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1- کلیات

1-1- اهمیت استفاد ه از ترکیبات باارزش به ویژه رنگ های طبیعی از جلبک ها د ر د نیا و کشور 

د.ر.حال.حاضر.با.توجه.به.چالش.های.جهانی.چون.تغییرات.آب.و.هوایی.و.گرم.شد.ن.کره.زمین.و.کاهش.

منابع.آب.شیرین.و.خشک.و.شور.شد.ن.اراضی.قابل.کشت.و.با.توجه.به.افزایش.رو.به.رشد..جمعیت.کره.زمین.

و.افزایش.تقاضای.جهانی.برای.مواد..غذایی.و.نظر.به.محد.ود.یت.های.محیط.طبیعی،.کشاورزی.سنتی.به.تنهایی.

تامین.نماید...به.همین.د.لیل.طراحی.سیستم.های.کشت.میکروارگانیسم.های.فتوسنتز. نیازها.را. نمی.تواند..این.

کنند.ه.د.ر.جهان.از.سال.1950.آغاز.شد.ه.و.د.ر.سی.سال.اخیر.کشت.تجاری.ریزجلبک.ها.به.ویژه.اسپیرولینا.

برای.غذای.سالم،.د.ر.کشورهای.مختلف.جهان.انجام.می.شود..و.تولید..محصولات.باارزش.فراوان.و.متنوع.

از.ریزجلبک.ها.به.سرعت.د.ر.حال.افزایش.می.باشد )Enzing et al., 2014(..د.ر.سال.های.اخیر.آبزی.پروری،.

توسعه.کشت.جلبک.ها.و.تولید..ترکیبات.باارزش.از.جلبک.ها.مورد..توجه.ویژه.قرار.گرفته.است..تولید..بالا.و.

پایین.بود.ن.ضایعات.د.ر.فرآیند..تولید..از.مزایای.آبزی.پروری.و.کشت.ریزجلبک.ها.می.باشد...این.خصوصیات.

بخش. د.ر. تولید.. فرآیند.های. سایر. با. مقایسه. د.ر. ریزجلبک. تولید.. و. کشت. سیستم.های. بازد.هی. و. بهره.وری.

کشاورزی.به.مراتب.بالاتر.می.برد...از.مزایای.د.یگر.این.سیستم.ها.امکان.رشد..جلبک.د.ر.مناطق.نامناسب.یا.با.

برای. بهینه. انتخاب.شرایط. برای.بخش.کشاورزی.است..مع.الوصف. از.آب.های.غیرمتعارف.)شور(. استفاد.ه.

تولید..محصول.با.کمترین.هزینه.و.د.ر.کمترین.زمان.مهم.ترین.چالش.د.ر.کشت.صنعتی.ریزجلبک.ها.می.باشد..

اسپیرولینا.یک.جلبک.نواری.از.گروه.سیانوباکترها.یا.جلبک.های.سبزآبی.است.که.د.ر.آب.شور.رشد..

..).Sharma et al., 2014( می.باشد. رشد.. به. قاد.ر. لیتر. د.ر. گرم. .5/17 تا. شوری. د.ر. آن. از. گونه.ای. و. می.کند..

جلبک.های.سبزآبی.از.حد.ود..300.میلیون.سال.قبل.برروی.زمین.می.زیسته.اند..و.از.د.ه.ها.هزار.سال.قبل.توسط.

مرد.م.بومی.اطراف.د.ریاچه.های.شور.مکزیک.و.آفریقا.به.عنوان.یک.ماد.ه.غذایی.و.منبع.پروتئین.مورد..استفاد.ه.

قرار.می.گرفته.اند...د.ر.پی.افزایش.بی.رویه.جمعیت.جهان.و.کمبود..مواد..غذایی.سازمان.ملل.د.ر.بیانیه.ای.د.ر.سال.

1980.جلبک.اسپیرولینا.را.به.عنوان.غذای.آیند.ه.معرفی.نمود...د.ر.حال.حاضر.نیز.از.این.جلبک.به.عنوان.ماد.ه.

غذایی.فضانورد.ان.استفاد.ه.می.شود...اگرچه.تولید..این.جلبک.د.ر.2013.د.ه.هزار.تن.می.باشد..ولی.نیاز.جهانی.با.
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توجه.به.مقد.ار.توصیه.شد.ه.سه.گرم.د.ر.روز.تنها.200.میلیون.تن.برای.کود.کان.جهان.مورد..نیاز.می.باشد...د.ر.

حال.حاضر.شرکت.های.بزرگی.د.ر.کاناد.ا،.ژاپن.و.آلمان.به.تولید..این.جلبک.به.منظور.استفاد.ه.به.عنوان.مکمل.

.).Enzing et al., 2014(.غذایی.و.نیز.رنگ.مباد.رت.می.ورزند

اسپیرولینا.منبع.غنی.از.پروتئین.سریع.الهضم.تا.60.د.رصد..ماد.ه.خشک.حاوی.18.اسید..آمینه.ضروری.و.

غیرضروری.)د.ر.مقایسه.با.5.د.رصد..پروتئین.د.ر.کنجاله.سویا،.3.د.رصد..د.ر.شیر،.23.د.رصد..د.ر.پنیر.و.18.د.رصد..

د.ر.گوشت(.است.به.عنوان.یک.منبع.پروتئینی.با.چربی.کم،.کالری.کم.و.بد.ون.کلسترول.محسوب.می.شود...

رنگ.تیره.این.جلبک.به.خاطر.وجود..مقاد.یر.بالا.انواع.ترکیبات.آنتی.اکسید.ان.و.رنگدانه.های.نظیر.فیکوسیانین.

.).Kamble et al., 2013(.بتاکاروتن،.لوتئین.و.زئاگزانتین.می.باشد.،)14-7.د.رصد..ماد.ه.خشک(

د.ر.بیش.از.40.کشور.د.نیا،.بیومس.اسپیرولینا.به.صورت.قرص،.کپسول.یا.پود.ر.د.ر.اختیار.مرد.م.قرار.می.گیرد..و.

