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  روي رشد و ميزان كلروفيل ريزجلبك تأثير نوع محيط كشت بر
Nannochloropsis oculata اي در فتوبيوراكتور لوله  

قربانعلي  و 1، ابوالقاسم اسماعيلي فريدوني1، سيد علي جعفرپور1، محمد كاظم خالصي*1محمد حسين ناصري
  2زاده نعمت

  گروه شيلات ،دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساريساري،  1

  تگروه زراع ،دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساريساري،  2

  18/10/92: تاريخ پذيرش  16/1/92 :تاريخ دريافت

  چكيده

، با استفاده از دو نوع محيط كشت گيلارد و Nannochlorpsis oculataريزجلبك  aدر مطالعه حاضر، رشد و ميزان كلروفيل 
و وزن خشك ريزجلبك در هر دو محيط، روزانه  aتراكم سلولي، موجودي كلروفيل . روزه بررسي گرديد 15والن در دو دوره 

 10تا  3ترتيب در روز  در ريزجلبك رشديافته در محيط والن به aتراكم سلولي و موجودي كلروفيل . شدگيري  تكرار اندازه 3با 
در محيط گيلارد به طور  15تا  10ولي تراكم سلولي از روز  (P < 0.05)بيشتر از محيط گيلارد بود ) 14بجز روز ( 15تا  2و 

 11تا  6بالا رفت ولي از روز  6ك در هر دو محيط كشت تا روز وزن خشك ريزجلب. داري بيشتر از محيط والن ثبت شد معني
برتري محيط كشت گيلارد مشاهده  15تا  11محيط والن وزن خشك ريزجلبك را بيشتر از محيط گيلارد افزايش داد و از روز 

. بود) در روز 25/0(و در محيط گيلارد ) در روز 3/0(ميانگين نرخ رشد ويژه ريزجلبك در محيط والن . (P < 0.05)گرديد 
 3جمعيت ريزجلبك در محيط والن در ) روز 15/1(ترين زمان دو برابر شدن  و كوتاه) در روز 6/0(بيشترين ميزان نرخ رشد ويژه 

روز پاياني منفي شد و زمان دو برابر شدن  3پرورشي در نرخ رشد در هر دو دوره . ي دوره  پرورش مشاهده شديروز ابتدا
  . با توجه به نتايج بدست آمده، برتري محيط كشت والن مشاهده گرديد .پاياني به بيشترين حد رسيدروز  3جمعيت در 

     ، گيلارد، والنaفتوبيوراكتور، كلروفيل ، Nannochlorpsis oculata :هاي كليدي واژه

 sohrabesmaeili70@gmail.com :، پست الكترونيكي09399808279: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
در ميان ارگانيسم هاي آبزي، ريزجلبك ها اهميت بسيار 

ريزجلبك ها اساس زنجيره غذايي را در . زيادي دارند
اكوسيستم هاي آبي تشكيل مي دهند و در آبزي پروري نيز 

نرم تنان، ميگو، ماهيان و  به عنوان غذاي زنده براي رشد
اين . )9(زئوپلانكتون ها مورد استفاده قرار مي گيرند 

موجودات، ميكروارگانيسم هاي فتوسنتزي پروكاريوت يا 
يوكاريوت مي باشند كه مي توانند سريعا رشد و در شرايط 

سخت به علت ساختار تك سلولي يا چند سلولي ساده  
ستفاده از ميكروجلبك ها امروزه ا .آنها براحتي زندگي كنند

به عنوان منبع غذايي، دارويي، استفاده در مواد آرايشي و 
بهداشتي، توليد سوخت ديزل و سوخت جت نيز روز به 

  ).7(روز در حال گسترش است 

، يك جنس از (Nannochloropsis) نانوكلروپسيس
ريزجلبك هاي موجود در محيط زيست دريا مي باشد كه 

گونه هاي . )14(ي شده است ين شناساگونه در آ 6تقريبا 
موجود در اين جنس بدليل يوري هالين و يوري ترميك 
بودن، قابليت پرورش در آبهاي لب شور و شيرين را نيز 

از ويژگي هاي ديگر اين ريزجلبك ها مي توان  ).12(دارند 
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عامل تفكيك اين ريزجلبك با ( bو  cبه كمبود كلروفيل 
يت ساخت انواع رنگدانه ها مثل ، قابل)ريزجلبك هاي ديگر

و كانتاگزانتين، وجود اسيدهاي  ، زيزانتين آستاگزانتين
و آراشيدونيك اسيد  EPAمثل  (HUFA)غيراشباع  چرب
(AA)  از ريزجلبك هاي موجود در اين . )5(اشاره كرد

جنس براي غني سازي غذاي زنده لارو ماهيان دريايي 
ي در مورد توليد اخيرا مطالعات. )19(استفاده مي شود 

  . )11(است  شدهسوخت از اين ريزجلبك ها نيز انجام 

يكي از چالش هاي اصلي پيش روي توليد محصول از 
ريزجلبك ها در مقياس صنعتي، مشكلات مربوط به كشت 

