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  1397خرداد  تاریخ پذیرش:                                                   1397فروردین تاریخ دریافت:  

 
 چکیده

نوری  دورهلیتر( و گرم بر   میلی 20–60گرم بر لیتر(، غلظت فسفات )  میلی 750–2250در این پژوهش، تاثیر غلظت نیترات )
با استفاده از روش طراحی مرکب  Chlorella vulgarisجلبک   ساعت روشنایی( بر رشد و میزان چربی و کلروفیل ریز 8–24)

مورد بررسی قرار گرفت. صحت مدل کوادراتیک مورد استفاده برای توصیف تاثیر متغییرهای ورودی در  (CCD)مرکزی 
و آنالیز واریانس و آنالیز رگرسیون تایید شد. نتایج این تحقیق نشان داد که  Fه از آزمون های مشاهده شده با استفاد پاسخ

 16نوری  دورهدرصد( در  34/15میلیون سلول در میلی لیتر( و همچنین حداکثرکلروفیل کل ) 88/255حداکثر نرخ رشد )
گرم بر لیتر( حاصل شد.   میلی 40ی فسفات )  اولیهگرم بر لیتر( و غلظت   میلی 1500ی نیترات )  ساعت روشنایی، غلظت اولیه

گرم بر لیتر( و   میلی 750ی نیترات )  ساعت روشنایی، غلظت اولیه 24نوری  دورهدرصد( در  17/ 74حداکثر میزان چربی کل )
جهت دستیابی نیترات و فسفات و دوره نوری    های بهینه  گرم بر لیتر( حاصل شد. غلظت  میلی 20ی فسفات )  غلظت اولیه

 همزمان به حداکثر تراکم سلولی، کلروفیل کل و چربی کل نیز مورد بررسی قرار گرفت. 

 
 شیمیاییبیوترکیبات  ،کلرلا ولگاریس، ای  تغذیهشرایط محیطی و  کلیدی:لغات 
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 مقدمه

جلبک ها امروزه کاربردهای فراوانی در زنددگی انسدان هدا    
جمله بدرای تدامین غدذای انسدان و حیدوان و      دارند که از 

آبزیان، در صنایع بهداشدتی و دارویدی، در صدنایع تهدفیه     
د. در نفاضلاب و اخیرا برای تامین سوخت استفاده می شدو 

درصد چربی و نوع ترکیدب   ،شرایط عادی و اپتیمم پرورش
لدذا سد ی    .مناسدب نیسدت  چنددان  برای سدوخت  جلبکها 

ای و محیطی درصدد   تغذیهات تغییرشود با ایجاد برخی  می
 ,.Yoshioka et al) ادچربی ریزجلبدک هدا را افدزایش د   

تدر    ها پدایین   هنگامی که شرایط محیطی ریزجلبک. (2012
هدا تغییدر الگدوی      لبدک از حد ایده آل باشدد واکدنش ریزج  

هدا تحدت شدرایط      یزجلبدک که ر  لذا زمانی. متابولیتی است
استرس محیطی باشند ترکیبات مواد مغذی تولیددی آنهدا   
تغییر می نماید. در مطال ات گذشته ثابت شدده اسدت کده    
تغییر در میزان نیتدرات در درجده اول و تغییدر فسدفات و     
دوره نوری و سایر مواد مغذی با درجدات کمتدر منجدر بده     

ش هدای  پدژوه تغییر متابولیت هدای جلبکهدا مدی گدردد.     
نشان داده است که کمبود نیترات منجر به کداهش   پیشین

قابل ملاحظده درصدد پدروت ین و در عدوز افدزایش زیداد       
درصد چربی جلبکها بخهدو  از ندوع تدری گلیسدیرید و     

. (Saha et al., 2013)اسیدهای چرب غیراشباع می گردد
ات منجر به افدزایش میدزان کربوهیددرات    ولی کاهش فسف

 ندوع هددم مدی تدوان بدا      با توجهجلبک ها می گردد. لذا 
متنوع به ترکیبات و مواد  ای  تغذیهایجاد شرایط محیطی و 

امروزه جلبک هدا راکتورهدای    ،متنوع دست یافت. در واقع
زیستی محسوب می گردند که برحسب نوع مواد ورودی به 

ی اولیه و ثانویه نهدایی تولیددی   محیط کشت، متابولیت ها
 Markou and)توسددط جلبددک مشددخر مددی گددردد.  