مصرف.مستقیم.پود.ر.این.جلبک.به.صورت.قرص.و.د.اروی.انرژی.زا.به.عنوان.مکمل.غذایی.کود.کان،.سالمند.ان،.

ورزشکاران.و.خانم.های.بارد.ار.توصیه.می.شود...از.اواخر.1970.به.بعد..بعنوان.مکمل.غذایی.د.ر.ژاپن.و.پس.از.

آن.د.ر.آمریکا.مورد..مصرف.قرار.گرفت.و.تا.به.امروز.هیچ.گونه.آثار.سمی.و.عوارض.برای.انسان.مشاهد.ه.نشد.ه.

است..اسپیرولینا.به.واسطه.مقاد.یر.بالای.آنتی.اکسید.ان،.تقویت.سیستم.ایمنی.و.پیشگیری.از.انواع.سرطان،.بهبود..

بیماری.های.آلزایمر.و.پارکینسون.و.خاصیت.ضد.التهابی.د.ر.تهیه.د.اروها.بکار.می.رود...همچنین.مصرف.مستقیم.

اسپیرولینا.)غنی.شد.ه.از.کاروتنوئید.ها(.به.عنوان.غذای.ماهی.و.میگو.بسیار.متد.اول.است..عصاره.اسپیرولینا.و.

رنگ.فیکوسیانین.به.عنوان.رنگ.طبیعی.د.ر.صنایع.غذایی.)بستنی،.پاستا،.بیسکویت،.اسنک،.آبمیوه.و....(.و.

صنایع.آرایشی.بکار.می.رود..

 .

1-2- اهمیت و ضرورت کشت ریزجلبک اسپیرولینا برای فرآوری رنگ طبیعی فیکوسیانین

افزایش.تقاضای.جهانی.برای.مواد..غذایی.و.نظر.به.محد.ود.یت.های.بخش.کشاورزی،.توسعه.کشت. با.

جلبک.ها.و.تولید..ترکیبات.با.ارزش.از.آن.ها.د.ر.سال.های.اخیر.مورد..توجه.ویژه.قرار.گرفته.است..رنگدانه.

فیکوسیانین.)آبی.د.رخشان(.با.خواص.فلورسنت.و.آنتی.اکسید.انی.از.جلبک.های.سبزآبی.به.ویژه.اسپیرولینا.

)Spirulina(.بد.ست.می.آید..و.د.ر.سطح.وسیعی.د.ر.کشورهای.مختلف.به.عنوان.رنگ.آبی.طبیعی.مورد..استفاد.ه.
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قرار.می.گیرد...براساس.د.رصد..خلوص.این.رنگدانه،.فرآورد.ه.ها.یا.بیومس.این.جلبک.کاربرد.های.متعد.د.ی.به.

عنوان.مکمل.غذایی.و.د.ارویی.پید.ا.می.کند...بهبود..تولید.،.استخراج.و.خالص.سازی.فیکوسیانین.می.تواند..د.امنه.

کاربرد..آن.را.افزایش.د.هد...تولید..موفق.بیومس.جلبک.با.فیکوسیانین.بالا.به.عوامل.متعد.د.ی.از.جمله.شرایط.

رشد..جلبک،.قابلیت.تجمع.رنگدانه،.تکنولوژی.تولید..و.کارآیی.فرآیند..پایین.د.ستی.بستگی.د.ارد...

د.ر.این.تحقیق،.روش.مرسوم.استخراج.و.رسوب.فیکوسیانین.با.استفاد.ه.از.آمونیوم.سولفات.)ایزد.ی.و.فضیلتی،.

1396(.با.یک.روش.ابد.اعی.برای.استحصال.رنگی.با.خلوص.بیشتر.و.د.ر.مد.ت.زمان.کوتاه.تر.و.با.استفاد.ه.

از.مواد..غیرسمی.کیتوزان.و.زغال.فعال.مورد..مقایسه.قرار.گرفت..پس.از.مراحل.جد.اسازی،.خالص.سازی.و.

تغلیظ،.رنگدانه.فیکوسیانین.با.قابلیت.مصرف.غذایی.تولید...و.از.نظر.خلوص.و.خواص.آنتی.اکسید.انی.با.نمونه.

وارد.اتی.مقایسه.می.شود..

2- ضرورت و اهمیت استخراج و خالص سازی رنگدانه فیکوسیانین.

2-1- مضرات رنگ های مصنوعی و اهمیت رنگ طبیعی خوراکی

بستنی،. آبمیوه،. انواع. تهیه. د.ر. زیاد.ی. میزان. به. از.رنگ.های.خوراکی.مصنوعی. د.ر.صنعت.غذا. امروزه.

بیسکویت.و.انواع.شیرینی.جات.استفاد.ه.می.شود...این.د.سته.از.افزود.نی.ها.که.بیشتر.به.منظور.جذب.مشتری،.

پوشش.د.اد.ن.رنگ.نامطلوب.محصول.و.شد.ت.بخشید.ن.به.رنگ.یا.هویت.ماد.ه.غذایی.استفاد.ه.می.شود.،.اغلب.

منشأ.شیمیایی.د.اشته.و.می.تواند..د.ر.طولانی.مد.ت.مسمومیت.هایی.را.د.ر.مصرف.کنند..ه.ایجاد..کند...البته.د.ر.گروه.

با. مشابه. فرمولی. که. طبیعی. مشابه. رنگ.های. یا. د.اشته. گیاهی. منشأ. که. طبیعی. رنگ.های. رنگ.های.خوراکی.

رنگ.های.طبیعی.د.ارد،.نیز.وجود..د.ارند..ولی.به.د.لیل.آن.که.رنگ.های.شیمیایی.جذابیت.بیشتر.د.اشته.و.ارزان.تر.و.

