استخراج افزایش و ها سلول در اختلال
 به دستیابی فراصوت براي افزایی که هم هاي ۀ دوم روشدست
 سلولی درنتیجۀ اختلال هاي روش سایر با همراه افزایی هم

درمورد  هایی شود. گزارش می عملکرد استفاده افزایش
به کمک فراصوت وجود دارد. استخراج  استخراج

 ،5ژلیدیم پوسیلوم، 4گراتلوپیا تورتورواز  فیکواریترین
آرتروسپیرا پلاتنسیس  از فنولی ترکیبات پروتئین و فیکوبیلی

 به مربوط هاي گزارش دیگر، گرفت. ازسوي قرار موردبررسی
- سی استخراج استخراج فراصوت براي افزایی هاي هم روش

 است فیکوسیانین کمتر موردمطالعه قرار گرفته
)Tavanandi et al., 2018( . مقدار پروتئین محلول

داده  ننشا )1( شکلدر روش مجزا در  اسپیرولیناریزجلبک 
شد. بیشترین مقدار در تیمار امواج فراصوت بود. نتایج 

 )2018و همکاران ( Zhangتحقیق حاضر مغایر با نتایج 

                                                             
1 Phycoerythrin 
2 Phycocyanin 
3 Allophycocyanin 
4 Grateloupia turuturu 
5 Gelidium pusillum 

درمورد استخراج پروتئین با استفاده از ترکیب تیمارهاي 
خیساندن اتانول، هضم آنزیمی، امواج فراصوت و 

شیمیایی (حمام  سازي بود که نشان دادند تیمارهاي همگن
آبی و اتانول) براي خروج پروتئین محلول بهتر از تیمارهاي 

انجمادزدایی، امواج فراصوت و - مکانیکی (انجماد
مقدار پروتئین محلول ریزجلبک سازي) بود.  همگن

 ب)- 1( شکلدر روش پیوسته بین تیمارها در  اسپیرولینا
- درصد و انجماد 60اتانول  تعیین شد که بین تیمارهاي

سازي  انجمادزدایی و تیمارهاي امواج فراصوت و همگن
دار وجود نداشت. بیشترین مقدار براي تیمار  اختلاف معنی

انجمادزدایی - انجماد سازي و کمترین مقدار در تیمار همگن
). تیمارهاي مکانیکی (امواج فراصوت و P>05/0بود (
سلولی  سازي) در استخراج بهتر عمل نمودند و دیوارة  همگن

  را بهتر شکسته و پروتئین را آزاد کردند. 
هاي مجزا و پیوسته، روش پیوسته  در مقایسۀ بین روش

بوتانول براي جداسازي پروتئین و - شدن ترت با اضافه
دن پروتئین، با سرعت گریزبو خاطر آب ساکارید، به پلی

بوتانول ممکن است - دیگر، ترت بیشتري حذف شد. ازطرف
شده متصل شود و رسوبات مشترکی را  به پروتئین رسوب

بوتانول افزایش -تشکیل دهد، که شناوري آن توسط ترت
هاي آبی شناور  تر در لایۀ بالاي نمک یافت و پروتئین راحت

هاي  از مقایسۀ بین روش. )Zhao et al., 2018(شد 
پیوسته و مجزا در میزان پروتئین محلول، روش پیوسته 

شدن  دلیل اضافه میزان بیشتري را نشان داد و این افزایش به
  بود.درصد به محلول  40بوتانول و سولفات آمونیوم - ترت
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 نانومتر) 800-200هاي مختلف ( اسپکتروم در طول موج
هاي مختلف  نتایج اسپکتروم کامل جذب در طول موج

شده با تیمارهاي شیمیایی و فیزیکی در  هاي استخراج نمونه
نشان داده شده است. طبق نتایج  )2( شکلروش مجزا در 

 ییبالا يکرد که محتوا دییتأ بنفش مادون ۀاشع یجذب فیط
 280- 220جذب در طول موج  کی(پ دهایها/پپت نیاز پروتئ