Nerantzis, 2013)       ذکدر ایدن نکتده ضدروری اسدت کده .
ل فقر نیترات می یاز قب ای  تغذیهاگرچه با ایجاد کمبودهای 

توان میزان چربی جلبک ها را بده حددی افدزایش داد کده     
اما کمبود  ،قابل استفاده ب نوان سوخت های زیستی باشند

مواد مغذی همزمان منجر به کاهش شدید رشد جلبک هدا  
تحقیقدات جهدت یدافتن شدرایط     نیز می گردد. لذا نیاز بده  

بهینه برای رشد جلبکها به منظدور بهینده کدردن شدرایط     
ای که نه تنها درصد چربدی جلبدک افدزایش     باشد بگونه می

یابد بلکده رشدد جلبدک نیدز در حددی باشدد کده از نظدر         
اقتهادی و در مجموع تولید کدل بیومداس ضدربدر درصدد     

 چربی جلبک، در حد قابل قبولی باشد.   
ه برای مطال ه همزمدان چندد عامدل وجدود دارد     مشکلی ک

نیاز به تکرار و تیمارهای زیاد و درنتیجه هزینه هدای زیداد   
 می باشد که گاهی امکدان انجدام آندرا نداممکن مدی سدازد      

(Chu et al., 2013).   در سالهای اخیر روشهای جدیددی
برای جایگزین روش های مطال ده سدنتی شدده اسدت کده      
یکی از این روش ها استفاده از تکنیک رویده سدطپ پاسدخ    

Response surface methodology (RSM)   می باشدد
(Xin et al., 2010). 

لذا هدم از انجام این تحقیق بررسی تاثیر سطوح مختلدف  
 منبع نیتروژن، فسفر و دوره نوریو بررسی برهمکنش آنهدا 

 C. vulgaris زجلبکیرمیزان چربی و کلروفیل  و رشد بر
با استفاده از رویه سطپ پاسدخ و طراحدی مربدع مرکدزی و     
گزارش تیمارهای با بیشینه رشد و بیشینه تولیدد چربدی و   

 یل می باشد.کلروف
 

 مواد و روش کار
  C. vulgaris تهیه و کشت ریز جلبک

   از دانشددکدهC. vulgaris ی ریزجلبددک   اسددتوا اولیدده
 داروسازی دانشگاه علوم پزشدکی شدیراز تهیده شدد و بده     

منظور کشت و پرورش به بخش مهندسی و منابع طبی دی  
محدیط  دانشکده کشاورزی دانشگاه شدیراز  انتقدال یافدت.    

جهدت کشدت اولیدده   در شدرایط اسدتریل    BG–11 کشدت 
 شد.   استفادهریزجلبک 

 

طراحی آزمایش و تعیین سطوو  متللطن نیلطرا      
 فسفا  و دوره نوری 

   نیتدرات، غلظدت اولیده      سه متغیر اصلی شامل: غلظت اولیه

برای بررسی مقدار تداثیر گدذاری بدر     ،نوری دورهفسفات و 

رای بررسدی تداثیر   در نظر گرفتده شدد. بد    ،متغیرهای پاسخ

های خروجی مورد نظر   های ورودی بر متغیر  همزمان متغیر

+( از طدرح  1( و بدالا ) 0(، متوسط )-1در سه سطپ پایین )

 Methodology Response)سدطپ پاسدخ      آماری رویده 
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Surface با کمک نرم افزار )Design Expert (version 

شدد   طراحدی مرکدب مرکدزی اسدتفاده       و به شیوه .8(0.3

(. در این طرح آماری برای انجام آزمایشات مورد 1)جدول 

نظر با سده متغیدر ورودی در سده سدطپ م دین شدده، در       

پیشدنهاد شدد   آزمایش توسط نرم افزار آماری   20مجموع 

 (.2)جدول 

نیلرا   فسفا  و دوره نوری واحدهای دامنه تغییرا   :1جدول

 آزمایشی
Table 1: Range of input variables including nitrate, 

phosphate and photoperiod. 