راحت.تر.تهیه.می.شوند.،.بیشتر.مورد..استفاد.ه.قرار.می.گیرند...اگرچه.استفاد.ه.د.ر.حد..مجاز.از.رنگ.های.خوراکی.

شیمیایی.مورد..تایید..د.ر.کوتاه.مد.ت.اثر.نامطلوبی.بر.سلامت.افراد..ند.ارد.؛.ولی.استفاد.ه.بیش.از.حد..این.افزود.نی.ها.

د.ر.یک.زمان.یا.مصرف.مد.اوم.د.ر.طولانی.مد.ت.می.تواند..برای.مصرف.کنند.ه.مخاطره.آمیز.باشد..

این.رنگ.ها.اغلب.روی.د.و.سیستم.سم.زد.ایی.بد.ن.مثل.کلیه.و.کبد..بیشتر.از.سایر.اند.ام.ها.تأثیر.سوء.د.اشته.و.
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شد.ت.تأثیر.آن.د.ر.کود.کان،.خانم.های.بارد.ار.و.سالمند.ان.بیش.از.گروه.های.د.یگر.است..این.رنگ.ها.به.طور.

نسبی.سمی..بود.ه.و.برخی.از.آن.ها.حالت.تجمعی.د.ر.بافت.های.بد.ن.د.ارند..و.کمتر.د.فع.می.شوند...بنابراین.با.

..).Kobylewski and Jacobson,.2012( می.شوند. مسمومیت.زا. و. شد.ه. افزود.ه. آن.ها. مقد.ار. بر. زمان. گذشت.

نگرانی.های.مصرف.کنند.گان.د.ر.ارتباط.با.ایمنی.رنگ.های.شیمیایی،.موجب.محد.ود.یت.استفاد.ه.آن.ها.د.ر.صنایع.

غذایی.و.نوشید.نی.شد.ه.و.موجب.افزایش.تقاضا.برای.استفاد.ه.از.رنگ.های.طبیعی.د.ر.این.صنایع.شد.ه.است.

2-2- رنگ آبی د ر صنایع غذایی

روناسیان. تیره. د.و. به. آن. گیاهی. منابع. بود.ن. محد.ود.. به. توجه. با. آبی. رنگ. طبیعی،. رنگ.های. میان. از.

)Gardenia(.و.وسمه.)Indigo(.کاربرد..کمتری.د.ر.صنایع.غذایی.د.اشته.و.بیشتر.از.رنگ.های.شیمیایی.چون.

Brilliant.Blue.استفاد.ه.می.شود...براساس.استاند.ارد..سازمان.بهد.اشت.جهانی.)FAO/WHO(.و.همچنین.کمیته.

افزود.نی.های.غذا.)Joint.FAO/WHO.Expert.Committee.on.Food.Additives,.JECFA(.میزان.مصرف.قابل.

قبول.روزانه.رنگ.شیمیایی.بریلیانت.بلو.که.بر.اساس.آزمایشات.حیوانی.و.انسانی.بد.ست.آمد.ه.است.12/5.

.).Tanaka et al.,.2012(.میلی.گرم.برای.هر.کیلوگرم.وزن.بد.ن.می.باشد

د.ر.سال.های.اخیر.استفاد.ه.از.سایر.منابع.طبیعی.چون.ریزجلبک.ها،.موجب.افزایش.تقاضا.برای.رنگ.آبی.

فیکوسیانین.بد.ست.آمد.ه.از.ریزجلبک.اسپیرولینا.شد.ه.است..د.ر.حال.حاضر.آگاهی.از.اثرات.مضر.رنگ.های.

صنعتی.و.اقبال.عمومی.د.ر.استفاد.ه.از.فرآورد.ه.های.طبیعی.موجب.شد.ه.ریزجلبک.ها.به.عنوان.منبع.مهمی.برای.

رنگ.ها.و.رنگدانه.های.طبیعی.مورد..توجه.قرار.گیرد...از.سال.2013.براساس.تصمیم.FDA.به.عنوان.رنگ.آبی.

طبیعی.د.ر.حجم.وسیعی.د.ر.صنایع.غذایی.آمریکا.مورد..توجه.قرار.گرفته.است..این.رنگدانه.د.ر.حال.حاضر.

د.ر.کشور.تولید..نمی.شود.؛.د.ر.حالی.که.یک.کیلوگرم.آن.با.مجوز.مصرف.غذایی.)به.عنوان.مکمل.غذایی.یا.تهیه.

قرص.های.تقویتی(.با.قیمت.1500.د.لار.آمریکا.و.قیمت.یک.گرم.بسیار.خالص.آن.باارزش.آنالیزی،.با.قیمت.

2500.د.لار.آمریکا.به.فروش.می.رسد..و.البته.این.قیمت.ها.بد.ون.محاسبه.هزینه.نقل.و.انتقال.به.کشور.می.باشد.

)Mogany,.2014.(..هر.کیلوگرم.فیکوسیانین.واردا.تی.از.شرکت.هانسن.)Hansen,.Denmark(.د.ر.د.اخل.ایران.

به.بیش.از.50،000،000.ریال.به.فروش.می.رسد..
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میلیون.د.لار.است.که.پیش.بینی. از.جمله.فیکوسیانین.حد.ود..250. بازار.جهانی.رنگ.های.طبیعی. حجم.

.).DIC report,.2013(.می.شود..طی.5.سال.آیند.ه.به.10.برابر.افزایش.یابد

رنگدانه.فیکوسیانین.از.جلبک.های.سبزآبی.به.ویژه.اسپیرولینا.بد.ست.آمد.ه.و.میزان.این.ماد.ه.د.ر.حد.ود..