 ندداشت دوجو زیها ن رنگدانه ینانومتر) وجود دارد، البته برخ
 640 ای 410جذب در طول موج  کیپ ن،یلوتئ ای لی(کلروف
  .)نانومتر

  

  
 نانومتر) 800-200هاي مختلف ( اسپکتروم در طول موج -2شکل 

WB ،تیمار حمام آبی :Eth درصد،  60: تیمار اتانولFDانجماد :  
  سازي : تیمار همگنHO: تیمار امواج فراصوت، ULانجمادزدایی، - 
 

هاي  طورکلی پیک وجود پروتئین در سوپرناتانت به
  آمده از استخراج، تیمارهاي مکانیکی (انجماد دست به
از سازي و امواج فراصوت)، بهتر  انجمادزدایی، همگن- 

درصد) بود. در  60تیمارهاي شیمیایی (حمام آبی و اتانول 
انجمادزدایی، امواج - هاي انجماد تیمار مکانیکی، تیمار

موج   سازي بیشترین پیک جذب در طول فراصوت، همگن
نانومتر بود و همچنین پیک جذب امواج  220- 280

ها  دلیل وجود رنگدانه نانومتر به 380موج  در طول  فراصوت
  تئین وجود داشت.و پرو

درصد) بیشترین  60تیمار شیمیایی (حمام آبی و اتانول 
نانومتر را داشت.  220- 280موج   پیک جذب در طول

سازي، حمام آبی و اتانول  تیمارهاي امواج فراصوت، همگن
نانومتر داراي پیک  640- 410موج  درصد در طول  60

و همکاران  Zhangجذب بودند. این نتایج همسو با نتایج 
نانومتر  200- 800درمورد بررسی طیف جذبی از  )2018(

کلرلا فعال از ریزجلبک  در استخراج ترکیبات زیست
بود. این محققان نشان دادند در استخراج  پیرونوئیدوزا

پروتئین با تیمارهاي مکانیکی، شیمیایی و آنزیمی بیشترین 
- 220طیف جذبی حضور پروتئین و پپتید در طول موج 

مقطر  و آبشده در اتانول  ارهاي خیساندهنانومتر در تیم 280
هاي جذب  پیک 410و  640هاي  بود. آنها نیز در طول موج

 Zhang et(که نشان از وجود رنگدانه بود را مشاهده کردند 
al., 2018( همچنین نتایج تحقیق حاضر همسو با مطالعۀ .

Kannaujiya ) طیف جذب فیکوسیانین  )2019و همکاران
)A) و فیکواریترین (Bو  1نوستوكشده از گونۀ  ) استخراج

، که پیک جذب براي فیکوسیانین در طول موج 2آنابائنا
 570- 540نانومتر و فیکواریترین در طول موج  610-620

نانومتر است. همچنین پیک جذب در این روش در طول 
دلیل حضور فیکوسیانین  نانومتر بود که به 610موج 

طور  به فراصوت ماریت شیرسد پ ینظرم بهباشد.  می
بازده  سببکه  داد شیافزاتوده را  ستیسطح ز یتوجه قابل

 ,Tavanandi & Raghavarao( شود یاستخراج بالاتر م
2019(.  

  
در روش مجزا و  اسپیرولیناآمینۀ ریزجلبک  ترکیب اسید

  پیوسته
ها را  اسیدهاي آمینه زیرواحدهایی هستند که پروتئین

اي یک پروتئین براساس  سازند و بنابراین کیفیت تغذیه می
بودن این ترکیبات آلی تعیین  محتوا، نسبت و دردسترس

) ترکیب اسیدآمینۀ ضروري 2( جدولشود. مطابق نتایج  می
  در تیمارهاي انجماد یرولینااسپو غیرضروري ریزجلبک 