 دامنه فاکلور

 1-  0 1+  

گرم/لیتر(نیترات )میلی  750 1500 2250 

گرم/لیتر(فسفات )میلی  20 40 60 

 24 16 8 دوره نوری )ساعت(

 
برای پاسخ های تعداد سلول   بینی شدهو مقادیر واقعی و پیش های ورودی طراحی مرکب مرکزی. مقادیر پیشنهادی ملغیر2جدول 

 C. vulgarisجلبک  میزان کلروفیل و درصد چربی در ریز

Table 2: Predicted and observed values of response variables including cell count, total chlorophyll and total lipid in 

C. vulgaris 
 هشمار

 آزمایش
جلبک ل ریزتعداد سلو های فرآیندمقادیر ملغیر

 )میلیون در میلی لیلر(

کلروفیل کل )میلی گرم 

 بر لیلر(

 چربی )%(

 X1 X2 X3 آزمایش تتمین آزمایش تتمین آزمایش تتمین 

1 1500 40 16 16/97 88/91 67/4 91/4 52/9 38/9 

2 1500 20 16 82/93 28/87 86/3 65/3 36/7 17/8 

3 1500 40 16 14/87 28/91 21/4 66/3 46/10 58/10 

4 2250 20 8 00/100 88/113 84/3 57/5 60/8 25/8 

5 750 20 24 76/152 08/141 11/9 71/7 03/17 74/17 

6 2250 20 24 22/188 28/186 30/11 18/12 04/12 28/12 

7 750 20 24 74/126 48/135 12/7 68/7 04/16 58/15 

8 2250 60 8 40/178 88/185 74/9 84/9 34/11 83/11 

9 2250 60 24 00/141 08/145 52/10 68/11 68/14 45/14 

10 750 60 8 16/165 28/152 43/11 92/8 25/11 05/10 

11 1500 40 16 44/230 88/255 85/14 34/15 96/12 33/11 

12 1500 40 24 52/220 28/186 84/13 01/12 09/13 28/13 

13 1500 60 16 28/100 08/94 56/4 35/3 77/8 32/8 

14 1500 40 16 28/167 68/164 73/9 59/9 89/13 90/12 

15 750 40 16 15/192 88/203 86/12 23/15 89/12 94/12 

16 750 60 24 15/192 88/213 43/9 25/12 89/12 18/12 

17 1500 40 16 13/171 23/173 87/11 23/12 89/12 49/13 

18 1500 40 8 15/192 88/177 86/12 77/12 89/12 52/14 

19 2250 40 16 15/192 88/201 86/12 09/13 89/12 11/14 

20 1500 40 16 15/192 08/169 86/12 62/12 89/12 95/12 

X1میلی گرم بر لیتر(؛  : غلظت اولیه( نیتراتX2؛  : غلظت اولیه)میلی گرم بر لیتر ( فسفاتX3دوره : .)نوری )ساعت 
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 های ریزجلبک  شمارش سلول
های جلبک به دو روش لام هموسدایتومتر و    شمارش سلول
نانومتر و با رسم منحنی  680در طول موج  کدورت سنجی

انجدام شدد )فرامدرزی و    ار سداعت یکبد   12و هر استاندارد 
 (.  1389همکاران، 

 

و  فسططفا  واکنشطط ر   انططدازه گیططری نیلططرا    
 )ارتوفسفا (

نموندده هددا بدده روش اسددتاندارد  و فسددفات میددزان نیتددرات
(Greenberg and Clesceri, 1992)  نحندی  و با تهیده م

اسددتانداردو محلددول هددای واکنشددگر طبددق دسددتورال مل  
 سنجش شد. سنجی   و به روش رنگ پیشنهادی

 

 سنجش چربی کل 

 (Mujtaba et al., 2012)میدزان چربدی کدل بده روش     
میلی لیتر نمونه در فاز ایسدتایی  50گیری شد. ابتدا  اندازه

سدانتریفیوژ   g  17000دقیقده در   5برداشته و بده مددت   
انجام گردید. پس از انجام سانتریفیوژ، محلدول بدالایی دور   
ریخته شد و محلول جدید با ترکیبات آب مقطر، کلروفدرم  

فه گردید. (، به نمونه اضا1، 1، 9/0های )  و متانول با غلظت
سدانتریفیوژ   g 17000دقیقده در   5سپس نمونه به مددت  

انجام شد. نهایتا جهت محاسبه چربدی، تفداوت وزن نمونده    
 گیری شد.  قبل و ب د  از حلال پرانی اندازه

 

 اندازه گیری کلروفیل
 انددازه  (Chen and Pei, 2016)کلروفیل بده روش  میزان 

میلی لیتر محلول ریزجلبک برداشدته   20گیری شد.  ابتدا 
دقیقده سدانتریفیوژ گردیدد.      10به مدت  g  10000و  در 

و اضدافه نمدودن دی متیدل     مایع رویدی پس از دورریختن 
جذب ندوری  فرمامید و سایر پروسه ای پیشنهادی پروتکل 

