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It is important to increase lipid content to use it in food supplements and 
biodiesel. Changing the concentration of salinity and nitrogen is one of the 
important and practical strategies in this direction. Chlorella vulgaris EP33 
microalga, isolated and identified from the waters of the northern regions of 
Iran (Mazandaran province), can be used as a lipid source. This study uses a 
central composite design in Response Surface Methodology, including 3 
replications at the central point and 11 experiments to optimize lipid 
accumulation. Lipid content was measured after 14 days, in culture 
conditions at 30°C, light intensity 2000 lux, pH 7 and 16/8 dark and light. 
The results showed that the highest lipid content was obtained in the optimal 
conditions of nitrogen 10 and salinity 115 mM (0.503 g/g dry biomass) and 
the growth rate in these conditions was half of the optimal conditions in 
nitrogen 10 and zero salinity. The experimental values and the values 
predicted by the software also had logical relationships, which indicated the 
appropriateness of the used models as well as the compatibility of the 
Response Surface Methodology to determine the optimal conditions. 
Changing the concentration of some effective factors in lipid production, 
can be used for economic optimization of lipid production with practical 
purposes. In this study, it was observed that nitrogen supply increases the 
tolerance level of microalgae to salinity as a practical way to increase lipid 
production. The results of optimization of process variables through 
response surface methodology reflect the leading research towards 
increasing lipid content using an economically efficient technological 
approach. 
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 های کلیدی:واژه
با روش سطح  یسازنهیبه

 پاسخ
Chlorella vulgaris EP33 

 یشور

 تروژنین

 

 چکیده

ای اهمیـت اسـتت تیییـر هـای ذـذایی و بیـودیزا داراستفاده در مکمل هدف باافزایش محتوای لیپید 

 Chlorellaجلبـ باشـدت های مهم و کاربردی در این راستا مییاستراتژذلظت شوری و نیتروژن از 

EP33 vulgaris  شـده،ی مناطق شمالی ایران )اسـتان مازنـدرانج جداسـازی و شناساییهاآبکه از 

از  تجمـع لیپیـدسـازی بـرای بهینه در ایـن مطالعـهمورداستفاده قرار گیردت تواند می لیپیدمنبع  عنوانبه

استفاده  مورد آزمایش 11تکرار در نقطه مرکزی و  3شامل  با روش سطح پاسخطراحی مرکب مرکزی 

 2999شـدت نـور  گراد،یدرجه سانت 39 یدمادر شرایط کشت در  ،روز 14به مدت محتوای لیپید،  و

در  محتوای لیپیـدنشان داد که بیشترین شدت نتایج  یریگاندازه یی/روشنایکیتار 8/11و  pH 7لوکس، 

دست آمـد و بهگرم بر گرم بیومس خش ج  593/9) مولارمیلی 115و شوری  19نیتروژن شرایط بهینه 

و  تجربیبودت مقادیر  و شوری صفر 19رشد در این شرایط نصف مقدار شرایط بهینه در نیتروژن میزان 

کاررفته به یهادهنده تناسب مداروابط منطقی بودند که نشانافزار نیز دارای با نرم شدهبینییشمقادیر پ

بر این اساس از تیییرات ذلظت و نیز سازگاری روش سطح پاسخ  برای تعیین شرایط بهینه بوده استت 

 سازی اقتصادی تولید لیپیـد بـا اهـداف کـاربردیبرای بهینهتوان میبرخی عوامل مؤثر در تولید لیپید، 

باعث افزایش سطح تحمل ریزجلب  مدنظر  یتروژننین مشاهده شد که تأمین مطالعه در ااستفاده کردت 

 از فرآیند متییرهای سازیبهینه شودت نتایجمی لیپید یدتول یشافزا یبرا یراه عمل عنوان ی به شوری به

 از اسـتفاده بـا لیپید محتوای افزایش جهت در پیشرو تحقیقات کنندهمنعکس پاسخ، سطح روش طریق

 تاست کارآمد اقتصادی آوریفن رویکرد ی 
 

 

 تروژنیو ن یاثر شور یبررسجت 1493ت )فرهاد ،یدیجد ؛لیسهدیس ،یآقائ ؛محسن ،زرگر ؛الهه ،ییپورفخرا ؛رایسم اکبرزاده، یدیسع استناد:

 اهی،فیزیولـوژی محیطـی گیـت روش سـطح پاسـخ بـا Chlorella vulgaris EP 33 زجلبـ یدر ر دیـپیل دیـبـر رشـد و تول
 ت112-139ج، 2)12

 

 
 ناشر: دانشگاه آزاد اسلامی، واحد گرگان
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 قدمهم

