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Chlorellaبررسی محتواي لیپید کل در ریزجلبک سبز  sp. تحت تنش
فقدان نیتروژن
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محتواي . گیردزیستی مورد استفاده قرار میعنوان یک ماده اولیه براي تولید سوختبههالیپید ریزجلبک
تغییرات محتواي لیپید کل پژوهشدر این. ها بستگی داردها و شرایط کشت آنلیپید به گونه ریزجلبک

Chlorellaریزجلبک سبز  sp. روز به منظور تولید 12و 8، 4زمان مدت تحت تنش فقدان نیتروژن در
سپس شد،داده زایندر مثبت کشتکشتمحیطابتدا درریزجلبک.زیستی مورد بررسی قرار گرفتسوخت

.شدندنتقلمزایندر منفی کشتمحیطبهها برداشت وتودهزیسترشد،لگاریتمیفازدر زمان نیمه
. حسب درصد محاسبه شدبر) 2:1به نسبت (متانول /فرممحتواي لیپید کل پس از استخراج با محلول کلرو

نازك طور کیفی توسط کروماتوگرافی لایهزیستی بهگلیسرول مورد استفاده در تولید سوختاسیلتري
12و4،8زمان مدتفقدان نیتروژن درتنشتحتکللیپیدمحتواينشان داد کهنتایج. جداسازي شد

، که این افزایش به )≥05/0P(داري افزایش یافت صورت معنیکل شاهد بهلیپیددر مقایسه با محتوايروز
نازك، لایهبه نتیجه کروماتوگرافیتوجههمچنین با. بود46/23%شاهدطور میانگین نسبت به 

، تنش فقدان مطالعهاساس نتایج این بر. هاي تحت تنش تجمع یافتگلیسرول در ریزجلبکاسیلتري
Chlorella.تواند باعث افزایش محتواي لیپید کل ریزجلبک سبز همراه با گذشت زمان مینیتروژن  sp

.شود
.Chlorellaنازك، زیستی، لیپید، کروماتوگرافی لایهگلیسرول، سوختاسیلتري:کلیديواژگان

.، ایرانگیلان، رشت، دانشگاه دانشکده علومشناسی،گروه زیستدانشجوي کارشناسی ارشد فیزیولوژي گیاهی، -1
.، ایرانشناسی، دانشکده علوم، دانشگاه گیلان، رشتاستادیار گروه زیست-2
sarmad@guilan.ac.ir:نویسنده مسئول*
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مقدمه
پاك و سوختیکزیستیسوخت
ترکیبنوعهرازعاريکهاستتجدیدپذیر
اخیرهايسالدر. استسولفوريوآروماتیک

تولیدهزینهآوردنپایینمنظوربه
تولیدزمینهدرزیاديمطالعات،زیستیسوخت

جهانسراسردرهاریزجلبکازاین سوخت
تولید). Mata et al., 2010(است گرفتهانجام

دوتأثیرتحتهاریزجلبکاززیستیسوخت
لیپیدمحتوايوتودهزیستمیزانعامل

).Liang et al., 2009(قرار داردهاریزجلبک
شرایط نامساعد ها تحت طور کلی ریزجلبکبه

زا، تولید محتواي لیپید را افزایش و تنش
فرآیندهاي القاي مطالعهبنابراین .دهندمی

منظور افزایش تولید و تجمع تولید لیپید به
,.Zhang et al(محتواي لیپید ارزشمند است 

2013; Kyu Kang et al., 2014 .(عنصر
هاآمینه، پروتئیناسیدهايساختدرنیتروژن

.دارداساسیسیدهاي نوکلئیک نقشاو
متابولیسمبرموثرمهمغذاییمادهنیتروژن

رشدمحدودکنندههمچنین عاملولیپید
Kalpesh et(استیوکاریوتی هايریزجلبک

al., 2012 .( تحت شرایط نامساعد محیطی و
ها مسیر بیوسنتزي لیپید استرس، ریزجلبک

خود را به سمت تشکیل و تجمع لیپید خنثی 

. دهندتغییر می)گلیسرولاسیلتري(
بهونداردگلیسرول نقش ساختاري اسیلتري

عنوان منبع ذخیره کربن و انرژي در سلول 
Miao and Wu, 2006; Hu(کند عمل می

et al., 2008; Li et al., 2008; Li et al.,

2012; Zhang et al., 2013; .( همچنین
زیستی گلیسرول براي تولید سوختاسیلتري

,.Chisti, 2007; Kim et al(شود استفاده می

2013; Olmstead et al., 2013; Martin et

al., 2014(.
بررسی تاثیر تنش فقدان پژوهشهدف این 

بر محتواي لیپید کل ریزجلبک سبز نیتروژن 
Chlorella sp.تولید است که در

همچنین در این . رودبه کار میزیستی سوخت
راستا روند رشد ریزجلبک در زمان تیماردهی 

.مورد بررسی قرار گرفت

هامواد و روش
تهیه، کشت اولیه و اعمال شرایط تنش فقدان 

Chlorellaنیتروژن بر ریزجلبک سبز sp.