نددانومتر بددا اسددتفاده از  5/664 و 647هددای   در طددول مددوج
بده   bو  aکلروفیدل     سپکتروفتومتر قرایت شدند. محاسدبه ا

 شود:  انجام می ذیل   شیوه
 

 a( = کلروفیل 7/12 ×  5/664)جذب نوری در طول موج  – (79/2 × 647)جذب نوری طول موج 

 b( = کلروفیل 7/20 × 647)جذب نوری طول موج  –( 62/4 × 5/664جذب نوری طول موج (

 ( = کلروفیل کل90/17×647( + )جذب نوری طول موج 80/8×5/664جذب نوری طول موج (
 

 
 نتایج 
شدود بدین مقدادیر      مشاهده مدی  2 طور که در جدول  همان

بینی شده تفداوت کمدی وجدود دارد      راندمان واق ی و پیش
دقت بالای مدل در تخمین متغیدر پاسدخ      که نشان دهنده
 جلبک( است.  )ت داد سلول ریز
( کده بده منظدور تاییدد     ANOVAانس )جدول آنالیز وارید 

 .Cجلبدک    اعتبار مدل جهدت بررسدی ت دداد سدلول ریدز     

vulgaris     3جددول   مورد اسدتفاده قدرار گرفتده اسدت در  
   پددس از آنددالیز واریددانس، م ادلدده نشددان داده شددده اسددت.

1رگرسیون بدست آمد که ضریب همبستگی
را  9/0بدالای   

 دهد.  نشان می
 

                                                           
1
 Residual 

فرآیند بر تعداد سلول  های اصلی  تاثیر ملغیر
 C. vulgarisجلبک   ریز

هدای اصدلی بدر ت دداد سدلول        تاثیر سطوح مختلف متغیدر 
 1( نمایش داده شده اسدت. شدکل )  1جلبک در )شکل   ریز

هدای مختلدف نیتدرات بدر ت دداد سدلول         الف(، تاثیر غلظت
نیتدرات     دهد. با افزایش غلظت اولیده   جلبک را نشان می  ریز
جلبک افزایش   ی گرم بر لیتر، ت داد سلول ریزمیل 1500تا 
نیتدرات ت دداد      یابد، اما در ادامه با افزایش غلظت اولیده   می

ب(، تداثیر   1یابدد. شدکل )    جلبدک کداهش مدی     سلول ریدز 
جلبدک را    های مختلف فسفات بر ت دداد سدلول ریدز     غلظت

   میلدی  20فسدفات از     دهد. با افزایش غلظت اولیه  نشان می
بدر لیتدر، ت دداد سدلول       گدرم     میلدی  40بر لیتدر بده      م گر
فسفات    اما با افزایش غلظت اولیه .یابد  جلبک کاهش می  ریز
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بدر لیتدر ت دداد       گدرم   میلدی  60بر لیتر به     گرم  میلی 40از 
ج(، تداثیر   1شدکل )  .یابدد   جلبک افزایش می  های ریز  سلول
را نشدددان  جلبدددک  ندددوری بدددر ت دددداد سدددلول ریدددز دوره

ساعت ندرخ رشدد و    18دهد. با افزایش زمان نوردهی تا   می
یابد و پس از آن روندد نزولدی در     ها افزایش می  ت داد سلول

 شود.   ها مشاهده می  جلبک  ت داد سلول ریز
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 C. vulgarisجلبک تعداد سلول ریزهای اصلی فرآیند بر تاثیر ملغیر .1شکل 

Figure 1: The effects of different levels of input variables on the cell count of  C. vulgaris. 

 
های فرآیند برای تعداد سلول   بهینه سازی ملغیر

 C. vulgarisجلبک   ریز
جلبک در شرایطی بدست آمد کده    ت داد سلول ریز   بیشینه

   ظت اولیهگرم بر لیتر(، غل  میلی 1500غلظت اولیه نیترات )
سداعت(  16ندوری )  دورهگرم بر لیتدر( و    میلی 40فسفات )

 88/255جلبدک    بودند. در این شرایط بیشدینه ت دداد ریدز   
 بینی گردید.    میلیون در میلی لیتر پیش

 
 بررسی میزان کلروفیل کل 

شدود بدین مقدادیر      ملاحظه مدی  2گونه که در جدول   همان
اوت کمدی وجدود دارد   بینی شده تفد   راندمان واق ی و پیش

دقت بالای مدل در تخمین متغیدر پاسدخ      که نشان دهنده
جدددول آنددالیز واریددانس   )میددزان کلروفیددل کددل( اسددت. 