به همين دليل داشتن دانش فني كشت . آنها مي باشد
پربازده ريزجلبك در مقياس صنعتي مي تواند هزينه هاي 

محصولات توليد شده از جلبك ها را تا حد زيادي  يينها
امروزه از سيستم هاي مختلفي براي كشت . كاهش دهد

يكي . ريزجلبك ها در حجم هاي متفاوت استفاده مي شوند
از اين سيستم ها فتوبيوراكتور مي باشد كه در انواع مختلفي 
براي كشت متراكم ريزجلبك ها مورد استفاده قرار 

   .)1شكل ( گيرند مي

  

     
  هاي پرورش ريزجلبك روش -1شكل 

بعد از شناسايي گونه هاي مستعد ريزجلبك براي پرورش 
متراكم و همچنين بررسي توليد از لحاظ اقتصادي، نياز به 
طراحي و بهينه سازي فتوبيوراكتور، يك ضرورت مي باشد 

عوامل مختلفي در بهينه سازي عملكرد فتوبيوراكتور  ).7(
 ،وليدروي ت دخيل هستند كه رعايت كردن آنها مي تواند بر

نور، درجه  :اين عوامل عبارتند از. تأثير زيادي داشته باشد
حرارت، كميت و كيفيت محيط كشت، ميزان دي 

و گردش آب  pHاكسيدكربن، ميزان اكسيژن محلول، ميزان 
)4.(  

تراكم سلول هاي ريزجلبك در محيط پرورش نسبت به 
بنابراين در محيط . محيط طبيعي بسيار بالا مي باشد

كميت و كيفيت مواد مغذي و شناخت  ،لبكپرورش ج
مورد نظر بسيار  هر گونهمحيط كشت مناسب براي پرورش 

دو نوع محيط كشت كه به طور گسترده . )26(باشد  مهم مي
براي پرورش اغلب جلبك ها مورد استفاده قرار مي گيرند 

 (f/2)ز محيط كشت والن و محيط كشت گيلارد :عبارتند ا
مواد شيميايي مختلف از لحاظ كيفي و دليل وجود ه ب. )17(

اين دو ، در اين پژوهش در اين دو محيط كشت كمي
 محيط كشت براي پرورش جلبك نانوكلروپسيس

)Nannochloropsis oculata( در فتوبيوراكتور ساخته شده 
   .مورد بررسي و مقايسه قرار گرفته اند

  هامواد و روش
در اتاق  N. aculataابتدا ريزجلبك : كشت اوليه ريزجلبك

فايكولب گروه شيلات دانشگاه علوم كشاورزي و منابع 
ي آب اليتري كه محتو 5/1هاي  طبيعي ساري در بطري

درياي خزر استريل شده و مقداري محيط كشت گيلارد 
(f/2) 24ريز جلبك در دماي آب بين . بود، كشت داده شد 

ر ليتري هوادهي و د 5/1درجه سانتيگراد، در ظروف  26تا 
ميكرومول  985متوسط ( هاي فلورسنت برابر تابش لامپ
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هنگامي كه  ).27(قرار گرفت  )فوتون بر متر مربع در ثانيه
پرورش ريزجلبك به مرحله رشد لگاريتمي رسيد، حجم 

از اتاق فايكولب به فتوبيوراكتور ) ليتر 1(مشخصي از آن 
ليتر  100حجم آب براي كشت ريزجلبك . )27(منتقل شد 

سلول در  3 ×106كم اوليه ريزجلبك در فايكولب و ترا
ميلي ليتر بود و براي هر دو دوره آزمايش از ريزجلبك 

  . كشت شده در فايكولب به فتوبيوراكتور اضافه شد

اين آزمايش در اواخر تابستان و اوايل : شرايط محيطي
درجه  37تا  29بين  ي محيطكمترين و بيشترين دمابا پائيز 

ريزجلبك نانوكلروپسيس مي تواند . شد انجامسانتيگراد 
در هر دوره دوهفته اي . )8(اين دامنه دمايي را تحمل كند 

روز محيط كشت به فتوبيوراكتور اضافه  5در فاصله زماني 
منبع نور در فتوبيوراكتور بوسيله لامپ هاي فلورسنت . شد

ميكرومول  985 تأمين شد كه شدت آن به طور متوسط
مورد نياز از  CO2بخشي از . بود در ثانيه فوتون بر متر مربع

ه يك بوسيلطريق هوادهي و بخشي ديگر بصورت خالص 
توسط يك شلنگ هوا كه  كپسول حاوي دي اكسيد كربن

براي كاهش نوسانات به تانك فتوبيوراكتور متصل است، 
pH  محيط هاي كشت . )27(محيط پرورش تزريق شد

 )Sorgeloos )1996  و  Lavensوالن براساس  و گيلارد
  . شدند ساخته

بعد از معرفي : برداري و بررسي نحوه رشد نمونه
انه ريزجلبك به فتوبيوراكتور، نمونه برداري به طور روز

 aميزان كلروفيل  و) ميلي گرم(انجام، و وزن خشك 
 ه وسيله دستگاه اسپكتروفتومترب) ترگرم وزن /ميكروگرم(

  ).27(اندازه گيري شد تكرار سه  در 

شمارش سلولي با استفاده از لام : ارش سلوليشم
و  Lavensهماسيتومتر و با روش پيشنهاد شده توسط 

Sorgeloos )1996(  انجام گرديدسه بار در روز.  