 یمهمـ یاربس هاییتمتابول هایزجلب در ر یپیدهال 

 یاصل یعنوان اجزاچرب به یدهایاسواقع  ت درهستند

 یی،سـاختار ذشـا یلتشـک یوشیمیایی،ب یندهایدر فرآ

نیز به شکل قطرات لیپیدی و دارند  نقشسیگناا دهی 

ــلوا  ــره میذخدر س ــوندی  De Carvalhoand) ش

Caramujo, 2018یسـرواگل یلسـآ یت تـرج (TAG ،ج

ی دسـتکار یـتقابل یلبه دل یدی،ای کلذخیره یپیدل ی 

ـــزا در ـــ آن،  یشاف ـــدف قابل ی توجـــه اســـتت ه

این کنند و می ذخیره را TAGطور مؤثر ها بهریزجلب 

نـامطلوب  یطها در برابر شراپذیری آنبه انعطافلیپید 

در  موجـودچـرب  یدهایکنـدت اسـکم  می یطیمح

 یرهایمسـ یرسـا یای همزمان با القـاذخیره یپیدهایل

یـب و درنتیجـه ترک شـوندمی یـدتول یپیدیل یوسنتزیب

در  یـ متابول هـایاسیدهای چـرب نمایـانگر واکنش

 ,Jónasdóttir) اسـت یطـیمح یهـاحرکبه مجواب 

نـو  و  یهـا دارامختلف ریزجلب  هایگونهت ج2019

را  هیـهسـتند امـا سـطوا پا دهایـپیاز ل یمقدار متفاوت

مختلف  یهابه روش دیپیل سمیتوان با اصلاا متابولمی

قـرار  مانندت کش طیشراهای تیییر از روشدادت  رییتی

های مختلف و شدت نور، موجگرفتن در معرض طوا

، تـنش یمـواد میـذ، pHاکسیدکربن، دمـا، سطوا دی

و اسـتفاده از  یتنش به شور ،یننسبت به فلزات سنگ

  یـژنت یمهندس قیاز طر گرینانوذرات استت روش د

 سـمیخـا  مـرتبط بـا متابول یهااست، که در آن ژن

 یو محتــوا یســازرهیبهبــود سـنتز، ذخ یرابــ دهایـپیل

 یدستکار زجلب یدر داخل سلوا ر دهایپیل یساختار

 تجAlishah Aratboni et al., 2019) شوندیم

 یــتکــه قابل هســتند ییهــایســماز ارگان هــاجلب  

 هایگاهیستزنقش مهم در و داشته  یژنیفتوسنتز اکس

در اکثــر  یوکــاریوتی هــاییزجلب رآبــی دارنــدت 

محســوب یـه اول یدکننـدگانعنوان تولبـه هابومیسـتز

بـا  ییبالا یو سازگار پذیریانعطاف یدارا و شوندیم

 هایگونـهاز  یرخـهستندت ب ذیر زیستی هایتنشاکثر 

و هم  یرینند هم در آب شتوانمیجنس  ی متعلق به 

ــورآبدر  ــد ش ــد کنن  تجShetty et al., 2019) رش

 ینجذب فلزات سـنگ ی،مواد آل یهبا تجز هایزجلب ر

نقـش  یژناکسـ یولوژیکیو ب یییمیاش یازن یمتنظنیز و 

ــ ــودگ یمهم ــاهش آل ــدت  یدر ک ــاآندارن ــاوی ه  ح

تا  28از  یببه ترت هایدراتو کربوه یپیدهال ،هاپروتئین

هستند  درصد 59تا  19درصد و  29تا  19درصد،  79

بـه کـار  یگـوو م یمـاه یهتیذ یبرا پروریآبزیدر  و

 ییذذا یو محتوا یعکه باعث رشد سر شوندیگرفته م

 شودمیباعث  هاآن یبالا یچرب یت محتواشوندیالا مب

 یسهمناسب باشند و در مقا یستیسوخت ز یدتول یبرا

 یتـروژندارندت ن یازن ینبه حداقل زم یخشک یاهانبا گ

بـر رشـد جلبـ ،  مـؤثر یضرور یمواد میذ ازجمله

و  چرب یدهایو اس یپیدل ید، و تولتودهزیستعملکرد 

 Yaakob) اسـت زجلب یر درکشت یدیعوامل کل از

et al., 2021ذـذایی منـابع هـاریزجلبـ  عدرواقـتج 

و  گسترش در توانندمی که هستند جدیدی و جایگزین

 ,Mutawie) گیرنـد قـرار مورداسـتفادهبهبـود تیذیـه 

  ج2015

 یفتوسنتز یهاریزجلب ، تیییرات ذلظت نم در  

با عـدم  تنهانه یراهستند ز پذیرآسیب بسیار سلولیت 

فعـاا  هایگونهبلکه با  یزو استرس اسم یونیتعادا 

 یـزکه در فتوسـنتز تـداخل دارنـد ن تولیدشده یژناکس

ــرم  وپنجهدســت ــدمین ت جShetty et al., 2019) کنن

یـ  متابول اترییـمنجر به تیدر ذلظت نم   راتییتی

که یکی از این تیییرات بـرای  شودیم هایزجلب ردر 

مقابله با تنش شوری افزایش محتوای لیپید اسـت کـه 

هدفی کـاربردی در تولیـد اقتصـادی  عنوانبه تواندیم

 ;Kan et al., 2012) قـرار گیـرد مورداسـتفادهلیپیـد 

Sharma et al., 2012; Teh et al., 2021تج 

و  هسـتندبالـا  یانرژ سازییرهذخ یباتترک یپیدهال 

ــان ــلوا یزم ــه س ــ  در شــرا یهاک ــیمح یطجلب  یط
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 افزایش ذلظت ت ازشوندینامطلوب قرار دارند، سنتز م