(ANOVA  که به منظور تایید اعتبار مدل جهت بررسدی )
مدورد   C. vulgarisجلبدک    میزان کلروفیدل کدل در ریدز   

نشدان داده   3جددول    شدده اسدت در  استفاده قرار گرفتده  
پس از آندالیز واریدانس، م ادلده رگرسدیون بده       .سته اشد

را نشدان   90/0دست آمدد کده ضدریب همبسدتگی بدالای      
 .  (4)جدول  دهد  می
 

  نور بر میزان کلروفیل کل   تاثیر دوره
نوری بر میزان کلروفیل کل را نشدان   دوره(، تاثیر 2شکل )

شدود، بدا     مشداهده مدی   همانطوریکده  دهد. در این شکل  می
سداعت، میدزان کلروفیدل     18نوری تا حددود   دورهش افزای

 یابد.    افزایش یافته و پس از آن کاهش می
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 C. vulgarisجلبک  میزان کلروفیل و درصد چربی در جلبک برای تعداد سلول ریز (ANOVA)تجزیه و تحلیل واریانس  :3جدول 

Table 3: ANOVA results for response variables including cell count, chlorophyll and lipid content. 

 
 C. vulgarisجلبک رگرسیون برای ملغیرهای پاسخ در ریز نلایج تجزیه و تحلیل معادله :4جدول 

Table 4: Regression analysis for responses in C. vulgaris. Mean 

                                                           
1
 Mean 

مربعا  مجموع منبع فاکلور پاسخ آزادی درجه  مربعا  میان ین  f p مقدار  مقدار   

66/38362 مدل ت داد ریزجلبک  9 51/4262  20/10  0006/0  

01/4178 باقیمانده  10 80/417    

61/2651 عدم برازش  5 32/530  73/1  27/0  

4/1526 خطای خام  5 28/305    

68/42540 کل  19    

06/267 مدل کلروفیل  9 67/29  03/11  0004/0  

90/26  باقیمانده  10 69/2    

38/20 عدم برازش  5 08/4  12/3  1184/0  

52/6 خطای خام  5 30/1    

97/293 کل  19    

38/111 مدل چربی  9 38/12  10/10  0006/0  

25/12 باقیمانده  10 22/1    

59/8 عدم برازش  5 72/1  34/2  1856/0  

66/3 خطای خام  5 73/0    

63/123 کل  19    

 انحرام از م یار ت داد ریزجلبک

 1میانگین

 ضریب تغییرات )%(

بینی شدهپیش باقیمانده  

44/20  

09/160  

77/12  

25/22855  

R2 )ضریب همبستگی(   

R2 تنظیم شده   

R2 پیش بینی شده   

 دقت کافی

9018/0  

8134/0  

4627/0  

914/9  

 انحرام از م یار میزان کلروفیل

 میانگین

 ضریب تغییرات )%(

بینی شدهپیش باقیمانده  

64/1  

80/9  

74/16  

52/210  

همبستگی( )ضریب  R2 

R2 تنظیم شده    

R2 بینی شدهپیش    

 دقت کافی

9085/0  

8261/0  

2839/0  

497/9  

 انحرام از م یار درصد چربی

 میانگین

 ضریب تغییرات )%(

بینی شدهپیش باقیمانده  

11/1  

22/12  

06/9  

04/70  

همبستگی( )ضریب  R2 

R2 تنظیم شده    

R2 بینی شدهپیش    

 دقت کافی

9009/0  

8118/0  

4335/0  

365/12  
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 C. vulgarisجلبک نوری بر میزان کلروفیل کل در ریز تاثیر دوره : 2شکل 

Figure 2: The effects of photoperiod levels on the total chlorophyll content of  C. vulgaris. 