عنوان. به. مختلف. کشورهای. د.ر. وسیعی. سطح. د.ر. و. می.باشد.. ریزجلبک. این. خشک. وزن. 14د.رصد.. تا. .7

رنگ.آبی.طبیعی.مورد..استفاد.ه.قرار.می.گیرد...حد.ود..50.د.رصد..از.کل.پروتئین.تولید..شد.ه.توسط.این.سویه.

مربوط.به.خانواد.ه.پروتئینی.فیکوبیلی.پروتئین.می.باشد...فیکوبیلی.پروتئین.ها.از.د.سته.پروتئین.های.فلوروسنت.

رنگی.محلول.د.ر.آب.با.ساختار.پیچید.ه.بود.ه.که.از.سیانوباکتری.ها.و.جلبک.های.یوکاریوت.بد.ست.می.آیند...

پروتئین.های.رنگی.فیکوبیلی.زوم.د.ر.سه.گروه.کلی.فیکواریترین،.فیکوسیانین.و.آلوفیکوسانین.قرار.می.گیرند..

که.هرکد.ام.رنگ.متفاوتی.د.ارند...فیکوبیلی.زوم.ها.مجموعه.ای.از.آنتن.های.جذب.نور.د.ر.غشاهای.پلاستی.بود.ه.

نام.آپوپروتئین.که.به.صورت.کووالان.از.محل.سیستئین.به. که.همگی.متشکل.از.چند..زنجیره.پروتئینی.به.

فیکوبیلین.متصل.شد.ه.اند...فیکوبیلین.یک.زنجیره.باز.کروموفور.تتراپیرول.می.باشد...حد.ود..20.د.رصد..از.خانواد.ه.

فیکوبیلی.پروتئین.ها.نیز.مربوط.به.پروتئین.ارزشمند..فیکوسیانین.می.باشد...فیکوسیانین.)C-PC(.یک.رنگد.انه.

آبی.و.آنتن.جمع.کنند.ه.نور.د.ر.سیانوباکتری.ها.و.یکی.از.پیگمان.های.اصلی.سیانوباکتری.ها.می.باشد..C-PC..از.

د.و.جز.پروتئین.و.کروموفور.تشکیل.شد.ه.که.بخش.پروتئینی.آن.شامل.د.و.زیر.واحد.α..و.β.بود.ه.که.د.ارای.وزن.

مولکولی.بین.18.تا.20.کیلود.التون.می.باشند..

این.رنگدانه.محلول.د.ر.آب.به.د.لیل.فعالیت.آنتی.اکسید.ان،.ضد..حساسیت.و.محافظت.کنند.ه.کبد..و.خصوصیت.

جذب.امواج.فیکوسیانین.به.طور.گسترد.ه.د.ر.غذا،.لوازم.آرایشی.و.بهد.اشتی.و.د.ارویی.استفاد.ه.می.شود...همچنین.

بود.ن.و.خاصیت. به.د.لیل.غیرسمی.. برای.کاربرد.های.تشخیصی. فلوروسنت. به.عنوان.معرف. فیکوسیانین. از.

فلوروسنت.استفاد.ه.می.شود...برای.استفاد.ه.از.رنگ.های.طبیعی.د.ر.صنایع.غذایی.نیاز.به.د.انش.بیشتری.د.ر.مورد..

پاید.اری.شرایط.رنگ.و.جلوگیری.از.تخریب.آن.د.ر.طول.فرآیند..تولید..صنعتی،.بسته.بند.ی.و.نگه.د.اری.محصول.

رنگی.می.باشد...نتایج.این.مطالعات.نشان.می.د.هد..شد.ت.نور.105×3.لوکس.به.مد.ت.24.ساعت.د.ر.محلول.آبی.

.).Jespersen et al.,.2005(.و.موجب.تجزیه.شد.ن.80.د.رصد..فیکوسیانین.می.شود.pH.=.7.با.5.و
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عنوان. به. متعد.د.ی. کاربرد.های. جلبک. این. بیومس. یا. فرآورد.ه.ها. رنگدانه،. این. خلوص. د.رصد.. براساس.

د.امنه. می.تواند.. فیکوسیانین. خالص.سازی. و. استخراج. تولید.،. بهبود.. می.کند... پید.ا. د.ارویی. و. غذایی. مکمل.

کاربرد..آن.را.افزایش.د.هد...خلوص.عصاره.های.فیکوسیانین.)رابطه1(.براساس.نسبت.جذب.د.ر.طول.موج.

پروتئین.ها. کل. به. مربوط. نانومتر. .280 موج. د.ر.طول. به.جذب. فیکوسیانین(. )ماکزیمم.جذب. نانومتر. .620

.).Kamble et al.,. 2012( می.آید. بد.ست. .UV-Visible اسپکتروفتومتر. د.ستگاه. از. استفاد.ه. با. )جد.ول1(،.

همچنین.جهت.محاسبه.غلظت.و.راند.مان.تولید..فیکوسیانین.به.ترتیب.از.روابط.2.و.3.استفاد.ه.می.شود..

)رابطه1(..

........................................................

.................................... )رابطه2(.

)رابطه3(...........

3- د ستورالعمل استخراج و خالص سازی رنگدانه فیکوسیانین موجود  د ر ریزجلبک اسپیرولینا

3-1- خصوصیات محیط کشت اسپیرولینا

مهم.ترین.اصل.د.ر.توسعه.فرآیند..تولید..تجاری.ریزجلبک.ها.د.ر.مقیاس.وسیع،.افزایش.تولید..بیومس.و.ماد.ه.خام.است..

رشد..ریزجلبک.ها.تحت.تأثیر.فاکتورهای.فیزیکی.)نور،..د.ما.و.pH(.و.شیمیایی.)عناصر.ماکرو..و.میکرو..به.عنوان.مواد..مغذی(.

مختلفی.قرار.د.ارد...د.ر.این.د.انش.فنی.از.محیط.غذایی.متد.اول.برای.اسپیرولینا.استفاد.ه.شد..و.بد.یهی.است.بهینه.سازی.

