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  چكيده
نگراني در مورد بحران انرژي همراه با تغييرات آب و هوايي و افزايش گرمايش جهاني، باعث توجه : مقدمه

رشد سلولي، توليد بيوماس و تجمع ليپيد در . بيشتر به توليد انرژي بيوديزل از ميكروجلبكها شده است
اقتصادي بيوديزل بوده و هدف از اين مطالعه ، بررسي نقش محيط ميكروجلبك از عوامل تعيين كننده بازدهي 

  .كشت در افزايش بازدهي عوامل مذكور مي باشد
 TMRLو  Walne  ،F/2  ،Satoميكروجلبك نانوكلروپسيس اوكولاتا درچهار محيط : روش بررسي
ي با استفاده از اسپكتوفتومتر ميزان رشد سلولي به طور روزانه از طريق اندازه گيري دانسيته سلول. كشت داده شد
توليد بيوماس و تجمع ليپيد در دو فاز رشد لگاريتمي و رشد ثابت ميكروجلبك، اندازه گيري و . تعيين گرديد

مطابق استاندارد، كيفيت روغن استخراج . تركيبات تشكيل دهنده  بوسيله گازكروماتوگرافي تشخيص داده شد
  . يزل ، بوسيله انديس يد تعيين گرديدشده از هر محيط كشت  جهت توليد بيود

و به  Walneنتايج حاصل نشان داد بيشترين ميزان رشد سلولي و توليد بيوماس در محيط كشت : يافته ها
بيشترين درصد تبديل بيوماس به ليپيد نيز در محيط كشت . مي باشد   gl-1652/2و  day-12616/0ترتيب برابر 

TMRL  بيشترين بازدهي ليپيد مربوط به محيط كشت . ك سلولي حاصل شددرصد وزن خش 22/37و برابر
Walne  وبرابرgl-1day-11057/0 بود و بيشترين مقدار اسيدهاي چرب غير اشباع چندگانه
PUFA)Polyunsaturated Fatty Acids ( در محيط كشتWalne  و در مرحله رشد لگاريتمي و برابر

مقدار تري گليسريد نيز در مرحله رشد ثابت و در محيط كشت  بيشترين.  درصد اسيد چرب بدست آمد 99/42
sato   درصد اسيد چرب بدست آمد  25/75برابر.  

ميكروجلبك نانوكلروپسيس اوكولاتا ، حداكثر بازدهي جهت مقاصد آبزي پروري و مصارف : نتيجه گيري
 Walneثابت و در محيط كشت انساني و همچنين توليد بيوديزل  را به ترتيب در فاز رشد لگاريتمي و رشد 

  .نشان داد
  ميكروجلبك، نانوكلروپسيس اوكولاتا ، بيوديزل ، محيط كشت، بازدهي ليپيد:واژه هاي كليدي
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    ...اثر محيط كشت بر روي رشد سلولي، كميت و كيفيت بيوماس در ميكروجلبك
  مقدمه