 

های فرآیند برای میزان کلروفیل   بهینه سازی ملغیر
 کل

در شرایطی به دست آمدد کده    فیل کلمیزان کلرو   بیشینه
گدرم بدر لیتدر(، غلظدت       میلدی  750ی نیترات )  غلظت اولیه

نددوری  دورهگددرم بددر لیتددر( و    میلددی 40فسددفات )   اولیدده
میدزان کلروفیدل      ساعت( بودند. در این شرایط بیشینه16)

 بینی گردید.  گرم بر لیتر پیش  میلی23/15کل 

 
 بررسی میزان چربی کل

شدود بدین مقدادیر      مشداهده مدی   2که در جدولیطور  همان
بینی شده تفداوت کمدی وجدود دارد      راندمان واق ی و پیش

دقت بالای مدل در تخمین متغیدر پاسدخ      که نشان دهنده
جدددول آنددالیز واریددانس    ( اسددت.میددزان چربددی کددل  )
(ANOVA  که به منظور تایید اعتبار مدل جهت بررسدی )

مدورد   C. vulgarisجلبدک    میزان چربی کل توسدط ریدز  
نشدان داده    3جددول  استفاده قرار گرفته شدده اسدت در   

ی رگرسدیون    پدس از آندالیز واریدانس، م ادلده     شده اسدت. 
را نشدان   90/0بدست آمد کده ضدریب همبسدتگی بدالای     

   .(4)جدول  دهد  می

 یند بر میزان چربی کلآهای اصلی فر  تاثیر ملغیر
بر میزان چربدی کدل   های اصلی   تاثیر سطوح مختلف متغیر

الدف(، تداثیر    3شکل  ) نمایش داده شده است. 3در شکل 
های مختلف نیتدرات بدر میدزان چربدی کدل نشدان         غلظت

نیترات میدزان چربدی کدل       افزایش غلظت اولیهدهد. با   می
 ب(،   3کل )د. شیاب  کاهش می

دهدد.    کدل را نشدان مدی    چربدی نوری بر میزان  دورهتاثیر  
 دورهشدود بدا افدزایش      ر شکل مشاهده مدی که دیطور  همان

یابدد    کل افزایش میچربی ساعت، میزان 20نوری تا حدود 
 شود.    اما پس از آن روند ثابتی مشاهده می

 
 های فرایند برای میزان چربی کل  ملغیر سازی  بهینه
میزان چربی کل در شرایطی بدست آمد که غلظت    بیشینه

   رم بدر لیتدر(، غلظدت اولیده    گد   میلدی  750ی نیترات )  اولیه
سداعت(   24ندوری )  دورهگرم بر لیتر( و   میلی 20فسفات )

درصد  74/17میزان لیپد کل    بودند. در این شرایط بیشینه
 بینی گردید.  پیش

نوری دوره  

ل
ل ک

فی
رو
کل
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 C. vulgarisجلبک های اصلی بر میزان چربی کل ریزتاثیر سوو  متللن ملغیر  :3شکل 

Figure 3: The effects of different levels of input variables on the total lipid content of  C. vulgaris. 

 

هطای    یند برای همه فاکلورآهای فر  سازی ملغیر  بهینه
 مورد بررسی

های اصلی فرآیند برای دسدتیابی بده     بهترین سطوح متغیر
جلبک   های مورد بررسی در ریز  ی فاکتور  همه   سطپ بیشینه

C. vulgaris ( 5در جددددول )اسدددت. شدددده ارایددده

نیتدرات     بر طبق نتایج بدست آمده ، با افزایش غلظت اولیه
جلبک افزایش   میلی گرم بر لیتر، ت داد سلول ریز 1500تا 
نیتدرات ت دداد      یابد اما در ادامه با افزایش غلظت اولیده   می

یابد. بطوریکه بیشدترین ت دداد     جلبک کاهش می  سلول ریز
که غلظت اولیه نیترات در حد میانده   باشد میول زمانی سل

 باشد.  
 

 C. vulgarisجلبک های مورد بررسی در ریزی فاکلوری همههای اصلی فرآیند برای دسلیابی به سوح بیشینهملغیرسوو  اپلیمم  :5جدول 
Table 5: optimum levels of input variables to achieve the maximum responses of all variables simultaneously. 

نیلرا   غلظت اولیه

 گرم بر لیلر()میلی

 غلظت اولیه فسفا  

 گرم بر لیلر( )میلی

نوری  دوره

 )ساعت(

 تعداد سلول 

 جلبک ریز

 لیلر()میلیون در میلی

 کلروفیل کل 

 گرم بر لیلر()میلی

چربی کل 

 )درصد(

تابع 

 مولوبیت

82/832 20 98/16 031/195 2433/13 0437/15 74/0 

 
 بحث 

طور کلی محدودیت یا عدم وجدود نیتدروژن در محدیط       به
ها را تحت تاثیر قرار   طور قابل توجهی رشد جلبک  کشت به

   نیتدروژن، افدزایش پدیدده      دهد. با افزایش غلظت اولیده   می
دهد و در نتیجه باعث کاهش نرخ رشد   سایه اندازی رخ می