انجمادزدایی و امواج فراصوت را نشان داده است. بیشترین - 
انجمادزدایی - مقدار اسیدآمینۀ غیرضروري در تیمار انجماد

گرم بر گرم)،  میلی 12/57( 3ترتیب در اسید گلوتامیک به
 97/20( 5)، آرژنینبر گرم گرم یلیم 37/24( 4آلانین

بر  گرم یلیم 26/20( 6اسید آسپارتیک ) و بر گرم گرم یلیم
) بود. در تیمار امواج فراصوت اسیدآمینۀ غیرضروري گرم

 76/54اسید گلوتامیک ( ترتیب در  بیشترین مقدار به
بر  گرم یلیم 03/26اسید آسپارتیک ( )، بر گرم گرم یلیم

) و آرژنین بر گرم گرم یلیم 04/22( 7)، گلیسینگرم
  بود. )بر گرم گرم یلیم 49/21(

                                                             
1 Nostoc sp. 
2 Anabaena 
3 Glutamic acid 
4 Alanine 
5 Arginine 
6 Aspartic acid 
7 Glysine 
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  آمینۀ ضروري در تیمار انجماد بیشترین مقدار اسید
بر  گرم یلیم 75/27( 1ترتیب در لوسین انجمادزدایی به- 

 3)، تریپتوفانبر گرم گرم یلیم 77/15( 2)، والینگرم
بر  گرم یلیم 99/11( 4) و لیزینبر گرم گرم یلیم 01/12(

) بود. مقدار اسیدآمینۀ ضروري در تیمار امواج فراصوت گرم
)، تریپتوفان بر گرم گرم یلیم 47/24ترتیب در لوسین ( به
) بر گرم گرم یلیم 04/11)، والین (بر گرم گرم یلیم 55/12(

  ) بود.بر گرم گرم یلیم 22/9و لیزین (
  

در روش  اسپیرولیناآمینۀ ریزجلبک  میزان اسید -2جدول 
  گرم/گرم نمونه) مجزا (میلی

  اسیدآمینه
 تیمار

 امواج فراصوت
-انجماد

 انجمادزدایی

  26/20  03/26  اسید آسپارتیک
  12/57  76/54 اسید گلوتامیک

  56/17  04/22 گلیسین
  52/14  19/16 پرولین

  13/1  84/1 سیستئین
  01/12  55/12 تیروزین
  37/24  37/19 آلانین
  97/20  49/21  آرژنین
  49/14  61/14 سرین

مجموع اسیدآمینۀ 
 غیرضروري

88/188  33/182  

  39/9  50/6  آلانین فنیل
  23/3  71/1  متیونین
  37/6  35/7  ترئونین
  77/15  04/11  والین

  35/9  21/7  ایزولوسین
  75/27  47/24  لوسین
  99/11  22/9  لیزین

  00/3  55/1  هیستیدین
  01/12  55/12  تریپتوفان

اسیدآمینۀ مجموع 
  76/98  6/81  ضروري

  

                                                             
1 Leucine 
2 Valine 
3 Tryptophan 
4 Lysine 

مرغ نشان  و تخم اسپیرولینامقایسۀ بین اسیدآمینۀ 
و  5داد که اسیدآمینۀ ضروري لوسین، آرژنین، ترئونین

مرغ است. در بین اسیدهاي  تریپتوفان بیشتر از تخم
آمینۀ غیرضروري بیشترین مقدار آسپارتیک اسید، 

 ,.Lupatini et al(بود  6و تیروزین گلیسینآلانین، 

خواص  )2021و همکاران ( Aljobair  . در مطالعۀ)2017
هاي حسی  فیزیکوشیمیایی، ارزش غذایی و ویژگی

نشان دادند  اسپیرولینانوشیدنی با استفاده از پورة خرما و 
حاوي  اسپیرولینادرصد  10شده با  که شهدهاي غنی