 بـااز محصـولات  یانبـوه یـدتول یبـرا توانمینم  

ــدد ارزش ــات متع ــردت مطالع ــتفاده ک ــورد  یاس در م

 یبـرا یروش عنوانبهبالا  یشور یطاز شرا برداریبهره

 ،طورکلیبـهاستت  شدهانجام یجلبک یپیدل یدبهبود تول

و کـاروتن  یپیـدل یـدتول یشباعـث افـزا یتنش شـور

 تواندیمو  است برداریبهره بلقا ایپدیدهکه  شودمی

 یبـرا ایپدیـده ینت چنـبهینه شود سازییتجارسبب 

ی  از هر مشاهده شد که  D. salinaکاروتن در  یدتول

د توانمی افزایش ذلظت نم و  یتروژنکمبود ن ملعوا

با استفاده  یسرواگل یدتول یشافزا یبرا یراه عمل ی 

 تجShetty et al., 2019) باشد هاریزجلب از 

 یسـلول یمنم  تقس یاز ذلظت بالا یناش استرس 

نـر  رشـد  تدهـدمیاندازه را کاهش  و کندمیرا کند 

 افـزایشت گیردمیار قر یرتحت تأث یماًبلافاصله و مستق

جلبـ  آب  هایگونـه یرذلظت نمـ  بـر رشـد سـا

 Chlorella vulgaris، Chlorella salinaمانند  یرینش

Chlorella emersonii ــأث ــ یرت ــت یمنف ــتگذاش  ه اس

(Shetty et al., 2019تج 

 بـر توجهیقابـل طوربـهنیتـروژن  ذلظت همچنین 

 تـأثیر هـاآن بیوشـیمیایی ترکیبات و هاریزجلب  رشد

 کشت محیط در نیتروژن کاهش ،حاادرعینت گذاردمی

 لیپیـد تولیـد در همزمـان افزایش با رشد کاهش باعث

 ددندا نشان 2998در ساا  همکاران و Yang تشودمی

 در تودهزیست جمعت ،نیتروژن کمبودشرایط  تحت که

Chlamydomonas reinhardtii کاهش  درصد 7/31 تا

 تا اسیدچرب کل بازده در همزمان افزایش که با یافت

 41/113 ± 78/1 تـا لیپیـد تولید افزایش با ،درصد 23

 نتیجـه تـوانمی بنـابراین،ت لیتر همراه بود در گرممیلی

 تودهزیست وریبهره نفع بهنیتروژن  ذلظت که گرفت

 سـمت بـه را سـرعت نیتـروژن، کاهش و است بالاتر

 تجYaakob et al., 2021) دهدمی تیییر لیپید تولید

 Zhu نــدداد گــزارش 2914در ســاا  همکــاران و 

 محـیط در سـریعی رشد zofingiensis  Chlorellaکه

 در رشـد مهار کهدرحالی ،دارد کافی نیتروژن با کشت

 نیتروژن، کمبود بات شد مشاهده نیتروژن کمبود شرایط

 اسـت، مطلـوب بیـودیزا تولید برای که چربی تجمع

برای تولید ت جZhu et al., 2014) یافت افزایش شدتبه

ــ  ــا حف ــزایش رشــد  متابولیــت هــدف ب ــه اف ــاز ب نی

 تجمــع و بهینــه رشــد بــرایت وجــود دارد سـازیبهینه

  مواد ،pH دما، مانند فیزیکوشیمیایی عوامل ها،متابولیت

 ،2CO عرضـه زدن، هـم نـور، شدت و کیفیت میذی،

 مـؤثر یطت شـرااست کنترانیازمند  ذیره و نوری دوره

سـطوا مـواد  تیییـرات ،ولیکیدر تیییر مسیرهای متاب

 و نـانوذرات ینفلـزات سـنگ حضـور ی،شور ذذایی،

 هسـتند ریزجلبکـی سویه مختص به عوامل ایناستت 

(Mutanda et al., 2020تج 

 یآمـار  یـتکن  یـ جRSM) 1روش سطح پاسخ 

 یاست کـه دارا شیآزما یدر طراح مورداستفادهمعتبر 

 هایتسـتو انجـام  یشـامل طراحـ یسه مرحله اصل

بــا  یاضــیمــدا ر  یــدر  بیضــرا یابیــارز ،یآمــار

ت باشـدمیمناسب بودن مدا  یپاسخ و بررس بینیپیش

 رهاپارامت یو تعامل میاثرات مستق میبا ترس  یتکن نیا

 یمجموعه پارامترها ،بعدیسهو  دوبعدی یدر فضاها

مقـدار  نیو کمتـر نیکه بالاتر کندمی دایرا پ یشیآزما

 تجPankajand Awasthi, 2014) کندمی جادیپاسخ را ا

مــدا،  نیتــریعمــوم و نیتــرجیرا از مطالعــه نیــدر ا

 یبنـدفرموا ی، بـراجCCD) 2احی مرکب مرکـزیطر

 سویه جداشده کهازآنجایی استفاده شدت یشیطرا آزما

 یـدتولرشـد و  یبرا امیدوارکننده یدکاند ی  عنوانبه

ــد ــنهــدف ا ،اســت لیپی ــ ی و ی ســنجامکان وهش،ژپ

اسـتفاده از  بـایـد افزایش تولید لیپرشد و   سازیبهینه

 ت بود شوریو نیتروژن مختلف  هایذلظت

                                                   
1 Response Surface Methodology 
2 Central Composite Design 
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 هاروشمواد و 

در  Chlorella vulgaris EP33 سـویه کشت سوویه:

 1999در فلاسـ   جN8 (Hamedi et al., 2012محیط 

ــریمیلی ــدت  لیت ــه م ــه در  14ب ــرایطی ک روز در ش

درجـه  39شده بـود، دمـا  سازیبهینه ترپیشمطالعات 

 8/11و  pH 7لـوکس،  2999، شدت نـور گرادسانتی

 کشت داده شدت  تاریکی/روشنایی

مسـئله  تـرینمهمدر مطالعه حاضر، : طراحی آزمایش

و نیتروژن  ،شوری قداراصلی و متقابل م اثراتبررسی 

 تولید لیپیدبازده  ینبالاتربا  بهینه این متییرها بینیپیش

ــه روش ه و بــود ــایش ب و  ســطح پاســخطراحــی آزم

ت بـدین شده است انجام مرکب مرکزیطرا صورت به

اسـتفاده  12نسخه  Design Expert افزارنرممنظور از 

متییـر  دوبه دنبـاا هـدف افـزایش تولیـد لیپیـد، ت شد

هرکدام در پنج سطح مورد آزمـایش  وژننیترو  شوری

مولـار میلی 19-159 در محدوده شوریاندت قرارگرفته

در  مولـارمیلـی 1/9-19در بـازه  مقادیر نیتروژن نیز و

ساعت  11ها در شرایط ت تمامی آزمایشگرفته شدنظر 

لوکس  2999شدت نور  ،ساعت تاریکی 8و روشنایی 

بـرای  قبلـاًه کـ گرادسـانتیدرجه  39و شرایط دمایی 

اجرا شـدندت شده بود،  سازیبهینه گونهاینبهبود رشد 

سـه عـدد  تعـداد و 1کوچـ  طراحی نو  ،α=2 مقدار

 نظر در کنندهآزمایش یخطا ینتخم یبرا مرکزی نقطه

 تیییر یافتـه کشت هایمحیطبنابراین ت است شدهگرفته

N8  95/5 -575/2-1/9مقــادیر نیتــروژن حــاوی-

-115-89-45-19 شوری و نیز لارمومیلی 525/7-19

بـه  های کشتبه همه محیطتهیه شدت  مولارمیلی 159

از سویه مورد آزمـایش ج 690OD =5/1)میزان یکسانی 

  تلقیح شدت

میزان رشد با خوانش جـذب  میزان رشد: گیریاندازه

ــا کمــ  دســتگاه اســپکتروفتومتر  ــوری ب  ,WPA)ن

                                                   
1 Small design 

S2000 های زمانی نانومتر در توالی 129موج در طواج

 گیری و ثبت شدتمشخص )ی  روز در میانج، اندازه

ــت :لیپیوود میووزان گیریانوودازه ــطها تودهزیس  توس

، Pole Ideal Tajhiz،PIT320R )شـرکت یفیوژسـانتر

ــرانا ــه و  7999 درج ی ــدت  دور در دقیق ــهدق 2م  یق

شستشـو  خالصبار با آب  2، سپس ندشد یآورجمع

به مدت  گرادیسانت درجه 59 یو سپس در آون با دما

از  یچرب یمحتوا یینتع رایت بندخش  شد ساعت 12

 ,Ruangsomboon)اسـتفاده شـد  2بلای و دایر روش

ــهت ج2015 توده گــرم زیســتمیلی 199طور خلاصــه، ب

 19سـپس بـا  .شـد یابو سپس با هـاون آسـ ینتوز

 2ج مخلوط و بـه مـدت 2:1لیتر کلروفرم/اتانوا )میلی

آمده در داخـل دسـتمخلـوط به تورتکـس شـد یقهدق

بـا  ، کـرهجULTRA® ،VGT-180QTD)اولتراسونی  

، دقیقه 19دقیقه با فواصل هر  39مدت به لوهرتزیک 49

 دقیقه استراحت و به همراه یخ، اولتراسـونی  شـدت 5

درصـد  NaCl 2/9درصد حجـم مخلـوط،  25معادا 

 یقـهدور در دق 19999در  یقـهدق 5مدت اضافه شدت به

دقت بـه داخـل فـرف بـه آلـی یـهشـدت لا یفیوژسانتر

ــود ر ایشیشــه ــل وزن شــده ب ــه از قب ــهک ــدت یخت  ش

بـه  2:1بت لیتر مخلوط کلروفرم/اتانوا بـا نسـمیلی 5

بـا  یآلـ یهپلت اضافه شد و مراحل فوق تکرار شدت لا

 یـرهود تبخ یرساعت در ز 24مدت قرار دادن فرف به

 یچربـ یمحتـوا ی،شدت با استفاده از روش وزن سنج

توده به وزن زیست یپیدیعنوان نسبت وزن عصاره لبه

 شدت  یینخش  تع

ازه ت برای تائید نتایج، ی  کشت: مدل پیشنهادی تائید

 299 یلاسـتر N8کشـت  یطدر محـ موردنظر از سویه

ذلظـت نیتـروژن و میـزان شـوری  حـاویلیتری میلی

ــا روش ســطح پاســخ انجــام و مقــدار  پیشنهادشــده ب

تـر گفتـه شـد، پیش آنچـهمحتوای لیپیدی آن مطـابق 

                                                   
2 Bligh and Dyer 
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بـا گیری و تفاوت آن با نتیجه مـدا پیشـنهادی، اندازه

  بررسی شدت t-test استفاده از آزمون نمونه مستقل

 
 آماری تحلیل و تجزیه

  12نسـخه  Design Expert افـزارنرمبا استفاده از  

 هـاآزمایشهر ی  از  شدت تحلیل و تجزیه هادادهکلیه 

پاسـخ  عنوانبـهسه بار انجـام شـد و مقـدار میـانگین 

 گزارش گردیده استت

 نتایج

ــرای  ــینتع ب ــر ن ی ــروژناث ــوری  یت ــر روو ش  یب

C. vulgaris EP33  یطدر شـــرا یافتـــهرشـــد 

بر طبق  شدهآمادهکشت  هاییطمحی ، به فوتواتوتروف

 جـذبسطح پاسـخ بـا  درروش شدهطراحیآزمایش 

و  تلقـیح شـدند نـانومتر 129در  مشـابه تقریبـاًنوری 

روز رشـد  13به مدت ، شدهگفته ترپیش یطتحت شرا

 5نیتروژن و شوری در هـر  تیییرات ذلظت اثر کردندت

بررسـی و نتـایج در  1جـدوا لف مطـابق سطح مخت

 ثبت شدت افزارنرم

های مختلف نیتروژن و شوری بور بررسی اثر غلظت

هـای مختلـف بررسی اثر متقابـل ذلظت  میزان رشد:

نیتروژن و شوری  بر روی میزان رشـد نشـان داد کـه 

کاهش ذلظت نیتروژن و افـزایش میـزان شـوری، اثـر 

ــل ــی قاب ــر رشــد در ط دارد و آن را  روز 13توجهی ب

ج و حـداکثر میـزان رشـد در 1دهد )شـکل کاهش می

های بالـای نیتـروژن و پـایین شـوری حاصـل ذلظت

 تشودمی
  

 جلبـ ریزبـر رشـد و مقـدار لیپیـد در نیتـروژن سطح پاسخ برای بررسـی اثـر شـوری و  درروش شدهتعیینسطوا  :1جدول 
C. vulgaris EP33 

 بیشترین + آلفا مرکزی آلفا - کمترین متییرها

 159 115 89 45 19 مولارج)میلی ذلظت سدیم کلراید

 19 525/7 95/5 575/2 1/9 )میلی مولارجنیتروژن ذلظت 

 

 
 بر رشد نیتروژن برای اثر دو متییر شوری و  سطح پاسخ روش  بعدیدونمودار  :1شکل 
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 رشد سازیبهینهایج سطح پاسخ نت تحلیل و تجزیه

ج نحوه ارتباط پارامترهای مستقل و پاسـخ را 1معادله )

 ت دهدمینشان 

 ج1)معادله 

B×27/1 + (A×85/2-  میزان رشد +24/5 +ج = 

مقـدار ذلظـت نمـ  برحسـب  Aدر این معادلـه  

ــی ــار و میل ــروژن برحســب  Bمول ــت نیت ــدار ذلظ مق

اسـاس میـزان مولار استت همچنین میزان رشد برمیلی

تحلیـل  نانومتر استت 129جذب نوری در طوا موج 

 دهـدمینشـان  Design Expert افزارنرمآماری توسط 

تطـابق بسـیار درصد،  25با سطح اطمینان  خطیمدا 

برای این   Pآزمایشگاهی داردت مقدار  هایدادهخوبی با 

 دارمعنـی دهندهنشانکه  باشدمی 95/9معادله کمتر از 

که معادلـه مـدا نشـان  طورهمانت باشدمی بودن مدا

رابطه مسـتقیم و نیتروژن میزان رشد با ذلظت  دهدمی

 نمـ با شوری نسبت عکس داردت همچنـین ذلظـت 

شرایط بهینه پیشنهادی بـرای  ستتادارای اثر بیشتری 

و شوری به ترتیب نیتروژن حداکثر رشد، برای دو متییر 

 234/9مطلوبیـت  میلی مولار با میـزان 9و  19مقادیر 

مربوط به  Pو  Fمقادیر  پیشنهاد شدت افزارنرمتوسط این 

 مدا پیشنهادی صحت کافی را دارا دهدمیمدا نشان 

 دارمعنـیمقدار عـدم تطـابق  آنجاکه ازت همچنین است

 کاملــاًمــدا  یهــادادهکــه  دهــدمی، نشــان باشــدمین

 2791/9برای این مـدا   2Rمقدار  استت اطمینانقابل

دهد مـدا پیشـنهادی بـه خـوبی که نشان می باشدیم

بینی کرده و صـحت های آزمایش را پیشتواند دادهمی

موج در طوا یجذب نور یانگینم تشودبرازش تایید می

 1791/9و  24/5 یبترتبه یارنانومتر و انحراف مع 129

 تباشدیم

بـا دو مـدا پیشـنهادی  تائیدون تجربی جهت آزم 

رشـد انجام شد که میـزان  ز متییرهاا شدهتعیینکمیت 

 129 مـوجطوادر  537/14 ±275/9 نـوری جذببا 

 یـزانم باآمد که در مقایسه  دستبه 13در روز  نانومتر

تفاوت بود،  221/14که مقدار  افزارنرماز  آمدهدستبه

و نشـان از کـاربردی بـودن مـدا  نداشـت یدارمعنی

 پیشنهادی داردت

بور  یو شورنیتروژن لف مخت هایغلظتاثر  یبررس

ج نشـان 3طور که شـکل زیر)شـکل همان :لیپید یزانم

در  گرم بر گرم وزن خش جدهد روند تولید لیپید )می

های نیتروژن و شوری مختلف متفـاوت اسـت ذلظت

هــای بالــای نیتــروژن، افــزایش کــه در ذلظتطوریبه

شـودت ولـی شوری منجر به افزایش میزان لیپید کل می

ای پایین نیتروژن با افزایش شوری کاهش هدر ذلظت

 دهدتمحتوای لیپید ر  می

 
 بر محتوای لیپید نیتروژن برای اثر دو متییر شوری و  سطح پاسخ روش  بعدیسهنمودار  :2شکل 
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 تولید لیپید سازیبهینه نتایج سطح پاسخ وتحلیلتجزیه

پاسـخ را ی مستقل و نحوه ارتباط پارامترها ج2)معادله 

 ت دهدمینشان 

 
 ج2)معادله 

 (2B× 9253/9 -2) + جA  × 9299/9 -ج + AB × 9599/9 + 

B × 1929/9 + (A× 9523/9 -مقدار لیپید3121/9 + ج = + 

 