با افزايش جمعيت و مصرف بيش از حد سوختهاي فسيلي ، 

بحران انرژي به عنوان يكي از چالشهاي عمده پيش روي بشر 

استفاده از سوختهاي فسيلي، افزايش . )2،1(نمائي ميكندخود 

و در نتيجه ايجاد پديده گرمايش  )3(انتشار دي اكسيد كربن

نرژي از اين رو محققان به جستجوي ا. )4(جهاني را در پي دارد

هاي تجديد پذير جهت كاهش انتشار گازهاي گلخانه اي 

در اين راستا تلاشهائي براي كاهش اين اثرات .  )5(پرداخته اند

.  )8-6(ا معطوف شده استاز طريق استفاده از  ميكروجلبك ه

به عنوان يكي از اولويت هاي انرژي ) سوخت سبز ( بيوديزل 

تجديد پذير و غير سمي، با آلودگي بسيار كم به عنوان جايگزين 

فسيلي به شدت مورد توجه قرار گرفته شده سوختهاي 

ميكروجلبك ها ارگانيسم هاي فتوسينتيك بوده .  )9-1،11(است

كه قادرند به كمك نور خورشيد ، آب و دي اكسيد كربن را به 

)  TAG (رومولكولهايي نظير ليپيد و تري گليسيريد قند و ماك

اتمسفر ،  بعنوان  CO2تبديل نموده ، علاوه بر كاهش مقدار 

واكنش . )13،12،8(يكي از منابع مهم توليد بيوديزل عمل نمايند

با الكلهاي  TAGروغن ميكروجلبك به شكل تري گليسيريد 

 trans esterificationكه به ترانس استرفيكاسيون ( ساده 

منجر به تشكيل تركيبات شيميايي به نام آلكيل ) معروف است

علاوه بر توليد .)14-16(يا بيوديزل مي شود) alkyl ester(استر

سوخت، ميكروجلبك ها به علت داشتن محصولات با ارزش 

غذايي مانند كاروتنوئيد ها ، اسيد هاي چرب، استروئيدهاو پلي 

در صنايع غذايي و آبزي پروري نيز اهميت فراواني ساكاريدها 

كشت  و تكثير ميكروجلبكها داراي كاربردهاي . )17(دارند

فراواني از جمله خواص دارويي و تصفيه فاضلابهاي صنعتي مي 

  .  )18(باشد 

)  Nannochloropsis Oculata(نانوكلروپسيس اوكولاتا

ميكروجلبك تك سلولي دريايي ، متعلق به شاخه جلبكهاي سبز 

- Eustigmatophyceae ()22(و خانواده استيگموفيسه آ 

، در كنار قابليت سنتز اسيد چرب غير اشباع چند گانه )19

)PUFA ( و كاروتنوئيدها براي مصارف انساني و آبزيان ، قادر

در سلولهاي خود تجمع  TAGاست مقدار زيادي ليپيد به شكل 

به كار گيري ميكروجلبك ها جهت توليد . )26-23, 13(نمايد 

بيوديزل و همچنين غذاي زنده آبزيان ، نيازمند شناسايي شرايط 

بهينه كشت مي باشد كه حداكثر توليد بيوماس و ليپيد را در 

سلول ميكروجلبك داشته و در نتيجه علاوه بر افزايش بازدهي 

تركيب .  )28،27،1(نيز بكاهد كل ليپيد ، از هزينه هاي توليد

شيميايي ميكروجلبك ها تحت تاثير عوامل مختلفي مانند ميزان 

, 25, 13(، مواد مغذي و فاز رشد قرار دارد  pHشوري، دما ، 

تركيب شيميايي محيط كشت نيز مي تواند علاوه بر . )30, 29

تاثير بر روي ميزان رشد ويژه و حداكثر بيوماس توليدي 

ميكروجلبك ، تركيب شيميايي بيوماس و مقدار ليپيد آن را نيز 

به عنوان مثال محدوديت مواد مغذي يكي از .  )7(تغيير دهد

موثرترين راههاي افزايش تجمع ليپيد در سلول و ذخيره به شكل 

، همراه با تغيير در تركيب اسيدهاي  TAGsتري گليسريد 

. )9،1(در ميكروجلبكهاي تك سلولي مي باشد  FAچرب 

مطالعات متعددي نيز نشان داده اند كه كميت و كيفيت ليپيد 

دما، ( تنوع شرايط رشد سلولي ميكروجلبك مي تواند در نتيجه 

  غلظت نيتروژن، فسفات ( يا مشخصات محيط كشت ) شدت نور 
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    فصلنامه علمي پژوهشي دانشكده بهداشت