ميلي ليتري با دور  14نمونه هاي : گيري كلروفيل اندازه
بعد از . دقيقه سانتريفيوژ شدند 10در دقيقه به مدت  3000

لوله . يي آب لوله آزمايش خالي شدسانتريفيوژ، بخش بالا
هاي آزمايش حاوي ريزجلبك با فويل آلومينيم پوشانده 

 2. شدند تا شرايط تاريكي ايجاد و كلروفيل حفظ شود
درصد به داخل لوله آزمايش ريخته و  95ميلي ليتر متانول 

بعد از استخراج كلروفيل، . دقيقه تكان داده شد 1به مدت 
 5در دقيقه به مدت  4000ره با دور لوله هاي آزمايش دوبا

بوسيله  aسپس ميزان كلروفيل . دقيقه سانتريفيوژ شدند
در طول   UV- 2150مدل  UNICOدستگاه اسپكتروفتومتر 

  ).20(اندازه گيري شد  nm750تا  nm630موج هاي 

  ):25(داده هاي بدست آمده در فرمول زير قرار گرفتند 
Chl  a{μg /10 ml}= (11.6 o.d.664 – 1.31 o.d.645 – 0.14 

o.d.630){extract vol.(ml)/cuvette width(cm)}  
ميلي ليتري از محيط پرورش به  14نمونه  3: وزن خشك

سپس با آب مقطر . شدندسانتريفيوژ  طور روزانه برداشت و
درجه  105ساعت در دماي  16و به مدت  گرديدند شسته

   ).10(سانتيگراد قرار گرفتند 

ضريب رشد ويژه با استفاده از : (SGR)ه ضريب رشد ويژ
  )16(: رابطه زير بدست آمد

μ = ln(C1/C0)/t1-t0  
μ = ،ضريب رشد ويژهC1 = تراكم ريزجلبك در انتهاي

زمان = t 1تراكم ريزجلبك در ابتداي دوره، = C0دوره،  
  زمان ابتداي دوره= t 0دوره ،  انتهاي

جمعيت  زمان دو برابر شدن: تعيين زمان دو برابر شدن
در طول دوره آزمايش بر طبق  N. oculataريزجلبك 

DT= log e :)1(فرمول زير محاسبه گرديد 
2/ SGR  

پژوهش، داده هاي بدست آمده از   در اين: آناليز آماري
و وزن خشك   aكلروفيل  ميزانتراكم سلولي،  شاخص هاي

ميانگين همراه با خطاي استاندارد بيان   به صورت مقادير
در سطح t-test ايسه ميانگين ها با آزمون مق .شدند
   .انجام شد SPSSنرم افزار  بوسيله 05/0داري امعن

  نتايج
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ديده مي شود، ميزان وزن خشك  2همانطور كه در شكل 
) 2 تا 1(در روزهاي اوليه آزمايش  N.oculataريزجلبك 

در هر دو محيط كشت گيلارد و والن رشد چنداني 
روند صعودي ميزان وزن خشك  پس از روز سوم. نداشت

محيط كشت والن ديده شد و با يك روز تأخير در روز  در
 سوم روند صعودي رشد جلبك در محيط كشت گيلارد نيز

البته در هر دو محيط اين روند صعودي تا . مشاهده گرديد
) ميلي گرم وزن خشك 45تقريبا معادل (حدود معيني 

اين روند رشد ثابت در اين نقطه ثابت شده و  بعدرسيده و 
از روز ششم به . تا اواسط روز ششم آزمايش ادامه داشت

بعد مجددا سير صعودي رشد جلبك در هر دو محيط 
، محيط 11تا  6از روز ن تفاوت كه يبا ا ،كشت ثبت گرديد

 P)والن وزن خشك ريزجلبك را به طور معني داري 

يت در بيشتر از محيط گيلارد افزايش داد اما در نها (0.05>
روز يازدهم روند رشد جلبك در هر دو محيط كشت با 

در هر دو محيط  زيست تودههمديگر تلاقي داشته و ميزان 
ميلي گرم بر مبناي وزن  180±1/9كشت به مقدار تقريبي 

اين روند كاملا بعكس شد،  15تا  11از روز . خشك رسيد
به عبارتي محيط كشت گيلارد وزن خشك ريزجلبك را به 

. بيش از محيط والن بالا برد (P <0.05)عني داري طور م
براساس داده هاي موجود، حداكثر ميزان رشد ريزجلبك 
در هر دو محيط كشت در روز چهاردهم آزمايش مشاهده 