مقدار ذلظت نم  برحسب میلی  Aدر این معادله  

مقدار ذلظت نیتروژن برحسب میلی مولـار  Bمولار و 

گرم بر گرم وزن بر حسب  پیدیمقدار لاستت همچنین 

 استت خش 

ذلظـت  دهـدمیکه معادله مـدا نشـان  طورهمان 

نسبت به تیییـرات ذلظـت  دارای اثر بیشترینیتروژن 

 Designافـزارنرمتحلیـل آمـاری توسـط  ستتا نم 

Expert  با سـطح اطمینـان  2مدا درجه  دهدمینشان

ی آزمایشگاه هایدادهدرصد، تطابق بسیار خوبی با  25

 باشـدمی 95/9برای این معادله کمتر از  P داردت مقدار

ت جـدوا باشـدمیبـودن مـدا  دارمعنی دهندهنشانکه 

ANOVA  برای اثر این دو متییر بر رشد در زیر آورده

جت شرایط بهینـه پیشـنهادی بـرای 2شده است )جدوا 

ــر  ــرای دو متیی ــروژن حــداکثر رشــد، ب و شــوری نیت

ــزان میلــی 115و  19ترتیــب مقــادیر بــه ــا می ــار ب مول

پیشـنهاد شـدت  افـزارنرمتوسط ایـن  821/9مطلوبیت 

مـدا  دهـدمیمربـوط بـه مـدا نشـان  Pو  Fمقادیر 

ت همچنــین باشــدمیپیشــنهادی صــحت کــافی را دارا 

، نشـان باشـدمین دارمعنیمقدار عدم تطابق  که ازآنجا

 اسـتت اطمینـانقابل کاملـاًمـدا  هـایدادهکه  دهدمی

کـه نشـان باشـد می 2242/9برای این مدا   2Rمقدار 

 یهـاداده توانـدیم یبـه خـوب یشنهادیمدا پ دهدیم

 ییـدکـرده و صـحت بـرازش تا بینـییشرا پ یشآزما

بر حسب گرم بر گرم کل  یپیدمقدار لمیانگین  تشودیم

و  3127/9ترتیــب معیــار بــهو انحــراف وزن خشــ  

 باشدتمی 9157/9

بـا دو دا پیشـنهادی مـ تائیدون تجربی جهت آزم 

 محتوای لیپیدانجام شد که  از متییرها شدهتعیینکمیت 

 13در روز گرم بر گـرم وزن خشـ   913/9±529/9

از  آمدهدسـتبه یـزانم بـاآمد که در مقایسـه  دستبه

بود، گرم بر گرم وزن خش   593/9که مقدار  افزارنرم

 تنداشت یدارمعنیتفاوت 

ودار رشد و محتـوای همچنین با مقایسه هر دو نم 

ــد در شــرایط  ــروژن لیپی ــت نیت ــار و  19ثاب ــی مول میل

دریافت  توانمیج 3مختلف شوری )شکل  هایذلظت

 طوربـه توانمی میلی مولار 45که در شوری در حدود 

همزمان هم رشد و هم محتوای لیپید مطلوبی داشـتت 

برای اثبات این نتیجه، یـ  آزمـایش تجربـی بـا ایـن 

شد که نتایج رشد و محتوای لیپیـد بـه  انجام هاذلظت

گـرم بـر  425/9 ± 994/9و  14/11 ± 123/9 ترتیب

بود که با نتایج مدا پیشنهادی )رشد گرم وزن خش  

ج تفـاوت 412/9و  32/11و محتوای لیپید بـه ترتیـب 

 تگردید تائیدو صحت مدا  ی نداشتدارمعنی
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 ثابتنیتروژن توای لیپید بر اساس تیییرات شوری و در ذلظت نمودار رشد و مح :3شکل 

 