R =  A620/A280

Yield =

Concentration (mg/ml) =

phycocyanin concentration (mg/ml) × collected volume (ml)
initial phycocyanin concentration (mg/ml) × initial volume (ml)

A620 - (0.47 X A650)
5.34
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محیط.و.شرایط.محیط.کشت.بر.روی.نرخ.رشد..سویه.های.مورد..استفاد.ه.و.تولید..فیکوسیانین.تاثیر.د.ارد...بهترین.محیط.کشت.

..pH..=9...400-200..و. µmol.m-2.s-1.برای.رشد..جلبک.اسپیرولینا.محیط.کشت.زاروک،.د.مای.28.د.رجه.سانتی.گراد.،..نور

با.هواد.هی.کافی.پیشنهاد..شد.ه.است.)شکل1(.که.با.اصلاحات.لازم.برای.هر.سویه.مناسب.می.باشد..)د.اد.ه.های.منتشرنشد.ه(.

3-2- استخراج رنگدانه فیکوسیانین

میکروارگانیسم. سلولی. د.یواره. ابتد.ا. می.بایست. اسپیرولینا. جلبک. از. فیکوسیانین. استخراج. منظور. به.

سلول. کوچک. اند.ازه. و. مقاوم. سلولی. د.یواره. د.لیل. به. سبزآبی. جلبک.های. از. رنگ. استخراج. شود... شکسته.

روش.های. سلول،. از. فیکوسیانین. آزاد.سازی. و. سلولی. د.یواره. شکستن. جهت. است.. د.شوار. حد.ود.ی. تا.

گوناگونی.وجود..د.ارد...د.ر.مقیاس.تجاری.و.بزرگ.نیاز.به.روش.های.ساد.ه،.کارامد.،.موثر.و.مقرون.به.صرفه.د.ر.

جد.اسازی.فیکوسیانین.می.باشد...مراحل.فرآیند..استخراج.فیکوسیانین.)شکل.2(.د.ر.ذیل.توضیح.د.اد.ه.شد.ه.است.

شکل 1-.کشت.آزمایشگاهی.ریزجلبک.اسپیرولینا.و.پود.ر.اسپیرولینا.با.ارزش.های.غذایی.مختلف
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شکل 2-.مراحل.استخراج.و.خالص.سازی.فیکوسیانین

الف- تخریب سلولی و جد اسازی

برای.شکستن.د.یواره.سلولی.روش.های.متنوعی.نظیر.استفاد.ه.از.فرآیند.های.فیزیکی.مانند..شوک.اسمزی،.انجماد..

د.ر.20-.د.رجه.سانتی.گراد..و.بازگشت.به.د.مای.4.د.رجه.سانتی.گراد..د.ر.چند..مرحله،.سونیکاسیون.یا.استفاد.ه.از.د.ستگاه.

پرس.و.یا.روش.های.شیمیایی.مانند..استفاد.ه.از.آنزیم.ها،.شویند.ه.ها.)Detergents(،.اسید.ها.و.بافرها.وجود..د.ارند...

طبق.مشاهد.ات.د.ر.بین.روش.های.مزبور،.استفاد.ه.از.بافر.د.ر.استخراج.به.د.لیل.حفظ.ماهیت.پروتئینی.فیکوسیانین.

و.تخریب.کمتر.آن.تحت.این.شرایط،.نتایج.بهتری.بد.ست.د.اد...د.ر.روش.استخراج.با.بافر،.ابتد.ا.به.منظور.تعیین.

نوع.بافر.آزمایشی.طراحی.شد..که.د.ر.آن.بافر.پتاسیم.فسفات.د.ر.مقایسه.با.بافرهای.سد.یم.سیترات.و.سد.یم.فسفات.

نتایج.بهتری.از.نظر.خلوص.و.میزان.فیکوسیانین.نشان.د.اد...لذا.این.بافر.به.عنوان.بهترین.محلول.استخراج.کنند.ه.

انتخاب.گرد.ید...غلظت.های.متفاوت.بافر.)آب،.بافر.50.میلی.مولار.و.بافر.100.میلی.مولار.پتاسیم.فسفات(.با.نسبت.

مشخصی.از.بیومس.اختلاط.گرد.ید..)1:25،.1:50،.1:75.و.1:100(.و.فرآیند..استخراج.طبق.نتایج.بد.ست.آمد.ه.از.

آزمایشات.به.عمل.آمد.ه.د.ر.مد.ت.زمان.های.مختلف،.به.مد.ت.4.ساعت.د.ر.همزن.)N-BIOTEK،.کره.جنوبی(.با.د.ور.

مولکول های سالم 

فیکوسیانین

محلول خالص شده 

فیکوسیانین
خالص سازی

جدا سازی

تخریب سلولی

کشت ریز جلبک اسپیرولینا

خشک کردن بیومس

ترکیبات ایمن جاذب 

ناخالصی
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rpm.220.انجام.گرد.ید...سپس.نمونه.ها.د.ر.د.ور.g.18000.به.مد.ت.15.د.قیقه.سانتریفوژ.شد.ه.و.پس.از.این.مرحله،.

قسمت.رویی.)فیکوسیانین.ناخالص(.جد.ا.شد...د.ر.جد.ول.1.عوامل.موثر.بر.استخراج.فیکوسیانین.مشاهد.ه.می.شود..

جد ول 1-.پارامترهای.موثر.بر.استخراج.فیکوسیانین

د ور همزن مد ت زمان نسبت بافر به بیومس غلظت بافر نوع بافر نوع استخراج

225 rpm 2-6.ساعت 1:25.-1:100 100-25.میلی.مولار پتاسیم.فسفات بافری

ب- جد اسازی و خالص سازی اول

د.رصد.. .90 تا. .50 می.رود... شمار. به. فیکوسیانین. تولید.. مراحل. مهم.ترین. از. یکی. خالص.سازی. مرحله.