نكته . گرديد و از آن به بعد رشد روند كاهشي را نشان داد
اينكه ريزجلبك در روز چهاردهم در محيط كشت گيلارد 

بيشتري ) ميلي گرم 330±22/13(كثري داراي رشد حدا
) ميلي گرم 280±58/8(نسبت به محيط كشت والن 

  .برخوردار بود

 N.oculataرا در ريزجلبك  aمقدار كلروفيل  3كل ش
تغذيه شده با دو محيط كشت گيلارد و والن را نشان 

در هر دو  aاز روز يك تا سوم آزمايش كلروفيل . دهد مي
از روز سوم روند صعودي . محيط روند ساكني داشت

ريزجلبك در هر دو محيط كشت  aموجودي كلروفيل 
گيلارد و والن آغاز شد و اين روند به طور ثابت تا روز 

با اين تفاوت كه از روز سوم تا  ،يازدهم ادامه داشت
در ريزجلبك تغذيه شده با محيط  aيازدهم ميزان كلروفيل 

بيشتر از  (P <0.05)كشت والن به طور معني داري 
ريزجلبك تغذيه شده با محيط كشت گيلارد مشاهده 

ميكروگرم و  732±66/11ترتيب  گرديد كه مقدار آن به
  .ميكروگرم بود 69/17±634

  
 .Nدر ) ميلي گرم( SE ±تكرار 3ميانگين وزن خشك  -2شكل 

oculata  روز 15كشت شده با دو محيط گيلارد و والن به مدت  

  
) گرم وزن تر/ميكروگرم( SE ±تكرار  a  3ميانگين كلروفيل -3شكل 
لن به تغذيه شده با دو محيط كشت گيلارد و وا  N. oculataدر 

  روز 15مدت 

  
در ) در هر ميلي ليتر( SE ±تكرار  3ميانگين تراكم سلولي  -4شكل 

N. oculata  تغذيه شده با دو محيط كشت گيلارد و والن به مدت
  روز 15

از روز دوازدهم براي  aكلروفيل  موجوديروند صعودي 
ريزجلبك تغذيه شده با محيط كشت والن متوقف و وارد 
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ي تغذيه شده با درحاليكه ريزجلبك ها ،مرحله كاهشي شد
محيط كشت گيلارد تا يك روز ديرتر وارد اين مرحله 

در محيط كشت والن در روز  aموجودي كلروفيل . ندشد
و در محيط كشت گيلارد در روز  726±8/16دوازدهم 
اين در حالي . ميكروگرم ثبت گرديد 685±79/21سيزدهم 

بود كه در روز سيزدهم نيز روند رشد ريزجلبك در هر دو 
به  aيط كشت با همديگر تلاقي داشته و ميزان كلروفيل مح

ميكروگرم در هر گرم وزن  692±12/13ميزان تقريبي 
در روز چهاردهم براي نخستين بار كلروفيل . خشك رسيد

a  در ريزجلبك تغذيه شده با محيط كشت گيلارد به طور
از ريزجلبك ) ميكروگرم 754±67/40(معني داري بيشتر 

 701±1/14(با محيط كشت والن هاي تغذيه شده 
از روز چهاردهم به بعد روند . مشاهده گرديد) ميكروگرم

براساس . رشد ريزجلبك در مرحله ايستايي قرار گرفت
 در aهاي بدست آمده بيشترين موجودي كلروفيل  داده

ريزجلبك تغذيه شده با محيط كشت گيلارد مشاهده 
   .ميكروگرم بود 754±67/40گرديد كه مقدار آن 

 N.oculataچگونگي روند تراكم سلولي ريزجلبك  4شكل 
تغذيه شده با دو محيط كشت گيلارد و والن را نشان مي 

آزمايش، تعداد سلول ريزجلبك در  2تا  1از روز . دهد
محيط كشت والن افزايش چنداني نداشت و اين روند در 

به عبارتي . محيط كشت گيلارد تا روز سوم مشاهده گرديد
سلولي در روز دوم در محيط كشت والن  تراكم
و در روز سوم در محيط كشت گيلارد  22/0 01/0±×106
سپس تراكم . سلول در ميلي ليتر بود 01/0±28/0×106

سلولي در هر دو محيط كشت يك سير صعودي را نشان 
اين روند براي ريزجلبك تغذيه شده با محيط كشت . داد

در ميلي  3/4±11/0×106والن تا روز نهم كه مقدار آن به 
ادامه داشت و پس از آن روند كاهشي رشد ليتر رسيد، 

از طرفي ديگر روند صعودي ريزجلبك . مشاهده گرديد
هاي تغذيه شده با محيط كشت گيلارد كه از روز سوم 

 ×106شروع شده بود تا روز دوازدهم كه مقدار آن 
 ادامه داشت و پس ازدر ميلي ليتر ثبت گرديد،  3/0±36/5