مچنين جهت كشت انبوه ه. )32،31،16(تغيير نمايد) و آهن 

ميكروجلبك در مقياس صنعتي ، بهينه سازي محيط كشت 

  .)6(مناسب از فاكتورهاي بسيار مهم مي باشد 

گرچه توليد بيوماس توسط نانوكلروپسيس در فتوبيوراكتورهاي 

ته ، اما شرايط بهينه كشت اين بسته مختلف مورد مطالعه قرار گرف

در . )9،20،32(ميكروجلبك هنوز به روشني مشخص نشده است

تحقيقات مربوط به توليد بيوديزل نيز تاكنون محيط كشت 

مناسبي جهت ميكروجلبك نانوكلروپسيس اوكولاتا معرفي نشده 

ت ــهدف از اين مطالعه، بررسي تاثير چهار محيط كش. است

  بكــوديزل بر روي ميكروجلـيقات بيــتداول در تحقــم

ا و بدست آوردن  شرايط بهينه جهت  نانوكلروپسيس اوكولات 

حداكثر  رشد ، توليد بيوماس و تجمع ليپيد جهت توليد بيوديزل 

در حاشيه ان، ليپيد استخراج شده از ميكروجلبك در . مي باشد 

هر محيط كشت از نظر كميت و كيفيت تركيبات تشكيل دهنده 

آناليز و قابليت كاربردي آن جهت آبزي پروري و مصارف 

  .و همچنين توليد بيوديزل بررسي گرديد انساني

  بررسيروش 

 آزمايشگاهي ، مقياس در كه است كاربردي-بنيادي پژوهش

 تحقيقات مهندسي بهداشت محيط مركز در 91 سال اول درنيمه

  .گرفت انجام كرمان پزشكي علوم دانشگاه

ميكروجلبك نانوكلروپسيس اوكولاتا  مورد استفاده در اين 

 cell/ml(  مطالعه، به صورت استوك جلبكي با تراكم بالا 

، از ايستگاه تحقيقاتي ماهيان دريايي بندرامام خميني، ) 25×106

اين . پژوهشكده آبزي پروري جنوب كشور تهيه گرديد

  رعت ـبه س ميكروجلبك يوكاريوت بوده و به علت ساختار ساده

و  Chenبا توجه به مطالعه اي كه. )31(رشد مي نمايد 

انجام وطي آن اثر دانسيته سلولي را بر  )13(همكارانش در چين

روي رشد ميكروجلبك و تركيب ليپيد تعيين نمودند، در مطالعه 

  . وجلبك با دانسيته سلولي  بالا استفاده شد حاضر  از ميكر

  كشت ميكروجلبك نانوكلروپسيس اوكولاتا

به منظور تعيين مناسب ترين محيط كشت، آزمايشات در چهار 

به صورت  TMRLو   Walne  ،F/2  ،Satoمحيط كشت 

جهت تهيه محيط هاي كشت، از آب . جداگانه انجام گرديد

حل نمودن نمك دريايي در درياي شبيه سازي شده كه بوسيله 

تركيب هر  1در جدول . آب استريل  بدست آمد ، استفاده شد

محيط كشت از نظر مواد مغذي و غلظت هر عنصر در آن آمده 

. درهمه محيطهاي كشت از ويتامينهاي گيلارد استفاده شد .است 

تمامي آزمايشات با سه بار تكرار و در فايكولب مجهز به تنطيم 

با توجه به . ليتري انجام گرديد 2و در ارلن ماير  دما و شدت نور

 20، دماي محيط كشت  )31(و همكارانش  Montoyaمطالعه 

و همكارانش  Banerjeeدرجه سانتيگراد و با توجه به مطالعه 

با  µE m-2 S-170، شدت نور  )35(و همكارانش Senو )34(

جهت دستيابي به . ساعته در نظر گرفته شد 24سيكل روشنايي 

  )14(و همكارانش  Chiuراندمان بالاتر ،  با توجه به مطالعه 

شباع دي اكسيد كربن كه ابتدا در آب ا% 2ازجريان هواي حاوي 

ميكرومتر به منظور هوادهي  45/0شده ، پس از عبور از فيلتر 

جهت جلوگيري از هرگونه آلودگي در تمامي .استفاده شد 

مراحل آزمايش ، محيط كشت و ظروف در اتوكلاو و دماي 

تلقيح . دقيقه استريل شدند 20درجه سانتيگراد به مدت  121

  ير استوك جلبكي به ظروف حاوي محيط كشت نيز در ز
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  . انجام گرديد  UVلامپ

جهت تعيين ميزان رشد ميكروجلبك ، به طور روزانه  از هر 

تيمار سه نمونه برداشته و با استفاده از دستگاه اسپكتوفتومتر مدل 

Shimadzu نتايج  . نانومتر قرائت گرديد 680، دانسيته نوري در

حاصل از  شمارش سلولي مستقيم بوسيله لام نئوبار مطابقت داده 

ميانگين گزارش  ±نتايج به صورت انحراف معيار. )14(شد 

جهت تعيين وزن خشك بيوماس ميكروجلبك ، يك . گرديد 

دقيقه در  30تر از محيط كشت  برداشته و به مدت  گرم بيوماس

.  دور در دقيقه سانتريفيوژ گرديد 3000درجه سانتيگراد با  15

بيوماس ميكروجلبكهاي دريايي تحت تاثير مقدار نمك جذب 

شده روي سطح سلول و مقدار آب درون سلولي مي باشد كه در 

دلايل  يكي از. تخمين ميزان بيوماس باعث ايجاد خطا مي شود

تفاوت در ميزان وزن خشك سلولي در مقالات مختلف همين 

بنابراين قبل از آناليز وزن سنجي ، جهت . موضوع مي باشد 

ميلي  200حذف نمكها ، سلولهاي سانتريفيوژ شده را مجددا در 

 M, pH 8.0, adjusted with 0.5(ليتر آمونيوم فرمات 

1M NaOH (ده حل نموده و مجددا با شرايط ذكر ش

  . )36،34(سانتريفيوژ نموديم

سلولهاي ميكرو جلبك پس از سانتريفيوژ ،  به مدت چهار  

درجه  خشك شد و وزن آنها بر روي  100ساعت  در  دماي 

،  34، 36(كاغذ صافي از قبل توزين شده، اندازه گيري گرديد

ميزان رشد ويژه ميكروجلبك در فاز لگاريتمي از طريق ). 13

  :آمد  بدست )1(معادله 
)                                                                                                                       1معادله ( 

µ= 
௟௡ே೑ି௟௡ே೔

௧మି௧భ
 

به ترتيب  lnN୧و  lnN୤رشد ويژه ، ميزان ) µ )day-1كه در آن

௖௘௟௟( دانسيته سلولي 

௠௟
 tدر انتها و ابتداي فاز رشد لگاريتمي و ) 

  ).1، 14، 16، 34(مي باشد)  day( زمان 

 TAGاستخراج و تعيين مقدار ليپيد سلولي و 

با توجه با روشهاي گوناگوني كه جهت استخراج ليپيد از 

سلولهاي خشك شده ميكروجلبك وجود دارد ، در اين مطالعه 

، 38(استفاده شد (v/v ,1/2)كلروفرم -از روش استخراج متانول

جهت حذف بقاياي ميكروجلبك ، ليپيد استخراج شده . )13، 37

پس از دو بار  ميكرومتر صاف سازي گرديد و 45/0بوسيله فيلتر 

شستشو با حلال متانول و تبخير سازي كامل ، پس از خشك 

شدن ، آناليز وزن سنجي انجام  و به صورت درصد وزن خشك 

 طريق معادله بازدهي ليپيد  نيز از .  )31(سلولي بيان گرديد 

  ): 11،39(محاسبه گرديد)2(

  
 = PLipid (gl-1day-1))     2معادله (

C౜ൈDCW౜ ି C౟ൈDCW౟

T୧୫ୣ
 

به ازاء  g/g(به ترتيب مقدار ليپيد  DCW୤و  C୤كه در آن 

در انتهاي فاز رشد ) g/l(و بيوماس توليد شده ) بيوماس سلولي 

به ازاء بيوماس  g/g(به ترتيب مقدار ليپيد  DCW୧و  C୧ثابت ،  

در ابتداي فاز رشد ثابت  و ) g/l(و بيوماس توليد شده ) سلولي 

T  پس از تعيين مقدار ليپيد ، ليپيد . زمان بر حسب روز مي باشد

ميلي ليتر الكل ايزوپروپيل حل نموده و  4/0خشك شده را در 

و همكارانش  اندازه  Liدر ليپيد ، طبق روش  TAGمقدار 

  . )40(گيري گرديد

  آناليز و تعيين مشخصات اسيد چرب

اسيد چرب، از روش استرفيكاسيون جهت تعيين مشخصات 

. )1(استفاده  شد Royو  Lepageمستقيم پيشنهاد شده بوسيله 
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ميلي  8ميلي گرم ميكروجلبك ليوفيليزه شده و  100مخلوطي از 