سطوح بالایی از اسیدهاي آمینۀ ضروري هستند. افزودن 
توجهی سطح اسیدآمینۀ ضروري  طور قابل به اسپیرولینا

طورکلی، افزایش در غلظت  شهد خرما را افزایش داد. به
درصد  10دنبال افزودن  اسیدآمینۀ ضروري شهد خرما به

دلیل برخورداري کمیت و کیفیت  تواند به می اسپیرولینا
در مقایسه با پروتئین خرما  اسپیرولینابالاي پروتئین 

حاوي سطوح بالایی از کل اسیدهاي  اسپیرولیناباشد. 
  درصد) است. 54/61آمینۀ غیرضروري (

اسپیرولینا هاي متعددي نشان داده است که  مطالعه
اي آمینۀ ضروري نسبت به حاوي اسیده پلاتنسیس

تواند با  است که می FAOشده توسط  مقادیر توصیه
مرغ یا شیر و  استانداردهاي پروتئینی مانند گوشت، تخم

ها مقایسه  هاي سبزي با کیفیت برتر در مقایسه با پروتئین
و  Bashir. مطالعۀ )Lupatini et al., 2017(شود 

هاي عملکردي و مشخصات  ویژگی )2016همکاران (
 رااسپیرولینا پلاتنسیس هاي پروتئینی  اسیدآمینۀ ایزوله

نشان دادند که در اسیدهاي آمینۀ ضروري موجود در 
؛ لوسین به نسبت زیاد اسپیرولیناهاي پروتئین  ایزوله

گرم در  72/4گرم) و سپس والین ( 100گرم در  81/6(
ار تریپتوفان در که کمترین مقد حالی گرم) و در 100

مشاهده شد.  اسپیرولیناهاي پروتئین  ایزوله
گرم) و والین  100گرم در  17/6ترتیب، لوسین ( همین به
گرم) اسیدهاي آمینۀ ضروري اصلی  100گرم در  21/4(

بودند. سهم کل اسیدآمینۀ ضروري در  اسپیرولینادر 
گرم)  100گرم در  1/31( اسپیرولیناهاي پروتئین  ایزوله

گرم)  100گرم در  75/27( اسپیرولینانسبت پروتئین  به

                                                             
5 Threonine 
6 Tyrosine 
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 اسپیرولینازیاد بود. نتایج اسیدهاي آمینۀ غیرضروري در 
نشان داد اسید  اسپیرولیناهاي پروتئین  و ایزوله

 100گرم در  75/9عنوان اسیدآمینۀ اصلی ( گلوتامیک به
گرم)  100گرم در  14/7گرم) و سپس اسید آسپارتیک (

گرم در  72/20( 1که کمترین مقدار سیستئین و درحالی
طور مشابه، اسید گلوتامیک  گرم) مشاهده شد. به 100

گرم  31/6گرم) و اسید آسپارتیک ( 100گرم در  47/8(
توجهی بودند. نتایج نشان داد  گرم) مقادیر قابل 100در 

منبع  اسپیرولیناو پروتئین  اسپیرولیناکه هر دو ایزولۀ 
، لیزین، اسید 2خوبی از لوسین، والین، ایزولوسین

گلوتامیک، اسید آسپارتیک، آلانین و آرژنین هستند. 
ترین منبع  با رایج اسپیرولیناو آلانین در  3سطوح متیونین

  وتئین گیاهی یعنی سویا به نسبت بالاست.پر
  

  شده میزان فیکوسیانین استخراج
شده در دو روش مجزا و  مقدار فیکوسیانین استخراج

نشان داده شده است. در روش  )3( شکلپیوسته در 
شده در بین تیمارها  مجزا میزان فیکوسیانین استخراج

سازي اختلاف  جزء تیمار امواج فراصوت و همگن به
ترتیب امواج  داري وجود داشت. در بین تیمارها به معنی

بالاترین  انجمادزدایی-سازي و انجماد فراصوت، همگن
دادند  شده را نشان میزان فیکوسیانین استخراج