تراكم در حالي بود كه  اين. آن روند كاهشي رشد آغاز شد
از روز دوم تا دهم آزمايش در محيط  N.oculataسلولي 

بالاتر از محيط گيلارد  (P <0.05)داري  والن به طور معني
در محيط  18/4±02/0×106بود كه مقادير آن به ترتيب 

در روز . در ميلي ليتر بود 73/3±13/0 ×106كشت والن و 
هم نيز روند رشد در ريزجلبك هاي تغذيه شده در هر دو د

محيط كشت با همديگر تلاقي داشت كه تراكم سلولي در 
در ميلي ليتر  96/3±07/0 ×106اين روز به مقدار تقريبي 

داده هاي موجود تراكم سلولي را از روز . مشاهده گرديد
دهم تا پانزدهم در ريزجلبك تغذيه شده با محيط كشت 

بيشتر از محيط  (P <0.05)به طور معني داري گيلارد 
در حاليكه روند رشد در هر دو  ،كشت والن نشان داد

براساس داده . محيط كشت وارد مرحله ايستايي شده بود
هاي موجود، بيشترين تراكم سلولي در ريزجلبك تغذيه 

در  36/5±03/0 ×106شده با محيط كشت گيلارد به مقدار 
  .دميلي ليتر مشاهده گردي

نشان دهنده ميانگين تراكم سلولي، نرخ رشد ويژه  1جدول 
(SGR)  و زمان دو برابر شدن جمعيت ريزجلبك

N.oculata  با گذشت هر سه روز از دوره پرورش مي
بر اساس آن، با گذشت زمان پس از روز دوم در . باشد

ريزجلبك تغذيه شده با محيط والن و پس از روز سوم در 
، )4شكل (ه با محيط كشت گيلارد ريزجلبك تغذيه شد

 ،نرخ رشد ويژه در هر دو دوره پرورشي كاهش يافت
روز پاياني، منفي شد و زمان دو برابر شدن  3بطوريكه در 

جمعيت نيز با گذشت زمان افزايش يافت به گونه اي كه 
ميانگين كل . روز پاياني به بيشترين حد خود رسيد 3در 

غذيه شده با محيط كشت ت N. oculataنرخ رشد ويژه در 
در  25/0(و در محيط كشت گيلارد ) در روز 3/0(والن 
در ) در روز 6/0(بيشترين ميزان نرخ رشد ويژه . بود) روز

روز  3ريزجلبك هاي تغذيه شده با محيط كشت والن در 
ي دوره پرورش و كوتاهترين زمان دو برابر شدن يابتدا

ر ريزجلبك د) روز N. oculata )24/2جمعيت ريزجلبك 
  . هاي تغذيه شده با محيط كشت گيلارد  بود
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پرورش داده شده در محيط  N. oculata، نرخ رشد ويژه و زمان دوبرابر شدن جمعيت ريزجلبك SE ±تكرار  3ميانگين تراكم سلولي  -1جدول 
  كشت گيلارد و والن 

 محيط كشت )106(تراكم سلولي )روزه3در فواصل(نرخ رشد ويژه  )روز 3در طول (زمان دوبرابر شدن 

 b 62/4   b15/0 001/0±22/0 

  گيلارد
 a 24/2  a31/0 02/0±45/1 
 b 95/4   c14/0 2/0±77/2 
 c77/5   d12/0 25/0±58/4 

- 01/0- 12/0±02/5 
 a 15/1   a6/0 02/0±34/0 

 والن
 b62/4   b15/0 12/0±92/1 

  c93/6   c1/0 07/0±72/3 
d65/34  d02/0 11/0±32/4 

- 02/0- 14/0=±42/4 
  اد منفي در محاسبه زمان دو برابر شدن استفاده نمي شونداعد*

  

  بحث
و تراكم سلولي  aوزن خشك، موجودي كلروفيل 

در هر دو محيط كشت والن و  N. oculataريزجلبك 
 هاي شكل(گيلارد پس از روز سوم روند صعودي داشتند 

نظر از تأثير جداگانه هر محيط كشت، وزن  صرف).  2،3،4
 15تا  2ريزجلبك از روز  aخشك و موجودي كلروفيل 

برابر در هر  5تا  4برابر، و تراكم سلولي آن بين  3تا  2بين 
 Banerjeeدر مطالعه اي كه توسط . دو محيط افزايش يافتند

روي رشد و تركيب بيوشيميايي  بر) 2011(و همكاران 
 N. oculataو  Cheatoceros calcitransهاي  ريزجلبك

، در شدو آزمايشگاهي انجام پرورش يافته در دو محيط باز 
، تراكم سلولي، ميزان كلروفيل و زيست تودهپارامترهاي 

نتايج مشابهي نرخ رشد ويژه در هر دو گونه پرورش يافته 
نشان مي دهند  4، و3، 2 هاي شكلهمانطور كه . ديده شد

در روزهاي اول و دوم پرورش، رشد قابل توجهي در 
ي در ريزجلبك نتيجه مشابهاما . ريزجلبك ديده نشد
Isochrysis galbana  همچنين در  ).13(مشاهده گرديد