 .شده بوسيله سونيكاتور به هم زده به مدت سه دقيق  KOHليتر  

دقيقه تا دماي  15جهت صابوني شدن ، مخلوط حاصل به مدت 

. درجه حرارت داده شد و سپس در دماي اطاق سرد گرديد 100

 7/0ميلي ليتر از اسيد هيدروكلريدريك  8جهت استرفيكاسيون، 

به ) v/v% (14به نسبت  BF3/CH3OHنرمال  در متانول و 

 100اي دقيقه تا دم 15مخلوط اضافه شده و مجددا به مدت 

پس از سرد شدن در دماي اطاق ، جهت . درجه حرارت داده شد

ميلي ليتر محلول اشباع كلريد  2جلوگيري از امولسيفيكاسيون ، 

هگزان ، -با اضافه نمودن مقداري ان. سديم به آن اضافه شد 

).  p13(استخراج گرديد   FAMEsمتيل استر اسيدهاي چرب

FAMEs  وماتوگرافي استاندارد در لايه هگزان بوسيله گازكر

آناليز  FIDمجهز به ستون كاپيلاري و دتكتور يونيزاسيون شعله 

ميلي ليتر در دقيقه به عنوان گاز  5/1نيتروژن با ميزان . گرديد

درجه  180درجه تا  130دما طبق برنامه از . حامل استفاده شد

درجه در دقيقه افزايش يافت و پس از آن  10سرعت با سانتيگراد

دماي . درجه سانتيگراد رسيد 210درجه در دقيقه به  2سرعت با 

نگه  سانتيگراد درجه 250و  220اينجكتور و دتكتور به ترتيب 

  . داشته شد

  تعيين انديس يدي

، كيفيت روغن EN14111طبق استاندارد اروپايي 

ميكروجلبك بدست آمده جهت توليد بيوديزل ، از طريق اندازه 

  . )4(تعيين گرديد  Iodine value گيري  ارزش يا انديس يد

  آناليز آماري

 one-wayها با استفاده از آزمون واريانس يكطرفه ه داد

Anova  آناليز و جهت تعيين تفاوت آماري موجود در بين

. استفاده شد Spssبا  نرم افزار  Tukeyمحيط كشتها از آزمون 

  ).22،25(در نظر گرفته شد 05/0سطح معناداري نيز 
  

  ترتركيب محيط كشتهاي مورد استفاده در اين مطالعه بر حسب ميلي مول در لي:  1جدول 
  محيط كشت  مواد مغذي

Walne F/2 Sato  TMRL 
Mncl2.4H2o 4-10×6717/7 3452/0 4-10×1784/5  -  
Cocl2.6H2o 084/0 042/0 4-10×3623/3  -  
Cuso4.5H2o 0801/0 04/0 5-10×602/1  -  

Fecl3  3-10×932/4 0194/0 * 3-10×8934/1   5-10  
NaHco3  - - 9998/1  -  

(NH4)6Mo7o24.4H2o 4-10×2814/7 6-10×8543/4 -  -  
Zncl2  154/0 ** 0765/0 4-10×2012/2  -  

NaNo3  1765/1 1765/1 8824/0  ***8824/0 
H3Bo3  5434/0 - 0556/0  -  

Na2EDTA.2H2o 1208/0 0117/0 3-10×0593/8  -  
NaH2Po4.2H2o0755/0 0387/0 0193/0  0193/0  

  استفاده شد KNo3به صورت  ***استفاده شد    7H2oZnso4.به صورت**استفاده شد      Fecl2به صورت  *
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  يافته ها

اثر محيط كشت بر ميزان رشد سلولي ميكروجلبك 

  نانوكلروپسيس اوكولاتا

ميزان رشد سلولي درچهار محيط مختلف كشت   1در نمودار 

بدست  Walneبيشترين رشد در محيط . نشان داده شده است 

ن فاز رشد آكه در  TMRLبه غير از محيط كشت . مد آ

نشد ، در ساير محيط كشتها ، ميكروجلبك  لگاريتمي مشاهده

ساعت ، وارد فاز رشد  24پس از گذراندن فاز تطابق در طي 

نتايج حاصل از آزمون واريانس يك طرفه نشان .   لگاريتمي شد 

اي  مورد مي دهد اختلاف بين رشد سلولي در محيط كشته

انجام ) .  P< ،615/9=F   ،3=df 05/0(استفاده معنادار مي باشد 

نيز مويد اينست كه آنها در گروههاي همگن   Tukeyآزمون 

اختلاف معناداري با  Walneواقع نشده اند  و محيط كشت 

 TMRLو )  p=002/0(، ساتو ) F/2 )008/0=pمحيط كشت 

)000/0=p ( بين محيط كشتهاي .  داردF/2  ساتو و ،TMRL 

  ) .<p 05/0(با يكديگر اختلاف آماري معناداري مشاهده نشد 

 

  

  

  

  

  

  

  
  

رشد ميكروجلبك  نانوكلروپسيس اوكولاتا : 1نمودار
  TMRLوWalne  ، F/2،Satoدرچهار محيط كشت 