 بحث

ــر  ــژوهش اث ــن پ ــش در ای ــروژن  نق  شــوری ونیت

اصـلی  باهدف C. vulgaris EP33 ریزجلب  درکشت

در حضور مقادیر  افزایش محتوای لیپیدبررسی رشد و 

 مورد بررسی قرار گرفته اسـتتمتفاوت این دو فاکتور 

C. vulgaris،  برای  سازگاری یتقابلبا  ب ریزجل ی

 در گـرم 59تـا 9های با میزان شـوری رشد در محیط

 رشد نر  هاریزجلب جت Shen et al., 2015) است لیتر

بـه سـایر منـابع  را نسـبت بالاتری تودهزیست تولید و

 بـرای جـایگزینی منبع تواندیم که دهندمی لیپید نشان

 در الیپیـده بالـای سـطوا دلیـل به زیستی محصولات

 حـاوی کشت هایمحیط این، بر علاوهت باشد هاسلوا

ــرای نیتــروژن زیــاد مقــدار  رشــد افــزایش ســرعت ب

ت هسـتند ترمناسـب تودهزیسـت تولیـد و هاریزجلب 

در جهـت  هـاتنشو  میـذی مـواد محدودیت شرایط

 میـذی مـواد سـازیبهینه هسـتندت کارآمـد لیپید تولید

تابولی  برای با هدف تیییرات م هاریزجلب  درکشت

 اسـتفاده سـازینهزم تواندیمتولید محصولات با ارزش 

 هااکسـیدانیآنت ،پـروتئین ،تولیـد لیپیـد در هـاآن بهتر

 ,.Yaakob et al)و ذـذایی باشـد  دارویی کاربردهای

  تج2021

و مناسب اسـت و  مؤثر یروش سطح پاسخ، روش 

 یرهـایمتی یینتعمانند  یشتریب یایمزا یدارا ینهمچن

کاهش  ینها و همچنپاسخ رب هاآنمتقابل  یرمؤثر و تأث

نسـبت بـه یش و زمان بـا حـداقل تعـداد آزمـا ینههز

 ,Fawzyand Alharthi)مرســوم اســت  یهــاروش

بررســی اثــر  منظوربــه یــقتحق یــنا ین،ت بنــابراج2021

ذلظت نیتروژن و شوری بر روی رشد و محتوای لیپید 

 تسطح پاسخ متمرکز شدروشبا  سازیینهبه یقطر از

نتـایج ، شـودمیمشاهده  1که در شکل  طورهمان 

در شـوری کـه  دهـدمیحاصل از این بررسـی نشـان 

ــداقل و  ــروژن ح ــدی نیت ــم، رش ــهک ــط  طورب متوس

(81/2OD=  حداکثر نیتروژن ج و در شوری حداکثر و

حـالی ج بـودت ایـن در =77/2ODنیز رشد بسیار کـم )

حداکثر بالاترین نیتروژن شوری حداقل و  که در است

ولی در شوری  مشاهده شدت ج=22/14ODمیزان رشد )

کامل متوقف و  طوربهحداقل، رشد نیتروژن حداکثر و 

را در پیش گرفتند که  مرگ به روروند  هاسلواسپس 

این مسئله به دلیل عدم شرایط لازم برای تحمل فشـار 

ت این روند ست اهسلوااسمزی ناشی از شوری توسط 

مولـار و میلی 7کمتر از نیتروژن ذلظت  که صورتی در

مولـارج میلی 89-159مقدار شوری از متوسط تا زیاد )
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و همکاران در  Tavaresباشد، به همین صورت استت 

ــاا  ــد  2923س ــاهده کردن ــداکثر مش ــه ح ــدتولک  ی

بـا  یمـاردر ت یـدهاو کاروتنوئ هـاکلروفیل، تودهزیست

 Tavares) است C. vulgarisدر  یتروژنن ترذلظت بالا

et al., 2023ــه  تج ــام شــد ک در مطالعــه دیگــری اعل

 یرشد سلول یدمنجر به مهار شد یتروژناز ن یتمحروم

ــــبو تخر ــــد ی ــــلکلروف یدش ــــلوا ی  یهادر س

C. zofingiensis کـه در  ت این محققان اعلام کردنددش

شرایط فقدان نیتروژن، میزان رشد در روز دهم کشت، 

گرم در لیتر بـه  1/3و از  برابر کاهش یافت 4بیش از 

در مطالعه  جتZhu et al., 2014) گرم در لیتر رسید 7/9

انجـام شـد، محققـان بـا  2917دیگری کـه در سـاا 

توسط سدیم کلراید  شده ایجادافزایش ذلظت شوری 

را در منحنـی  ایملاحظـهقابلکاهش و پتاسیم کلراید، 

توسط هر دو عامل شوری مشاهده  C. vulgarisرشد 

ت در این مطالعه از فاضلاب مصنوعی بـه عنـوان کردند

استت میزان کاهش رشد در  محیط کشت استفاده شده

 43محیط حاوی نم  در مقایسه با محیط فاقد نمـ  

کـه  طورهمـانت جChurch et al., 2017)درصـد بـود 

نشان در این مطالعه معادله مدا نیز اشاره شد،  ترپیش

و با  یمرابطه مستقنیتروژن رشد با ذلظت  یزانم داد که

و همکـاران در  Yaakobنسـبت عکـس داردت  یشور

مقـدار بیـومس ارتبـاط  گزارش دادند کـه 2921ساا 

دارد کشــت  یطدر محــ نمســتقیمی بــا مقــدار نیتــروژ

(Yaakob et al., 2021یطمطالعـه، در شـرا یـنا در تج 
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کـه بـا نتـایج سـایر  مشـاهده شـدکاهش رشـد برابر 