 بر) 2005(و همكاران   Senديگري كه توسط  اتمطالع
و شريعتي و يحيي آبادي  N. oculataروي ريزجلبك 

انجام  Dunaliella salinaروي ريزجلبك  بر) 1380(
ظاهرا سلول ها در چند روز . ، اين نتايج مشاهده شددادند

اول، به علت قرار داشتن در مرحله تأخيري يا آداپتاسيون 
خود را با شرايط جديد تطبيق مي دهند و به عبارتي تنها 
رشد متابوليسمي آنها افزايش مي يابد تا شرايط لازم را 

كسب نمايند و تكثير و  آيندهبراي تكثير در طي روزهاي 
از روز سوم تا روز . )17(ازدياد سلولي مشاهده نمي شود 

دهم الگوي رشد وارد مرحله دوم يا رشد لگاريتمي شد و 
تعداد سلول ها به سرعت و با تصاعد هندسي افزايش 
يافت كه نشان دهنده رشد و تكثير مداوم سلول ها مي 

از   N .oculataنشان مي دهند كه  4و  3 هاي شكل. باشد
وارد مرحله كاهش رشد گرديد  12و 11وزهاي تا ر 9روز 

در اين . وارد مرحله سكون شد 15تا روز  12و از روز 
مرحله ميزان جمعيت ثابت مي ماند كه به معني توازن بين 

  . مرگ و مير ريزجلبك ها و تكثير سلولي مي باشد

دو محيط كشت مورد استفاده در اين پژوهش نتايج كم و 
در دو روز ابتداي آزمايش، بين . بيش متفاوتي بروز دادند

 aدو محيط كشت از لحاظ وزن خشك، موجودي كلروفيل 
پس از آن، دو اما . و تراكم سلولي اختلافي مشاهده نشد

به (محيط از نظر وزن خشك ريزجلبك تا روز ششم 
 6تقريبا مشابه بودند، درحاليكه از روز ) استثناي روز سوم

ك ريزجلبك را به آزمايش، محيط والن وزن خش 11تا 
از روز . طور معني داري بيشتر از محيط گيلارد افزايش داد
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محيط كشت گيلارد وزن خشك ريزجلبك را به  15تا  11
روند ). 2شكل(طور معني داري بيش از محيط والن بالا برد 
وجود  15تا  10مشابهي نيز براي تراكم ريزجلبك از روز 

نتايج . ديدداشت كه برتري محيط گيلارد مشاهده گر
كه اثر محيط ) Gopinathan )1986مشابهي در مطالعه 

روي چند ريزجلبك بررسي كرده  كشت هاي مختلف را بر
و  Srinivasakumar همچنين در پژوهش. بود، ديده شد
Rajashekhar )2009 ( پس از مقايسه دومحيط كشت

روي رشد چندين گونه ريزجلبك، برتري  گيلارد و والن بر
و  Shahاما در پژوهش . الن مشاهده شدمحيط كشت و

با مقايسه سه محيط كشت گيلارد، ) 2003(همكاران 
ريكس ميكس و محيط كشت ساخته شده توسط مؤسسه 

 .Nروي رشد  بر (BFRI)تحقيقات شيلاتي بنگلادش 

oculataاز . ، محيط كشت گيلارد بهترين عملكرد را داشت
يط كشت آنجا كه مقدار و اجزاي تشكيل دهنده دو مح

بنابراين مي تواند دليلي براي مشاهده اين  ،متفاوت است
و تراكم  aتفاوت ها در وزن خشك، موجودي كلروفيل 

به بيشترين بيومس ) 2003(و همكاران  Shah. سلولي باشد
در ) سلول در ميلي ليتر N. oculata )105×22ريزجلبك 

محيط كشت گيلارد در مقايسه با دو محيط كشت ديگر 
به تراكمي بيشتر ) Lim )1991د، در حاليكه رسيدن

كه از محيط  وقتي ،رسيد) سلول در ميلي ليتر 20- 25×106(
استفاده  N. oculataكشت والن براي تغذيه ريزجلبك 

علت اختلاف در اين دو پژوهش همانطور كه اشاره . گرديد
وجود تركيبات شيميايي متفاوت در  دليلشد مي تواند به 

و  Convertiدر آزمايشي كه . )22(باشد انواع محيط كشت 
 روي تأثير درجه حرارت و نيتروژن بر بر) 2009(همكاران 

روي رشد و ميزان اسيد چرب انجام دادند، كاهش ميزان 
نيتروژن باعث كاهش رشد و افزايش اسيد چرب در 

  . شد N. oculataريزجلبك 

محيط كشت والن در افزايش  (P < 0.05)تأثير معني دار 
در  12تا  2سلولي از روز  aشتر موجودي كلروفيل بي