ليپيد توليدي ميكروجلبك اثر محيط كشت بر بيوماس و 

  نانوكلروپسيس اوكولاتا

نتايج حاصل از اثر محيط كشت بر بيوماس توليدي در دو فاز 

.  نشان داده شده است 2رشد لگاريتمي و رشد ثابت در نمودار 

. مشاهده شد Walneبيشترين بيوماس توليدي در محيط كشت 

نتايج حاصل از آزمون واريانس يك طرفه نشان مي دهد 

تلاف بين بيوماس توليدي در محيط كشتهاي  مورد استفاده اخ

انجام آزمون ).  P< ،088/10=F  ،3=df 05/0(معنادار مي باشد 

Tukey   نيز مويد اينست كه آنها در گروههاي همگن واقع

اختلاف معناداري با محيط  Walneنشده اند  و محيط كشت 

 TMRLو )  p=001/0(، ساتو )F/2 )005/0=pكشت 

)000/0=p (از نظر توليد بيوماس، بين محيط كشتهاي . داردF/2 

با يكديگر اختلاف آماري معناداري مشاهده  TMRL، ساتو و 

نتايج حاصل ازاثر محيط كشت بر توليد ليپيد ) . <p 05/0(نشد 

با توجه به اين نمودار بيشترين . نشان داده شده است 3در نمودار 

و پس   TMRLدرصد تبديل بيوماس به ليپيد در محيط كشت 

دردو  Walneو  Sato  ، F/2از آن به ترتيب در محيط كشت 

نتايج . فاز رشد لگاريتمي و رشد ثابت ميكروجلبك مشاهده شد 

حاصل از آزمون واريانس يك طرفه نشان مي دهد اختلاف بين 

پيد در محيط كشتهاي  مورد استفاده معنادار مي درصد تبديل لي

  ). >P 05/0(باشد 

نشان مي دهد اختلاف بين  تمامي محيط  Tukeyانجام آزمون 

و تنها  بين محيط )  p=000/0(كشت ها با يكديگر معنادار بوده 

از نظر درصد تبديل ليپيد، اختلاف  F/2و  Walne  كشتهاي 

  ).  p=065/0(معناداري مشاهده نگرديد 
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تركيب اسيدهاي چرب توليدي توسط نانوكلروپسيس اوكولاتا در محيط كشتهاي گوناگون در فاز رشد لگاريتمي و : 2جدول

  ) درصد(ثابت

نتايج حاصل از تعيين كيفي اسيدهاي چرب توليد   2در جدول 

محيط كشتهاي گوناگون و در فاز رشد لگاريتمي و شده توسط 

  .رشد ثابت ، بوسيله گازكروماتوگرافي امده است

  بحث 

بررسي رشد اثر محيط كشت بر روي ميزان رشد سلولي 

ميكروجلبك در محيط كشتهاي مورد مطالعه نشان مي دهد كه 

به علت وجود مواد مغذي به ،  F/2و   Walneدر محيط كشت 

ميزان كافي ، فاز رشد لگاريتمي تا روز پنجم كشت ادامه داشته 

اما در محيط كشت . و پس از آن وارد فاز رشد ثابت شده است 

Sato ميكروجلبك در روز چهارم به انتهاي فاز لگاريتمي ،

فاز لگاريتمي بيسار كوتاه  TMRlدر محيط كشت . رسيده است

بيشترين دانسيته سلولي در . ر كردن مي باشد و قابل صرف نظ

  اسيد چرب
  نام

  محيط كشت
WalneF/2 Sato TMRL  

 ثابت ثابت لگاريتمي ثابت لگاريتمي ثابت لگاريتمي

C14:0 Myristic acid 5/3 59/5 1/3 45/6  1/3 79/4  3/3  
C15:0 - 2/0 34/0 1/0 0  2/0 12/0  2/0 

C16:0 Palmitic acid 76/22 57/28 97/29 36/34  5/30 17/35  3/34 

C16:1N-7 Palmitoleic acid 45/18 04/25 3/19 19/23  11/20 16/24  56/22 

C18:0 Stearic acid 01/1 73/0 8/0 8/0  1 89/0  7/0 

C18:1N-9 Oleic acid 3/6 24/5 4/7 85/7  6/9 01/11  5/7 

C18:2N-6 Linoleic acid 15/3 12/1 7/1 23/0  4/2 15/1  2/1 

C20:0 Eicosanoic acid 1/0 0 1/0 03/0  1/0 0  1/0 

C20:4N-6 Arachidonic acid 73/3 46/2 25/3 1/1  98/2  76/0  21/3  
C20:5N-3 Eicosapentaenoic 

acid (EPA) 
  

11/36 19/22 6/27 98/18  2/24 17/16  3/17 

توليدي توسط نانوكلروپسيس اوكولاتا در  بيوماس:  2نمودار 
  فاز رشد لگاريتمي و رشد ثابت  در محيط كشتهاي گوناگون

 )، فاز رشد لگاريتمي مشاهده نشد  TMRLدر محيط كشت (

ليپيدتوليدي توسط نانوكلروپسيس اوكولاتا در فاز  : 3نمودار 
  رشد  لگاريتمي و رشد ثابت  در محيط كشتهاي گوناگون

 )، فاز رشد لگاريتمي مشاهده نشد  TMRLدر محيط كشت (
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، در انتهاي فاز رشد ثابت بدست آمده و   walneمحيط كشت 