)05/0<P(.  
مقایسۀ بین تیمارهاي شیمیایی و مکانیکی نشان داد 

شده با استفاده  که بیشترین مقدار فیکوسیانین استخراج
از تیمارهاي مکانیکی بود. مقایسۀ تیمارها نشان داد که 
تیمارهاي مکانیکی در شکست دیواره مؤثرتر از خیساندن 

وانست آبی عمل نمودند. امواج فراصوت ت در حلال 
هاي سلولی را در دماهاي پایین تخریب کند و  دیواره

شدن حرارتی ترکیبات پروتئین و  درنتیجه باعث دناتوره
 ,Dianursanti & Hafidzah(ها شد  کاهش رنگدانه

2021(.  
 ییانجمادزدا-استخراج در روش انجماد ایندفر

به خواص  یینپا يساده است و استفاده از دماها اینديفر
روش  ینحال، ا ین. باازند ینم یبآس ین و رنگدانهپروتئ

                                                             
1 Cysteine 
2 Isoleucine 
3 Methionine 

 يبرا یضعف است که به زمان طولان ۀنقط یک يدارا
 یجبا نتا نتایج تحقیق حاضردارد.  یازاستخراج ن ایندفر
)Zhang et al., 2018(  آنها بازده  ۀبود، در مطالعمغایر

با  کلرلا پیرونوئیدوزایزجلبک از ر فیکوسیانیناستخراج 
 يها حاصل از روش یجبهتر از نتا ،استفاده از حلال

و همکاران  Saefurahmanۀ بود. در مطالعمکانیکی 
استخراج  يبرا ییانجمادزدا-انجماد  از روش )2021(
فیکوسیانین زان یم و کردنداستفاده  یکوسیانینف

و دست آوردند  ه) بیتر/لگرم یلی(م 02/0را شده  استخراج
در انجمادزدایی -یمار انجمادت یجمقدار کمتر از نتا ینا
یمارهاي ت یزنپیوسته در روش  روش بود. ینا

اختلاف  یکدیگربا سازي و امواج فراصوت  همگن
. بیشترین میزان فیکوسیانین نداشتند يدار یمعن

ترتیب در تیمارهاي امواج فراصوت،  شده به استخراج
بود. مقایسۀ بین انجمادزدایی -سازي و انجماد همگن

دهد که روش مجزا میزان  روش مجزا و پیوسته نشان می
 فیکوسیانینمقدار فیکوسیانین نسبتا بالاتري داشت. 

 21/0 سازي یمارهاي فرصاوت و همگنشده در ت استخراج
از مقدار  کمترمقدار  و اینبود  لیتر یلی/مگرم یلیم
و  Balti ۀمطالع گرم/لیتر) در 78/11(آمده  دست هب

 شده، هاي انجام مطالعهبود. طبق  )2021همکاران (
استخراج  یشفراصوت باعث افزاامواج  یماراستفاده از ت

مثبت  یرتأث ها همطالع ینشود. ا یمین و رنگدانه پروتئ
 پروتئینفراصوت را بر بازده استخراج  يزمان و انرژ

 . در)Boukhari et al., 2018( نشان دادند یابیباز
زمان فراصوت  یرثأت )2021و همکاران ( Maaliۀ مطالع

 یرولینااسپ یزجلبکاز ر ها پروتئین یکوبیلیبر استخراج ف
یقه استفاده از امواج فراصوت را بیان دق 3 زمان طی

شده  هاي استخراج پروتئین یکوبیلیفکردند و میزان 
یکوسیانین فمیزان /گرم و گرم یلیم 84/114

  دست آوردند. ه/گرم بگرم یلیم 69/79شده  استخراج
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 الف) مجزا و ب) پیوسته روش به شده استخراج فیکوسیانین میزان - 3شکل 