 (Zhu et al., 2014)  در یک تحقیدق  د.شو  جلبک می  ریز
مستقیمی    جلبک، رابطه  گزارش نمودند که ت داد سلول ریز

با حضور یا عددم حضدور نیتدروژن در محدیط کشدت دارد      
بطوریکه کاهش نیتروژن در محدیط کشدت باعدث کداهش     

 Guo et)جلبک بود. همچنین نتایج پژوهش   نرخ رشد ریز

al., 2014)   رشدد جلبدک در غلظدت صدفر     نشان داد کده
متوقدف شدد و بددا افدزایش میدزان نیتددروژن ت دداد سددلول      

 جلبک افزایش یافت.  ریز
تدرین عوامدل ت یدین      غلظت فسفات محدیط یکدی از مهدم   

هاسدت. در    جلبدک   ی نرخ رشد و تدراکم سدلولی ریدز     کننده  
هدای متفداوت نیتدرات و      های انجام شده با غلظدت   آزمایش

از مقدار  N:Pتر رفتن نسبت   دلیل بالاتر یا پایین  فسفات، به
 20-40هددای   (، در غلظددتN:P  =1:45 – 1:30بهیندده )

ل
 ک

ی
رب

چ
 

 نیترات
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نقش فسفر در محتوای  فسفات کاهش رشد رخ داده است. 
در شرایط فقر نیتدروژن در   C. vulgarisجلبک   چربی ریز

های متفداوت نیتدروژن و فسدفر      محیط کشت با غلظتنج پ
انجام گرفدت.   (Chu et al., 2013) ها توسط  یا ترکیب آن

در این آزمایش مشخر شد که تولید بیدومس در شدرایط   
فقر نیتروژن با مقدار کافی منبع فسفر شبیه محیط کشدت  

اهمیت نسدبت     که این مساله نشان دهنده باشد  می کنترل
هدددا   نیتدددروژن بددده فسدددفر در محدددیط کشدددت جلبدددک 

  .(Borowitzka and Borowitzka, 1988)باشد  می
ها تحت شرایط شددت و    جلبک  ریزدر بسیاری از  نرخ رشد

نوری بالا تا حد اشدباع ندوری، افدزایش و پدس از آن      دوره
اثدر درجده   یابدد.    ی مهار ندوری کداهش مدی     دلیل پدیده  به

 ,.Han et al) روشنایی توسط -های تاریکی  حرارت و دوره

درجده سدانتی    30انجام شد. نتایج نشدان داد کده    (2013
گراد، درجه حرارت اپتیمم برای افدزایش بیدومس بدود. بدر     

، افزایش درجه حرارت در زمان روشنایی آنها   اساس مطال ه
 و پروفایل اسیدچرب تواند بیومس شبانه را کاهش دهد  می

  .(Yoshioka et al., 2012)را تغییر دهد 
بیدان نمدود    (Martınez et al., 2000)نتدایج پدژوهش   

هدای ندوری  در     متابولیسم فسفر بدا کداهش شددت و دوره   
افزایش پیددا    Scenedesmus obliquusهای سبز   جلبک

هدای    بده مکانیسدم   توان  کند. علت چنین شرایطی را می  می
هدای جلبکدی     جذب فسفر ی نی تجمع و مهرم در سدلول 

تاثیر نور، مدواد   .(Brányiková et al., 2011)نسبت داد 
مغددذی و نسددبت کددربن بدده فسددفر در جلبددک سددبز       

Selenastrum capricornutum   توسدط(Hessen et 

al., 2002) ل از آزمدایش نشدان   شد. نتدایج حاصد   بررسی
ندوری نسدبت فسدفر بده      دورهدهد، با افزایش شددت و    می

کربن، نسبت نیتروژن به کربن و  همچنین میزان کلروفیل 
 .یابد  کاهش می S. capricornutumدر جلبک سبز 

طور کلی ارتباط م کوسی بین غلظت نیترات و محتدوای    به
شدرایط   جلبک وجود دارد بطوریکه در  های ریز  چربی سلول

طدور قابدل     جلبدک بده    محدودیت نیتروژن میزان چربی ریز
یدک   . در(Zhu et al., 2014)یابدد   افدزایش مدی  تدوجهی  
و چربدی  فقدر نیتدروژن بده عندوان عامدل تجمدع       آزمایش 

کربوهیدرات مدورد بررسدی قدرار گرفدت. در ایدن مطال ده       

جلبدددک   در ریدددز چربدددیبیشدددترین میدددزان تجمدددع   
Scenedesmus sp. ،4/22 روز فقر نیتدروژن( و   5% )طی