 پژوهشگران همخوانی داردت

 یـوارهدبه دلیل سـختی  .Chlorella sp یهاسلوا 

ت دارنـدحجم سلوا  ییردر تیمحدودی  ییتوانا یسلول

و  یاملـاا آلـ یـدتول یـقطر از یاسمز یم، تنظروازاین

 یحفـ  هموسـتاز اسـمز یبرا یمعدن هاییونتجمع 

از مــواد  ینو لوســ یــزینل ین،ت پــرولشــودمیاســتفاده 

که وابسته به ذلظـت نیتـروژن  اسمز است کنندهتنظیم

تجمع  یسبز تحت تنش شور هایجلب ت اکثر هستند

 ,.Shetty et al) دهنـدمیرا نشان  یپیدهااز ل یمشخص

کـه در ایـن مطالعـه  رسـدمیبه نظـر  درواقع تج2019

اسمولایت اصلی در تنظیم فشار اسمزی داخل سـلوا 

دارای نیتروژن هستند که  هایمتابولیت، ریزجلب این 

تولید ایـن صورت فقدان و یا کمبود نیتروژن، توان در 

 تمیردمیرا ندارند و سلوا  هامتابولیت

با توجه به نو  گونه مورد مطالعـه نـو  پاسـخ بـه  

 Shetty et)تواند متفـاوت باشـد یمی محیطی هاتنش

al., 2019ده شد که به علـت ت در این مطالعه نشان داج

های بالای نم  و کم نیتروژن، مرگ سلولی در ذلظت

 19میزان محتوای لیپید بسیار کم بودت ولی در ذلظـت 

میلی مولار نیتروژن کـه معـادا ذلظـت آن در محـیط 

کشت این ریزجلبـ  اسـت و در شـوری بالـا میـزان 

محتوای لیپید به حـداکثر مقـدار خـود رسـید کـه بـا 

 2912و همکــاران در ســاا  Hopkinsای کــه مطالعــه

 تجHopkins et al., 2019) انجام دادند، مطابقت دارد

بالـا  یانـرژ سـازییرهذخ یباتعنوان ترکبه یپیدهال 

 یطجلب  در شرا یهاکه سلوا یو زمان شوندیم یدتول

 کههنگامی تشوندینامطلوب قرار دارند، سنتز م یطیمح

 ین، اشوندمیمنتقل  ینهبه یطبه شرا یجلبک یهاسلوا

ت گیرنـدمیقـرار  اسـتفاده مـورد یپیـدیل هـایمولکوا

 یپیدنکته مهم است که تجمع ل ین، توجه به احاابااین

وجود ندارد و این یافتن گونه توانمند  هاجلب در همه 

 ,.Shetty et al) کندیمدر تولید لیپید را دارای اهمیت 

انجـام شـد،  2917کـه در سـاا  ایمطالعهدر  تج2019

و  C. vulgaris شـامل یزجلبـ ر یهدو سـومحققـان 

Acutodesmus obliquus کشـت  یطدر محBG11  بـا

ت دادندرشد  NaClمولار  4/9تا  91/9 ینب یتنش شور

  A. obliquusو  C. vulgarisدر  یچرب محتوای ینبالاتر

 4/9با  شده اصلاا BG11درصد در  43و  42 ترتیببه

که این تفاوت میتواند به علت تفاوت  بود NaClمولار 
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در شرایط کشت از جملـه نـو  محـیط کشـت مـورد 

در مطالعه  تجPandit et al., 2017) استفاده و سویه باشد

ــاا  ــه در س ــد، پژوهشــگران از  2914ای ک انجــام ش

Chlorella pyrenoidosa  در شرایط هتروتروف برای

عه اسـتفاده کردنـد و مشـاهده کردنـد کـه در این مطال

شرایطی که تمامی مواد ذذایی فراهم است، بیومس در 

گرم بر لیتر رسید در حالیکه  88/9به  32/9روز هفتم از 

گرم بـر لیتـر  14/9در شرایط فقدان نیتروژن، به میزان 

رسیدت همچنین محتـوای لیپیـد کـل در روز هفـتم در 

 12/12ان نیتروژن به ترتیب شرایط دارای نیتروژن و فقد

 ت جFan et al., 2014)درصد بود  14/42درصد و 

تیمار  که اند داده نشان مطالعات از بسیاری کنونتا 

 هـاریزجلبـ  در را لیپیـدها سـنتز شـدت با نم  به

کندت در می مهار نیز را سلولی رشد اما کند،می تقویت

انجام شـد، محققـان  2921مطالعه دیگری که در ساا 

ای که از منطقه .Chlorella spای از با کشت ی  گونه

لـار مو 8/9تـا  9هـای بیابانی جداشده بود، در ذلظت

سدیم کلراید در یافتند که بالاترین میزان رشد و لیپیـد 

ت آنها مشاهده کردند که استمولار  2/9کل در ذلظت 

کـه طـوریهبـ تهای بالا رشد کـاهش یافـتدر ذلظت

ــوری در طــوا مــوج  ــامنومتر در روز  189جــذب ن ن

مولار  8/9و تیمار  2/9دوازدهم در نمونه کنترا، تیمار 

همچنین بودت  4/9و  75/9، 1/9یب ترتبه یدکلرا یمسد

درصـد و در  18محتوای لیپیدی نیز در گـروه کنتـرا 

تفاوت در پاسـخ درصد رسیدت  21مولار به  2/9تیمار 

به سـویه و شـرایط  مقدار زیادیبه استرس شوری به 

دسـت به یجنتـات ج2021Li et al ,.)کشت بستگی دارد 

 یـدرا تائ یقبلـ یقـاتتحق یجپژوهش نتـا ینآمده در ا

کمتر بـه  یشینتفاوت که در مطالعات پ ینبا ا نمایدیم

بر رشـد و  یتروژنو ن یشور یرهمزمان دو متی یبررس

رو  یـنپرداخته شـده اسـت و از ا یپیدل یمحتوا یدتول

 استت ینوآور یمطالعه دارا ینا
 

 ایینه گیرینتیجه

 طورهمـانبر اساس نتایج حاصل از این پژوهش،  

بـا اسـتفاده  توانمی، شده دادهنیز نشان  3که در شکل 

شد که البته این کل از تنش شوری باعث افزایش لیپید 

ــروژن اســت کــه  یدر صــورت ــازم جهــت بقــای نیت ل

ی جهت مقابله بـا فشـار اسـمزی ریزجلبک یهاسلوا

، در دسـترس هایتاسـمولا ینتـأمناشی از شوری بـا 

مقادیر نیتـروژن و  سازیبهینهوان با تمیسلوا باشد و 

 شوری میزان رشد و تولید لیپید را افزایش دادت
 

 سپاسگزاری

 ،وم پایـه کـاربردیاز پژوهشـکده علـ یسندگاننو 

 یو فنـاور یقاتو وزارت علوم، تحقی دانشگاه جهاد

 تکنندیم یپژوهش قدردان یناز ا یمال یتحما یبرا
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