برتري معني دار . مقايسه با محيط كشت گيلارد مشهود بود

 15مشاهده شد ولي در روز  14محيط گيلارد در روز 
به طور ). 3شكل (دوباره محيط والن تأثير بيشتري داشت 

، محيط كشت والن موجودي 14كلي، به استثناي روز 
. به طور چشمگيري بالا برد N. oculataرا در  aكلروفيل 

كمبود نيتروژن در محيط كشت كه ثابت شده است 
براي . مؤثر است روي تركيب رنگدانه ها بر ريزجلبك ها

، كمبود نيتروژن Parietochloris inciseمثال در ريزجلبك 
در محيط كشت به طور قابل توجهي باعث افزايش ميزان 

نتايج اين مطالعه به دليل . )23(كاروتنوئيد و كلروفيل شد 
وجود موجودي كلروفيل بيشتر در ريزجلبك هاي تغذيه 
شده با محيط كشت والن در اكثر روزهاي پرورش نسبت 
به محيط كشت گيلارد و بيشتر بودن ميزان ازت در محيط 

و  Solovchenko، با پژوهش )گرم 75به  100(كشت والن 
در مقدار محدوديت . تطابق ندارد )2008( همكاران

در  سولفات مي تواند باعث كاهش رشد و ميزان كلرفيل
آقايي و شريعتي، (د شو  Dunaliella salinaريزجلبك 

وجود مقدار متفاوت سولفات در اين مطالعه، با ). 1385
فيل، چنين كلرروي ميزان  بر مس در هر دو محيط كشت

   . نتيجه اي مشاهده نشد

در محيط والن  10تا  2از روز  N. oculataتراكم سلولي 
 10به طور معني داري بالاتر از محيط گيلارد بود و از روز 

محيط گيلارد تراكم ريزجلبك را به طور معني داري  15تا 
 .Iهمچنين در ريزجلبك . نسبت به محيط والن افزايش داد

galbana  روز در  9به مدت ) تراكم سلولي(بيشترين رشد
ها از جمله  اير محيطمحيط كشت والن در مقايسه با س

كه با نتايج اين تحقيق  )13(گيلارد گزارش گرديد 
 .Iبه علاوه، تراكم سلولي در ريزجلبك . همخواني دارد

galbana )106×5/3 ( كمتر از تراكم سلولي  8در روز
  .  در اين تحقيق بود) N. oculata )106×2/4ريزجلبك 

ر، رشد جلبك ها به طور كلي تابعي از ميزان شدت نو
با جذب كربن  pHچگونگي تخليه مواد مغذي، بالا رفتن 

به دنبال . محيط و انباشتگي متابوليت هاي سلولي مي باشد
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افزايش تراكم سلولي، تخليه محيط كشت به عنوان يكي از 
عوامل در مرحله سكون رشد منجر به كاهش ميزان 

در اين تحقيق نيز پس از روز ). 2(كلروفيل نيز مي شود 
بيش ثابتي در تراكم سلولي و موجودي  وند كم دهم رو

كلروفيل براي هر دو محيط كشت مشاهده شد، هر چند كه 
روندي كم و بيش  14تا  10وزن خشك جلبك از روز 

ميانگين نرخ رشد ويژه و زمان دو برابر . افزايشي داشت
شدن در كل دوره آزمايشي، در ريزجلبك تغذيه شده با 

روز  77/2در روز و  25/0يب محيط كشت گيلارد به ترت
در حاليكه اين پارامترها در ريزجلبك تغذيه شده با  ،بود

روز  31/2در روز و  3/0محيط كشت والن به ترتيب 
   .بودند

، سبب رشددر اين پژوهش ايجاد يك مانع در اواخر دوره 
بدين . كاهش رسيدن نور به لوله هاي فتوبيوراكتور شد

روي ديواره داخلي لوله ها  آزمايش بر زمانصورت كه در 
بيشتر بود، ) محيط كشت والن( لايه نازكي كه در دوره دوم 

پديدار مي شد و بين منبع نور و ريزجلبك قرار مي گرفت 
كه مي توانست باعث كاهش شدت نور شود و در نهايت 

روز پاياني  5براي مثال در . روي رشد تأثيرگذار باشد بر
ريزجلبك ) 4،2،3ل هاي شك(آزمايش، پارامترهاي رشد 

تغذيه شده با محيط كشت گيلارد به غير از موجودي 
كلروفيل بيشتر از ريزجلبك تغذيه شده با محيط كشت 

اين در حاليست كه به دليل وجود سديم . والن بودند
نيترات بيشتر در محيط كشت والن نسبت به محيط كشت 

دي گيلارد، طبيعتا بايد پارامترهاي تراكم سلولي، موجو
كلروفيل و وزن خشك در ريزجلبك هاي تغذيه شده با 
محيط كشت والن بيشتر از محيط كشت گيلارد باشد، زيرا 
افزايش نيترات تا حدي مشخص در محيط كشت باعث 