௖௘௟௟برابر 

௠௟
مي باشد كه نشان مي دهد  نتايج  مطالعه  84×106  

حاضر از نظر حداكثر دانسيته سلولي پس از فاز رشد ثابت با 

،  )41( در كشور هند Raniو Palanichamyنتايج مطالعه

همچنين بررسي ميزان  رشد ويژه در محيط . مطابقت دارد 

كشتهاي مورد مطالعه نيز نشان مي دهد كه  بيشترين ميزان رشد 

بوده و  day-12616/0و برابر  Walneمربوط به محيط كشت 

و محيط كشت  day-11066/0برابر  F/2براي محيط كشت 

Sato برابرday-1 08/0  در مطالعه اي كه . مي باشدChiu  و

روز  8تا  6انجام دادند ، پس از  )14(همكارانش در تايوان 

، به  F/2كشت ميكروجلبك نانوكلروپسيس اوكولاتا در محيط 

و  Banerjee. دست يافتند  day-1571/0ميزان رشد ويژه برابر 

با كشت نانوكلروپسيس اوكولاتا در محيط  )34(همكارانش 

.  دست يابند day-1004/0توانستند به ميزان رشد  Walneكشت 

نيز ميزان رشد ويژه  )16(و همكاران  Huerlimannدر مطالعه 

به  Kو L1  ،F/2براي نانوكلروپسيس اسپيروژا در محيط كشت 

تفاوت .بدست آمد   day-132/0،  33/0،  41/0ترتيب برابر 

ميزان رشد ويژه در بين مطالعات انجام شده مي تواند به علت 

شت، شدت نور، محيط كشت قبلي تفاوت در نوع ك

, 16(ميكروجلبك، نوع فتوبيوراكتور و دماي مورد مطالعه باشد

از دلايل تفاوت در ميزان رشد سلولي  نانوكلروپسيس  .)20

اوكولاتا  در محيط كشتهاي مطالعه حاضر ، مي توان به تركيب 

متفاوت هر محيط كشت از نظر مواد مغذي مورد نياز 

نيتروژن  به عنوان بخشي از پروتئين . ميكروجلبك اشاره نمود

سلول و مولكولهاي كلروفيل بوده و جهت رشد سلول 

، بررسي  1با توجه به جدول . )22(ميكروجلبك نياز مي باشد

مقدار نيتروژن در محيط كشتهاي مورد استفاده در اين مطالعه 

بر خلاف ساير محيط   Walneنشان مي دهد كه محيط كشت 

) نيترات سديم و  موليبدات آمونيوم ( كشتها از دو منبع نيتروژني 

و  Nigamدر اين مطالعه نيز مانند مطالعه. استفاده مي نمايد 

با افزايش ميزان نيترات در  )22(Durmazو )8(همكارانش

از ديگر دلايل . محيط كشت ، رشد سلولي نيز افزايش يافت 

، Walneميزان رشد بالاتر  ميكروجلبك در محيط كشت 

حضور آمونيوم مي باشد  كه از عناصر مورد نياز ميكروجلبكها 

برابر محيط  Wlane  ،150بوده و مقدار آن در محيط كشت 

. مي باشد و در ساير محيط كشتها مشاهده نمي شود   F/2كشت 

 TMRLمحيط كشت يكي از دلايل رشد كم ميكروجلبك در 

از طرف ديگر با توجه به نقش . ، عدم وجود آمونيوم مي باشد 

مورد نياز جهت فتوسنتز و رشد سريع ATPفسفات در توليد 

  Walneمقدار اين عنصر در محيط كشت )42(ميكروجلبك 

و چهار برابر ساير محيط كشتها مي F/2دو برابر محيط كشت 

مس نيز يكي ديگر از عناصر ضروري ميكروجلبكها بوده . باشد

بطور قابل توجهي نسبت  Walneكه مقدار آن در محيط كشت 

 .به ساير محيط ها بيشتر مي باشد

  اثر محيط كشت بر روي بيوماس توليدي

 Walneدر اين مطالعه بيشترين مقدار بيوماس در محيط كشت  

بدست آمد  كه ) گرم در ليتر  652/2برابر ( و در فاز رشد ثابت 

.  )22, 8(به علت غلظت بالاي نيترات در محيط كشت مي باشد

بر روي   )9(و همكارانش  Olofssonو  با نتايج  مطالعه اي كه 

در محيط بيرون انجام دادند و به نانوكلروپسيس اوكولاتاكشت 

فصل سال  4طي  گرم در ليتر در 32/2تا  1/1غلظت بيوماس بين 

-Khozinو  Solovchenko. دست يافتند، مطابقت دارد 
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Goldberg)24(  نيز در محيطf/2  روز كشت  5پس از