و. استخراج. تولید.،. بهبود.. می.باشد... آن. خالص.سازی. مراحل. به. مربوط. رنگ. این. تولید.. به. مربوط. هزینه.های.

رنگدانه. این. خلوص،. د.رصد.. براساس. د.هد... افزایش. را. آن. کاربرد.. د.امنه. می.تواند.. فیکوسیانین. خالص.سازی.

ماد.ه. این. خالص.سازی. می.کند... پید.ا. د.ارویی. و. غذایی. مکمل. خوراکی،. رنگ. عنوان. به. متعد.د.ی. کاربرد.های.

خالص.سازی. برای. می.رسد... نظر. به. ضروری. غذایی. صنایع. د.ر. استفاد.ه. منظور. به. خام،. عصاره. تولید.. از. پس.

می.شود.. استفاد.ه. پلی.اتیلن.گلایکول. و. فعال. زغال. کیتوزان،. سولفات،. آمونیوم. چون. مواد.ی. از. فیکوسیانین.

.پلی.اتیلن.گلایکول.و.آمونیوم.سولفات.هر.د.و.جزو.مواد..سمی..بود.ه.)Brooks et al., 2002(،.زمان.فرآیند..د.ر.این.روش.

بسیار.زیاد..بود.ه.و.با.توجه.به.اینکه.این.مواد..با.فیکوسیانین.ترکیب.می.شوند.،.جد.اسازی.آن.ها.از.هم.بسیار.د.شوار.می.باشد...

همچنین.نتایج.آزمایشات.انجام.شد.ه.نشان.د.اد..که.استفاد.ه.از.آمونیوم.سولفات.به.مد.ت.طولانی.یک.یا.د.و.روز.نیاز.د.ارد..

که.این.فرآیند..موجب.د.ناتوره.شد.ن.پروتئین.فیکوسیانین.و.کاهش.میزان.فعالیت.آن.می.گرد.د...کیتوزان.پلیمر.ترکیبی.

گلوکز.آمین.و.N-.استیل.گلوکز.آمین.است.که.به.وسیله.پیوند.های.1و.4.گلیکوزید.ی.به.هم.متصل.شد.ه.اند...کیتوزان.

بد.لیل.غیرسمی.بود.ن،.خاصیت.جذب.بالا،.خواص.ضد.باکتریایی.و.ضد.توموری،.امکان.تجزیه.د.ر.طبیعت،.سازگاری.

با.محیط.زیست.طبیعی،.قیمت.نسبتاً.پایین،.توانایی.حذف.محد.ود.ه.وسیعی.از.رنگ.ها.و.فلزات،.سینتیک.سریع.و.د.ر.

نهایت.امکان.تهیه.مشتقات.فراوان.از.آن.بسیار.مورد..توجه.بود.ه.و.امروزه.د.ر.صنایع.مختلف.از.جمله.زیست.فناوری،.

.).Hafdani and Sadeghinia, 2011(.د.ارویی.و.پزشکی،.به.سازی.فاضلاب،.آرایشی.و.صنایع.غذایی.استفاد.ه.می.شود
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ج- خالص سازی د وم  و تغلیظ

خلوص.فیکوسیانین.قبل.از.مرحله.خالص.سازی.به.د.لیل.حساسیت.بالای.آن.به.نور،.اکسیژن.و.رطوبت.و.همچنین.

میزان.بالای.د.یگر.پروتئین.ها.پایین.است..لذا.خالص.سازی.بیشتر.و.تغلیظ.امری.مهم.د.ر.فرآیند..تولید..فیکوسیانین.به.

شمار.می.رود...روش.های.متنوعی.به.منظور.حذف.پروتئین.های.د.یگر،.خالص.سازی.و.تغلیظ.فیکوسیانین.وجود..د.ارند...

یکی.از.بهترین.و.ارزان.ترین.روش.ها.جهت.بهبود..کیفیت.رنگ.و.بالابرد.ن.خلوص،.استفاد.ه.از.فناوری.فیلتراسیون.

غشایی.می.باشد...فناوری.های.غشایی.که.مواد..را.به.صورت.فیزیکی.و.براساس.وزن.مولکولی.جد.ا.می.کنند.،.یکی.از.

کارآمد.ترین.روش.ها.برای.جد.اسازی.پروتئین.ها.به.شمار.می.روند...چنانچه.د.ر.بالا.اشاره.شد.ه.بخش.پروتئینی.رنگ.

فیکوسیانین.د.ارای.وزن.مولکولی.بین.18.تا.20.کیلود.التون.می.باشند...برای.خالص.سازی.پروتئین،.معمولاً.استفاد.ه.از.

فیلترهای.غشایی.با.وزن.مولکولی.کمی.بالاتر.پیشنهاد..می.شود.،.لذا.د.ر.د.ستورالعمل.پیشنهاد.ی.پژوهشگاه،.پس.از.مطالعه.

فیلترهای.مختلف،.فیلتر.30.کیلود.التون.)Amicon® Stirred Cells, Millipore(..به.منظور.حذف.ناخالصی.های.با.

وزن.مولکولی.کمتر.از.این.مقد.ار،.پیشنهاد..می.شود...استفاد.ه.از.غشای.اولترافیلتراسیون.باعث.افزایش.خلوص.و.تغلیظ.

رنگ.شد.ه.و.قد.رت.رنگ.را.افزایش.د.اد..)شکل.3(..رنگ.جد.اسازی.شد.ه.به.روش.اسپری.د.رایر.خشک.می.شود..

شکل3-.رنگ.استحصالی.فیکوسیانین.با.گرید..غذایی
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3-3- خصوصیات فیکوسیانین استحصالی 

نتایج.آزمایشات.انجام.شد.ه.نشان.د.اد..که.استفاد.ه.همزمان.از.کیتوزان.با.وزن.مولکولی.پایین.)0/1.تا.0/5.د.رصد..وزنی-

حجمی(.با.pH =3/9..و.زغال.فعال.)mesh.size.400-100(.)3.تا.15.د.رصد..وزنی-حجمی(.د.ر.زمان.کم.)حد.ود..20.د.قیقه(.