WB ،تیمار حمام آبی :Eth درصد،  60: تیمار اتانولFDانجمادزدایی، -: انجمادUL ،تیمار امواج فراصوت :HO سازي همگن: تیمار  
  

  گیري نتیجه
در این تحقیق استخراج کلروفیل و پروتئین از ریزجلبک 

با دو روش مجزا و پیوسته که هرکدام با  اسپیرولینا
  سازي و انجماد تیمارهاي مکانیکی (امواج فراصوت، همگن

 60انجمادزدایی) و تیمار شیمیایی (حمام آبی و اتانول -
درصد) انجام شد. مقایسۀ بین تیمارهاي مکانیکی و 

نشان داد که تیمارهاي مکانیکی بهتر از شیمیایی 
سلولی را شکسته و ترکیبات را  تیمارهاي شیمیایی دیوارة 

 60آزادسازي کرده است. در بین تیمارها، تیمار اتانول 
استخراج کلروفیل در دو روش مجزا و پیوسته  درصد براي

بازده بالاتري را نشان داد و روش پیوسته با تیمار اتانول 
درصد بالاترین بازده براي کلروفیل را داشته است.  60

تري  براي استخراج پروتئین تیمار مکانیکی روش مناسب
بود. در بین تیمارها، استفاده از امواج فراصوت و 

ور بالا بیشترین بازده پروتئین را نشان سازي در د همگن
ها ازنظر اقتصادي  دادند. بنابراین با بررسی کل داده

 اسپیرولینافعال از ریزجلبک  استخراج ترکیبات زیست
  صورت پیوسته بهتر است. به
  

  تشکر و قدردانی
این مطالعه حاصل پروژة تحقیقاتی با استفاده از اعتبار 

کشاورزي و منابع طبیعی پژوهشی (گرنت) دانشگاه علوم 
است و از همکاري صمیمانۀ آزمایشگاه شیمی فراوري 
محصولات شیلاتی که در مراحل انجام پروژه ما را یاري 

 آید. نمودند، قدردانی به عمل می
  

  مشارکت نویسندگان
وتحلیل و تفسیر  آوري داده، تجزیه : جمعاورجه ساناز
نویس مقاله، بازبینی و اصلاح مقاله؛  ها، نوشتن پیش داده

: ارائۀ ایدة پژوهشی و طراحی مطالعه، پورعاشوري پرستو
 بهارهها، تأیید نسخۀ نهایی؛  وتحلیل و تفسیر داده تجزیه

ها، نظارت بر  وتحلیل و تفسیر داده : تجزیهشعبانپور
  ها. : آنالیز دادهحسینی دولیسیمطالعه؛ 
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Abstract  
Spirulina is blue-green microalgae as an excellent source of protein and natural food colors such as 
phycobiliproteins, chlorophylls. So, extraction of these bioactive compounds is important. In this 
study, the mechanical treatments (freeze-defreeze, homogenization, ultrasonic), and chemical 
treatment (soaking in ethanol and water) were performed and extraction and separation of protein and 
chlorophyll from Spirulina microalgae were done in the separate and continuous way of Spirulina 
mass. The yield of extracted chlorophyll and protein, the absorption spectrum of the samples (200-800 
nm), and the amino acid profile of the extracted proteins by the selected treatments were tested. 
According to the results, the extraction yield of chlorophyll in a continuous way was higher than in a 
separate method, and extraction with ethanol in both separate and continuous ways was a suitable 
solvent and showed higher efficiency (P<0.05). The freeze-defreeze cycle was also effective in 
chlorophyll extraction. The protein extraction, homogenization, and ultrasound treatments were acted 
more appropriately to mechanically break down cell walls and increased extraction efficiency 
(P<0.05). In the same conditions, the continuous way of extracting chlorophyll and protein showed 
higher efficiency than the separate way, and homogenization and ultrasound are recommended and 
ethanol was suitable solvent in chlorophyll extraction and the freeze-defreeze treatment was 
appropriate at split the cell wall. 
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