گرم در ليتر بدست  2/2نانوكلروپسيس اسپيروژا ، غلظت بيوماس 

و  Chiu. آوردند كه با نتايج اين مطالعه مطابقت دارد 

روز كشت نانوكلروپسيس   8تا  6نيز  پس از  )14(همكارانش 

درصد دي اكسيد 2و استفاده از     F/2اوكولاتا در محيط كشت 

گرم در ليتر  1.277كربن، توانستند به بيوماس توليدي برابر 

  .برسند

  اثر محيط كشت بر روي تجمع ليپيد سلولي 

. از عوامل اثر گذار بر توليد ليپيد ، محيط كشت  مي باشد

نيتروژن و فسفر معمولترين فاكتورهاي محدود كننده ماده غذايي 

در محيط . در محيط كشت بوده كه منجر به تجمع ليپيد مي شود 

كشت محدود از نظر نيتروژن، به علت سازش پذيري كم 

سنتزكننده  نسبت به آنزيمهاي زيمهاي سنتزكننده ليپيدنآ

همچنين .  )2(كربوهيدرات، مقدار ليپيد سلولي افزايش مي يابد

كاهش غلظت نيترات در محيط كشت، باعث كاهش كلروفيل 

II  شده وبيوسنتز پروتئين را محدود مي كند، بنابراين با تغيير

محصولات فتوسنتز، نسبت ليپيد به پروتئين را افزايش مي 

بيشترين درصد   3به همين دليل  مطابق نمودار .  )31, 18(دهد

بدست آمد    TMRLتبديل بيوماس به ليپيد در محيط كشت 

همچنين . درصد وزن خشك سلولي مي باشد  22/37كه برابر 

نتايج حاصل از  آناليز ليپيد در دو فاز رشد لگاريتمي و رشد 

ثابت نشان داد  تجمع ليپيد در سلولهاي ميكروجلبك با فاز رشد 

آنها ارتباط مستقيم داشته و رشد از فاز لگاريتمي به فاز رشد 

و با  نتايج مطالعه . د بوده است ثابت ، همراه با افزايش درصد ليپي

yeesang 2011  وCheirsilp   و  )8(در تايلندHu  وGao  

مطابقت  )4(در پرتغال  Oliveiraو  Gouveiaو  )19(در چين 

  . دارد

  اثر محيط كشت بر روي بازدهي ليپيد ميكروجلبك 

يپيد پارامترهايي تواي ليپيد و بازدهي لبازدهي بيوماس ، كل مح

مي باشند كه امكان سنجي اقتصادي استفاده از ميكروجلبك را 

 Huهمانند مطالعه. به عنوان منبع سوخت زيستي تعيين مي كنند 

رايط ، نتايج مطالعه حاضر نيز نشان مي دهد كه در ش)Gao)19و 

استرس مواد مغذي، محتواي ليپيد بالا اغلب با كاهش ميزان رشد 

و بيوماس توليدي ميكروجلبك همراه مي باشد ، بنابراين 

محتواي ليپيد يا مقدار بيوماس به تنهايي ، مقياس مناسبي جهت 

 2بازدهي ليپيد ميكروجلبك نمي باشد  و بايد با استفاده از معادله 

با استفاده .  كنار يكديگر در نظر گرفت نقش هر دو  عامل را در

، بيشترين بازدهي ليپيد مربوط به محيط كشت  2از معادله 

Walne و برابرgl-1day-11057/0   بوده  و برايF/2 برابرgl-

1day-1 0462/0  ،Sato  برابرgl-1day-1  0417/0  و براي

TMRL  برابرgl-1day-1  023/0 در . مي باشد

 09/0بازدهي ليپيد  )4(در پرتغال  Oliveiraو  Gouveiaمطالعه

و همكارانش  در  Melindaگرم در ليتر در روز  و در مطالعه

گرم در ليتر در  082/0بازدهي ليپيد برابر  )10(آفريقاي جنوبي 

  .  ين مطالعه مطابقت داردروز  بدست آمد كه با نتايج ا

  اثر محيط كشت بر تركيب اسيد چرب

 18:2عمدتا شامل )  PUFA( اسيدهاي چرب غير اشباع چندگانه

 TFAبه عنوان درصدي از اسيد چرب كل  22:6،  20:5،  20:4، 

،  Walne  ،F/2بوده كه بيشترين مقدار آن در محيط كشتهاي 

Sato  وTMRL  99/42و درفاز رشد لگاريتمي به ترتيب برابر 

درصد و در فاز رشد ثابت به ترتيب برابر  58/29،  55/32، 
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بنابراين . درصد بدست آمد71/21و  08/18،  29/20،  77/25

درصورتي كه هدف از  رشد ميكروجلبك، مصارف انساني و  

و رشد در  Walneآبزي پروري باشد ، استفاده از محيط كشت 

. له لگاريتمي ، به طور معناداري بيشترين بازدهي را دارد مرح

و همكارانش  Fabregasهمانند نتايج اين مطالعه ، در مطالعه 

در اسيد  PUFAبر روي نانوكلروپسيس اسپيروژا ، ميزان   )43(

  . درصد بدست آمد 35چرب 

Eicosapenyaenoicacid( EPA)   تركيب مهم ديگر اسيد

بوده و  3ي باشد كه حاوي امگا م ω-3 PUFAچرب و يك 

. نقش مهمي در جلوگيري از بيماري در انسان ايفا مي نمايد 

ماهيان دريايي بوده كه استفاده از آن  EPAمنبع تجاري كنوني 

نتايج حاصل از اين .   )44- 46(داراي محدوديت هايي مي باشد

در همه محيط كشتها، از  EPAمطالعه نشان مي دهد كه مقدار 

بيشترين مقدار . فاز رشد لگاريتمي به رشد ثابت ، كاهش مي يابد

EPA  در محيط كشتWalne  لگاريتمي ، برابر و در فاز

در   Gaoو  Huدر مطالعه . درصد اسيد چرب مي باشد  11/36

در   EPAبر روي نانوكلروپسيس اسپيروژا،  مقدار  )47(چين 

همانند مطالعه اي . درصد بدست آمد  25كل اسيد هاي چرب ، 

بر روي ميكروجلبك   )19(در چين  Gaoو  Huكه

Ellipsoidian.Sp   انجام دادند، در اين مطالعه نيز با افزايش

  . نيز افزايش يافت EpAت نيترات  در محيط كشت، مقدار غلظ

روغن ميكروجلبك به شكل تري گليسريد قابل تبديل به 

در نانوكلروپسيس  TAGتري گليسيريد . بيوديزل مي باشد

شامل اسيدهاي چرب اشباع و اسيدهاي چرب غير اشباع تك 

در .   )9(و در واكوئل سلول ذخيره مي شوند )25(پيوندي بوده

در محيط كشتهاي مورد مطالعه   TAGمطالعه حاضر  مقدار 

Walne ،F/2 ،Sato وTMRL و در فاز رشد ثابت به ترتيب

درصد اسيد چرب مي  96/67و  25/75،  88/71،  78/64برابر 

درصد وزن  70تا  40در برخي گونه ها مي تواند به  TAG. باشد

بنابراين از نظر كميت ، محيط كشت .  )25(كل بيوماس برسد 

Sato  بيشترين مقدارTAG  را جهت توليد بيوديزل فراهم مي

بر روي  )9(و همكارانش  Olofssonدر مطالعه.نمايد

نانوكلروپسيس اوكولاتا، اسيدهاي چرب مناسب جهت توليد 

، اسيد پالميتيك (c14:0)بيوديزل، اسيد مايريستيك 

(c16:0)،اسيد پالميتولئيك(c16:1) اسيد استئاريك،(c18:0) 