میزان.خلوص.رنگ.را.به.میزان.زیاد.ی.افزایش.می.د.هد..)جد.ول.2(..همچنین.فعالیت.آنتی.اکسید.انی.رنگ.استحصالی.به.

روش.کیتوزان/.زغال.فعال.بالاتر.از.روش.مرسوم.و.د.ر.حد..نمونه.خارجی.بود.ه.است.)جد.ول.2(..به.نظر.می.رسد..افزایش.

اسید.یته.د.ر.اثر.اضافه.کرد.ن.آمونیوم.سولفات.برای.ترسیب.پروتئین.د.ر.روش.مرسوم.منجر.به.تغییرات.ساختاری.د.ر.مولکول.

فیکوسیانین،.تجمع.مولکول.ها.و.تا.حد.ی.د.ناتوراسیون.مولکول.های.فیکوسیانین.شد.ه.است..)Fekrat  et al.,  2018(.)شکل.4(.

جد ول 2-.خلوص،.غلظت.و.راند.مان.فیکوسیانین.خالص.شد.ه.با.کیتوزان.و.زغال.فعال

*فعالیت آنتی اکسید انی 
)د رصد ( )R( خلوص نمونه

68/5.±.2/1 1/88.±.0/09 رنگ.خالص.شد.ه.به.روش.مرسوم

78/4.±.1/9 3/14.±.0/12 رنگ.خالص.شد.ه.با.کیتوزان/.
زغال.فعال

75/4.±.1/4 2/44.±.0/02 )Hansen.نمونه.خارجی.)شرکت

*.فعالیت.آنتی.اکسیدانی.به.روش.)DPPH Burits and Bucar, 2000(.بر.حسب.درصد.و.در.صد.میکروگرم.نمونه.بدست.آمده.است.
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شکل 4-.مقایسه.فرآیند..خالص.سازی.فیکوسیانین.براساس.روش.پیشنهاد.ی.استفاده.از.جاذب.ها.با.روش.ترسیب.پروتئین.به.کمک.آمونیوم.

سولفات..افزایش.اسیدیته.در.اثر.اضافه.کردن.آمونیوم.سولفات.در.روش.مرسوم.منجر.به.تغییرات.ساختاری.در.مولکول.فیکوسیانین،.

تجمع.مولکول.ها.و.تا.حدی.دناتوراسیون.مولکول.های.فیکوسیانین.می.شود..آلودگی.هایی.که.به.کمک.روش.استفاده.از.جاذب.ها.حذف.

می.شود.عبارتند.از.سایر.پروتیین.ها.و.رنگدانه.های.دیگری.مثل.کلروفیل.و.فیکواریترین..خاصیت.آنتی.اکسیدانی.و.مهار.رادیکال.های.آزاد.
اکسیژن.)ROS(.توسط.رنگ.استحصالی.به.روش.استفاده.از.جاذب.ها.بیش.از.رنگ.استحصالی.به.روش.مرسوم.ترسیب.پروتئین.است.

.

رنگ. قد.رت. خالص.سازی. مرحله. د.و. هر. از. پس. فعال. زغال. کیتوزان/. روش. به. شد.ه. تولید.. رنگ. همچنین.

 ،Hansenنشان.می.د.هد.،.اگرچه.فیکوسیانین.تولید.ی.و.رنگ.خارجی.)Hansen.یکسانی.با.رنگ.خارجی.)شرکت

)شکل5(. د.ارند.. بلو(. )بریلیانت. شیمیایی. آبی. رنگ. با. مقایسه. د.ر. .)1/20 )حد.ود.. کمتری. رنگ. قد.رت. د.و. هر.

..شکل 5-.مقایسه.قد.رت.رنگ.بریلیانت.بلو.)B(،.فیکوسیانین.استحصالی.به.روش
.)Hansen(.و.نمونه.خارجی.از.شرکت.)ABRII(.پیشنهادی
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اند.ازه.گیری. با. با.استفاد.ه.از.د.ستگاه.رنگ.سنج.هانترلب.)Hunterlab(.و. ارزیابی.کمی.رنگ.استحصالی.

نیز.انجام.شد..*L.برابر.صفر. پارامترهای.رنگ.سنجی.*L.)سفید..–.سیاه(،.*a.)قرمز-سبز(.و.*b.)زرد.-آبی(.

مقاد.یر. و. سبز. رنگ. توصیف.کنند.ه. .a* منفی. مقاد.یر. سفید.،. رنگ. بیانگر. صد.. برابر. .L* و. سیاه. رنگ. بیانگر.

مثبت *a.توصیف.کنند.ه.رنگ.قرمز.می.باشد...همچنین.مقاد.یر.منفی.*b.نشان.د.هند.ه.میزان.رنگ.آبی.و.مقاد.یر.

رنگ. خام،. عصاره. د.ر. پارامترها. این. مقایسه. .3 جد.ول. می.باشد... زرد.. رنگ. میزان. نشان.د.هند.ه. .b* مثبت.

با.استفاد.ه.از.کیتوزان/.زغال.فعال،.رنگ.شرکت.Hansen.و. خالص.شد.ه.به.روش.مرسوم،.رنگ.استحصالی.

.b*.پارامتر پارامترهای.رنگ.سنجی،. بیانگر.آن.است.که.د.ر.میان. نتایج. بلو.را.نشان.می.د.هد... رنگ.بریلیانت.

)توصیف.کنند.ه.رنگ.آبی(.د.ر.نمونه.خارجی.و.نمونه.استحصالی.به.روش.کیتوزان/.زغال.فعال.مشابه.می.باشد..