  .)11(مي شود  N. oculataافزايش رشد در ريزجلبك 

Abu-Rezq  گزارشي در مورد شرايط ) 1999(و همكاران
 Nannochloropsisلبك هايبهينه توليد براي ريزج

sp.(Kuwaitian strain)  ،Tetraselmis suecica  و

Isochrysis sp.(T-iso)  ارائه دادند كه بر طبق آن نرخ رشد
 -15/0،  11/0 - 13/0ويژه براي اين گونه ها به ترتيب 

در روز بودند كه در اين آزمايش ميانگين  14/0و  14/0
. دوره بيشتر بود در كل N. oculataنرخ رشد ريزجلبك 

نتايج اندازه گيري نرخ رشد در هر ) 1(طبق جدول  ولي بر
همخواني ) 1999(و همكاران  Abu-Rezqروز با گزارش  3

بيشترين ) 1989(و همكاران  Sukenikعلاوه براين، . دارد
در  7/0 را ، N. oculataنرخ رشد ويژه براي ريزجلبك 

اين مطالعه در  روز اول 3نرخ رشد در . كردندروز گزارش 
در  6/0ريزجلبك هاي تغذيه شده با محيط كشت والن، 

در روز  31/0روز دوم،  3روز و در محيط كشت گيلارد در 
و  Sukenikبود كه نزديك به نرخ رشد ويژه در مطالعه 

  . مي باشد) 1989(همكاران 

مواد مغذي يكي از عوامل نرخ رشد متفاوت در گونه هاي 
و يا دما  CO2 ،pHبر نور،  مختلف ريزجلبك علاوه

به علاوه، نياز به مواد مغذي خاص به  ).16(باشد  مي
مقادير مناسب در رده هاي جلبكي مختلف ممكن است 

اين امكان وجود دارد كه انواع ويتامين ها و . متفاوت باشد
در  N. oculataعناصر كمياب براي رشد سريع و تكثير 

از طرف ديگر، احتمال . محيط والن بيشتر از گيلارد باشند
دارد مقادير بيشتري از مواد و عناصر حياتي در محيط 

به طوري كه مواد مغذي براي  ،گيلارد موجود باشند
ريزجلبك در اين محيط به مدت نسبتاً طولاني تري در 

) 4و  2شكل هاي ( 10و  9دسترس بود تا پس از روزهاي 
جلبك ها  به طور كلي، نيازهاي. تأثير برتري را بروز دهد

به مواد مغذي مي تواند مطلق، طبيعي، حداقل و يا بهينه 
اگرچه بسياري از محيط كشت ها براي پرورش . )15(باشد 

انواع ريزجلبك درست شده اند ولي نمي توان ثابت كرد 
كه يك محيط كشت خاص مي تواند براي پرورش يك 

   .)13(ريزجلبك بهترين باشد 

ين پژوهش مي توان به اين براساس نتايج بدست آمده در ا
محيط  ،پژوهشاين نتيجه رسيد كه در شرايط موجود 
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 در حالي ،كشت والن برتر از محيط كشت گيلارد مي باشد
كه هر دو محيط كشت والن و گيلارد قابليت استفاده براي 

  .دارندرا  N. oculataريزجلبك  كشت
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The effect of culture media on growth and chlorophyll content of 
Nannochloropsis oculata in tubular photobioreactor 

Naseri M.H.1, Khalesi M.K.1, Jafarpour S.A.1, Esmaeili A.Gh.12, Nemat Zade Gh.A.2 

1 Fisheries Dept., Sari University of Agriculture Sciences and Natural Resources, Sari, I.R. of Iran 
2 Agronomy Dept., Sari University of Agriculture Sciences and Natural Resources, Sari, I.R. of Iran 

Abstract 

A major challenge for industrial microalgae production is cultivation problems. 
Photobioreactors with different volumes are one of the systems applied for microalgal 
mass cultivation. Following species identification, design and optimization of a 
photobioreactor are necessary. In the present study, growth (doubling time, cell density 
and dry weight) and chlorophyll a content of Nannochloropsis oculata were 
investigated  using Guillard (f/2) and Walne media for two periods of 15 days. Cells 
density, chlorophyll a and dry weight of microalgae grown in both media were 
measured with three replications. The results showed significant influence (P < 0.05) of 
Walne than Guillard media from days 3 to 10, and from 2 to 15 (except day14), 
respectively. Cell density from days 10 to 15 showed significant influence (P < 0.05) of 
Guillard than Walne media. While dry weight (mg) increased in both media until day 6, 
Walne medium displayed higher weight increase than Guillard medium from days 6 to 
11. Conversely, Guillard medium showed greater weight elevation than Walne medium 
from days 11 to 15. Specific growth rate (SGR) averaged 0.3 and 0.25 d−1 at Walne and 
Guillard media, respectively. N. oculata displayed a minimum doubling time of 1.5 day 
at Walne medium during the first 3 days of cultivation. Based on these results, 
excellence of Walne medium observed. 

Key words: Guillard medium, Nannochloropsis oculata, Photobioreactor, Walne 
medium, Chlorophyll a 

 

 