 78-45معرفي شدند كه بيش از  (c18:1)و اسيد اولئيك  

درصد كل اسيدهاي چرب بوده و با نتايج مطالعه حاضر مطابقت 

همچنين، نتايج حاصل از اين مطالعه با نتايج .  دارد

Durmaz)22(  مطابق بوده و  نشان مي دهد تركيب شيميايي

سلولهاي ميكروجلبك در طول فازهاي رشد خود متغير مي باشد 

ن اسيدهاي چرب اشباع ، و از فاز لگاريتمي  به رشد ثابت ، ميزا

افزايش و برعكس ميزان اسيدهاي چرب غير اشباع كاهش يافته 

  . است

  انديس يد

جهت تعيين كيفيت روغن بدست آمده از ميكروجلبك  ، مطابق 

)  Iodinevalue(از انديس يد )EN14111)4استاندارد اروپايي 

مطابق استاندارد  انديس يد بدست آمده از روغن . استفاده شد

ميكروجلبك جهت  تعيين كيفيت بيوديزل بايد كمتر از 

gI2/100 g 120 در اين مطالعه  انديس يد روغن . باشد

در . بدست آمد gI2/100 g54نانوكلروپسيس اوكولاتا 

اين عدد براي  )4(در پرتغال    Oliveiraو  Gouveiaمطالعه

، براي 52نانوكلروپسيس اسپيروژا برابر 
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Neochlorisoleabundans  براي 102برابر ،

Dunaliellatertiolecta  و براي  120برابر

Scenedesmusobliquus  كه نشان مي . بدست آمد 69برابر

دهد مشخصات روغن نانوكلروپسيس اوكولاتا با روغن 

شبيه  Scenedesmusobliquusنانوكلروپسيس اسپيروژا و  

  . باشد بوده و جهت توليد بيوديزل مناسب مي

  نتيجه گيري

 دستيابي جهت موثر فاكتورهاي از يكي مغذي مواد محدوديت

 مقاصد بيوديزل، توليد جهت ميكروجلبك بازدهي حداكثر به

 نوع درقالب ميتواند كه ميباشد انساني ومصارف پروري آبزي

 مطالعه اين در. گردد اعمال ميكروجلبك كشت محيط

 شده ذكر مقاصد جهت بازدهي حداكثر اوكولاتا نانوكلروپسيس

 از ميكروجلبك رشد فاز. داد نشان Walne  كشت محيط در را

 حداكثر اوكولاتا، نانوكلروپسيس كه ميباشد موثر عوامل ديگر

 رشد فاز در را انساني ومصارف مقاصدآبزيپروري جهت بازدهي

 نشان خود ثابت رشد فاز در بيوديزل توليد جهت و لگاريتمي

 از حاصل روغن كه ميدهد نشان يدي ارزش تعيين همچنين .داد

 جهت لازم كيفيت ،Walne كشت محيط در ميكروجلبك

  .دارد را بيوديزل توليد

  تشكر و قدرداني

حاصل بخشي از پايان نامه دانشجويي در مقطع  اين تحقيق

 مهندسي زير نظر مركز تحقيقات كارشناسي ارشد مي باشد كه

علوم پزشكي كرمان و با حمايت مالي  بهداشت محيط  دانشگاه

معاونت تحقيقات و فن اوري اين دانشگاه انجام يافته، بدينوسيله 

از مساعدتهاي انان كه هموار كننده انجام اين پژوهش بوده 

  .است، سپاسگزاري مينمايد
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Abstract 
Background: Concerns about energy crisis coupled with climate change and increased global warming is 
drawing more attention to producing biodiesel from microalgae. Cell growth, biomass production and lipid 
accumulation in microalgae determine economic performance of biodiesel. The aim of this study was to 

investigate the role of medium to enhance the efficiency factors. 
Methods: Microalgae were cultured in four culture media of Walne, F/2, Sato and TMRL. Cell growth was 
determined by spectrophotometry on a daily basis by measuring the cell density. Biomass production and 
lipid accumulation of microalgae in the logarithmic growth phase and stationary growth measurements and 
constituents were identified by gas chromatography. Quality of oil extracted from each culture for biodiesel 
production was determined by iodine values through standards. 
Results: The results showed the highest rate of cell growth and biomass production in walne culture media 
to be 0.2616 day-1 and 2.652gl-1 respectively. Most amount of converting biomass into lipids in TMRL 
culture media equal to 37.22% of the cell dry weight was obtained. Walne culture media is also the most 
efficient lipid the productivity of which equaled 0.1057 gl-1day-1 and the highest amount of polyunsaturated 
fatty acids (PUFA) was obtained in Walne culture media in the logarithmic growth phase and equal to 
42.99% of the fatty acids. The highest amount of triacylglyceride was obtained in Sato medium in the 
stationary growth phase and equal to 75.25% of the fatty acids. 
Conclusion: Nannochloropsis Oculata show maximum efficiency for aquaculture purposes and human 
consumption and biodiesel production, respectively, in the logarithmic growth phase and stationary growth 
in Walne medium.  
Keywords: Microalgae, Nannochloropsis Oculata, Biodiesel, Medium, Lipid productivity 
 

 
 
 
 
 
 