جد ول 3-.مقایسه.نمونه.های.رنگ..آبی.به.وسیله.د.ستگاه..هانتر.لب

مقاد یر بریلیانت بلو
)رنگ شیمیایی(

نمونه خارجی 
)Hansen شرکت(

رنگ خالص شد ه 
با کیتوزان/ زغال 

فعال

رنگ خالص شد ه 
به روش مرسوم عصاره خام

L* 42/93 21/55 42/99 48/47 56/36

a* -6/82 14/74 -1/26 -3/11 -11/92

b* -23/56 -39/08 -31/96 -20/15 -17/16

3-4- میزان پاید اری فیکوسیانین

فیکوسیانین.محلول.د.ر.فاز.آبی،.نسبت.به.حرارت.و.نور.ناپاید.ار.می.باشد...طبق.آزمایشات.انجام.شد.ه.د.ر.

پژوهشگاه.بیوتکنولوژی.کشاورزی.ایران،.فیکوسیانین.د.ر.د.ماهای.پایین.پاید.اری.بسیار.خوبی.از.خود..نشان.می.د.هد..

اما.به.د.لیل.ماهیت.پروتئینی،.د.ر.د.ماهای.بالاتر.از.45.د.رجه.سانتی.گراد..د.ناتوره.شد.ه.و.رنگ.آن.به.تد.ریج.با.افزایش.

د.ما.ناپد.ید..می.شود...پاید.اری.فیکوسیانین.)فعالیت.آنتی.اکسیدانی.AA.و.شدت.فلورسانس.FI(.د.ر.برابر.pH.نیز.مورد..

آزمایش.قرار.گرفت؛.چنانچه.د.ر.شکل.6.مشاهد.ه.می.شود.،.فیکوسیانین.د.ر.محلول.های.اسید.ی.و.قلیایی.شد.ید.،.

ناپاید.ار.است..نتایج.پاید.اری.فیکوسیانین.د.ر.برابر.اتانول.نیز.نشان.د.اد..که.به.طور.کلی.حد.ود..50.د.رصد..از.فیکوسیانین.

د.ر.اتانول.25.د.رصد..تجزیه.می.شود...همچنین.شد.ت.نور.نیز.تاثیر.زیاد.ی.بر.ناپاید.اری.این.رنگدانه.د.ارد..)شکل.6(.
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شکل 6-.بررسی.پاید.اری.فیکوسیانین.استحصالی.و.مقایسه.فعالیت.آنتی.اکسیدانی.)AA(.و.شدت.فلورسانس.)FI(.د.ر.برابر

)d(.و.شد.ت.های.مختلف.نور.)c(.اتانول.،)b(.د.رجه.حرارت.،pH.)a(

4- خلاصه و نتیجه گیری

رنگ.آبی.فیکوسیانین.رنگ.طبیعی.خوراکی.با.خاصیت.آنتی.اکسید.انی.است.که.د.ر.مقایسه.با.رنگ.های.

شیمیایی.و.سنتزی.کاملًا.بی.خطر.بود.ه.و.مصرف.آن.به.هر.اند.ازه.عمد.تاً.منعی.ند.ارد...د.ر.روش.مرسوم.استخراج.

با.استفاد.ه.از.ترسیب.به.کمک.سولفات.آمونیوم.باقی.ماند.ه.این.ترکیب.سمی.د.ر.رنگ.استحصالی.باقی.می.ماند.،.

د.ر.حالی.که.د.ر.روش.پیشنهاد.ی.ترکیبات.استفاد.ه.شد.ه.سمی.نمی.باشند...همچنین.فعالیت.آنتی.اکسید.انی.رنگ.

استحصالی.به.روش.کیتوزان/.زغال.فعال.بالاتر.از.روش.مرسوم.و.د.ر.حد..نمونه.خارجی.بود.ه.است..با.توجه.به.

ماهیت.پروتئینی.این.رنگ.و.تأثیر.مخرب.نور،.دمای.بالا.و.اسیدیته.محیط،.نگهداری.فیکوسیانین.در.تاریکی.و.

دمای.پایین.توصیه.می.شود...مزایای.د.ستورالعمل.پیشنهاد.ی.د.ر.این.د.ستورالعمل.د.ر.جد.ول.4.خلاصه.شد.ه.است.
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جد ول 4-.مزایای.د.ستورالعمل.پیشنهاد.ی.استخراج.و.خالص.سازی.فیکوسیانین

توضیحات مزایای د ستورالعمل پیشنهاد ی

با. رنگ. تولید.. و. ند.ارد.. وجود.. فیکوسیانین. طبیعی. رنگ. د.اخلی. تولید.. حال.حاضر. د.ر.

روش.پیشنهاد.ی.قیمت.تمام.شد.ه.محصول.را.نسبت.به.فیکوسیانین.وارد.اتی.حد.اقل.تا.
30.د.رصد..کاهش.خواهد..د.اد..

1-.کاهش.هزینه.تولید..و.جلوگیری.
از.خروج.ارز

سرعت.این.روش.د.ر.مقایسه.با.روش.های.سنتی.معمول.مانند..ترسیب.پروتئین.با.آمونیوم.
بیشتر.است.)2روز.د.ر.روش.مرسوم.و.6.ساعت.د.ر.روش.پیشنهاد.ی(. 2-.کاهش.زمان.فرآیند.

آنتی.اکسید.انی. کیفیت. حفظ. نیز. و. خلوص. افزایش. استخراج،. راند.مان. افزایش. سبب.
محصول.می.شود..

3-.حفظ.کیفیت.و.ساختار.اولیه.
مولکول

حفظ. و. رنگ. تثبیت. جهت. توصیه. قابل. محد.ود.ه. د.ر. غیرسمی. ترکیبات. از. استفاد.ه.
پاید.اری.آن.می.باشد.. 4-.ارتقا.سطح.سلامت.جامعه
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