روز فقدر نیتدروژن( گدزارش     1% )طی 65/46کربوهیدرات 
  .(Ho et al., 2012)شد 

با افزایش ندور افدزایش پیددا کدرده و حدداکثر      چربی تولید 
های روشنایی و شدت نوری بدالاتر تدا     در دورهچربی میزان 

مهار    جلبک در شرایطی که پدیده  ی تحمل ریز  حد بیشینه
ندوری تدا    دورهگدردد. افدزایش     نوری رخ ندهد، تولیدد مدی  

جلبک، باعث افزایش متابولیسدم درون    ی تحمل ریز  آستانه
، پددروت ین، چربددی سددلولی و تولیددد ترکیبدداتی از قبیددل   

شود. تاثیر سطوح مختلف نور بر رشدد    کربوهیدرات و ... می
 Isochrysis galbanaجلبدک  و پروفایدل اسدیدچرب در   

 .Iجلبددک   صدورت گرفددت. بددر طبددق ایدن گزارشددات ریددز  

galbana  ساعت نسبت  24تحت تاثیر نور سفید به مدت
)تداریکی : روشدنایی( رشدد بیشدتری      12:12به نور سفید 

داشت. مشاهدات نشان داد که رشد ریزجلبک تحت تداثیر  
مدز و  نور آبی بطور قابل توجهی بدیش از دو ندور دیگدر )قر   

تحدت تداثیر ندور     I. galbanaسفید(، بود. محتوای چربی 
 155گدرم بدر لیتدر و      میلدی  98سفید و نور آبدی بترتیدب   

گرم بر لیترگزارش شدد. پروفایدل چربدی ریزجلبدک،       میلی
درصددد  38-47درصددد چربددی خنثددی،    29-35شددامل 

درصدد فسدفوچربی گدزارش شدد. .      20-28گلیکوچربی و 
کدل و  چربدی  ر تأثیر بسدزایی بدر   تحقیقات نشان داد که نو

محتددوای چربددی )گلیکددوچربی، فسددفوچربی و ...( نداشددت 
(Yoshioka et al., 2012) . در پژوهشددی دیگددر، بددرای

حهددول بیشددترین میددزان بیددومس و چربددی از ریزجلبددک  
Hematococcus pluvialis   اسددترس  9آزمایشددی بددا

ودیت نیتروژن و یدا  استرس شامل محد 9طراحی شد. این 
فسفر، شدت و کیفیت نور بدود. تدابش ف دال ندور، محدیط      

تولید بیشترین  کشت بدون فسفر و با نیتروژن کم منجر به
ی ندور    شد. دیود ساطع کنندده چربی درصد  33بیومس با 

سفید بدون فسفر نیز منجر به تولید بیومس بدالا شدد امدا    
د. دیدود  درصد گدزارش شد   25در این شرایط چربی میزان 

نور قرمز بدون فسفر با غلظت پایین نیتروژن،    ساطع کننده
 Saha et)را تولیدد کدرد   چربی % 46میزان کم بیومس با 

al., 2013). 
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 تشکر و قدردانی
هزینه انجام این تحقیق توسط دانشگاه شیراز تامین شدده  

. از آقایددان دکتددر گلمکددانی و دکتددر یونسددی بابددت  اسددت
های علمی سپاسگزاری می گردد. از آقای مهندس  مشاورت

ج فری فرد بابت همیاری در انجام آزمدایش هدا و تحلیدل    
 نتایج تشکر می گردد.
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Abstract 
The effects of nitrate (750-2250 mg/L), phosphate (20-60 mg/L) and photoperiod (8-24 h) on the 

growth, chlorophyll content and lipid yield of Chlorella vulgaris were studied using central composite 

design (CCD) method. The second-order quadratic model was used to predict the effects of input 

variables on the output responses and the results were verified by F test, ANOVA and regression 

analyses. Results showed that maximum growth (255.88 ×10
6
)

 
as well as highest chlorophyll content 

(15.34%) were observed at 16 h of light, 1500 mg/L of nitrate and 40 mg/L of phosphate 

concentration. Also, condition of 24 h of light, 750 mg/L nitrate and 20 mg/L phosphate 

concentrations resulted in maximum percent of lipid content (17.74%). The optimization of culture 

condition for simultaneous achievement of highest levels of growth, chlorophyll and lipid content 

were investigated. 
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