Chlorellaریزجلبک سبز  sp. از موسسه
واقع در استان تحقیقات ماهیان خاویاري

ابتدا محیط کشت مایع زایندر . گیلان تهیه شد
نیترات حاوي نیتروژن به صورت نمک(مثبت 
بعد از تنظیمشد وتهیه)) Na2NO3(سدیم
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pH با کمک (7تا 8/6در محدودهpH متر
Cyberscanمدل  pH 510 Meter، شرکت

Eutech Instruments ،سنگاپورساخت(،
121توسط اتوکلاو در دماي محیط کشت

30سپس . گراد استریل شدسانتیدرجه
لیتر از استوك اولیه ریزجلبک که در فاز میلی

لگاریتمی قرار داشت تحت شرایط استریل به 
کشت با محیط کشت اضافه شد و در اتاقک

گراد و شدت سانتیدرجه25±2شرایط پایه 
ساعت نور 12لوکس با دوره نوري 2500نوري 

ساعت تاریکی همراه با هوادهی از طریق 12و 
که پس از این. پمپ هوا قرار گرفت

به مرحله نیمه فاز لگاریتمی رشد ها ریزجلبک
از طریق سانتریفیوژ هاآنتوده، زیستندرسید

گراد و درجه سانتی4ها در دماي کردن نمونه
برداشت و با آب مقطر rpm3000ور در د

دست آمده به ه هاي بشستشو داده شد، نمونه
فاقد (درون محیط کشت زایندر منفی 

،تحت همان شرایط اولیه کشت) نیتروژن
روز در این 12و 8، 4و به مدت شدندمنتقل

;Komarek, 1973(کردندمحیط رشد 

Miller et al., 1978(.

برحسب وزن ریزجلبک رشد روزانه سنجش
خشک

ریزجلبکبه منظور بررسی روند رشد 
، هر دو روز یک بار جذب برحسب وزن خشک

توسط،شاهدتحت تنش و يهانوري ریزجلبک
CamSpec M501(اسپکتروفتومتردستگاه

Single Beam UV/Visible ،ساخت چین( ،
گیري شد اندازهnm750در طول موج 

منظور به. )1393؛ زمانی، 1392محسنی، (
محاسبه وزن خشک، ابتدا چهار رقت سریالی 

mL)25 ( که در فاز از سوسپانسیون ریزجلبک
جذب چهار . ، تهیه شدثابت رشد قرار داشت

سپس .شدقرائت nm750رقت در طول موج
ساعت 24توده هر چهار رقت به مدت زیست

گراد در آون، درجه سانتی30-40در دماي 
ر خطی برحسب وزن خشک نمودا. خشک شد

)DW(جذب نوري و)OD(و برشد رسم
از منحنی به دست آمدهاساس معادله 

هاي استاندارد رشد، وزن خشک ریزجلبک
Leganes et(محاسبه شدشاهدتحت تنش و 

al., 1987.(
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زخراج و سنجش لیپید کل ریزجلبک سباست
Chlorella sp.

وBlighاستخراج لیپید مطابق با روش 
Dyer)1959 (بدین صورت که به . انجام شد

mL10توده خشک ریزجلبک گرم زیست1
اضافه ) 2:1به نسبت(متانول/محلول کلروفرم

شیکر دقیقه در دستگاه 2به مدت هانمونه. شد
ساخت کره ،Labtron، شرکت LS-100مدل (

دقیقه در دستگاه سونیکاتور 8و ) جنوبی
)Misonix Sonicator ) ساخت آمریکا،3000

هاد تا دیواره ضخیم ریزجلبکدنقرارداده ش
از اضافه کردن بعدها نمونه. شکسته شودکاملاً

دقیقه در 10لیتر آب مقطر، دوباره میلی10
سپس به مدت .ددنقرار داده ششیکردستگاه 

در دماي اتاق rpm3000دقیقه با دور 10
فاز آلی .شودد تا دو فاز ایجاد دنسانتریفیوژ ش

mL5و به باقیمانده شدحاوي لیپید جدا 
مانند مرحله قبل .کلروفرم خالص اضافه شد

فاز آلی جدا . مراحل استخراج لیپید تکرار شد
شده در یک ویال که از قبل وزن شده بود 

)W1(درجه 50و در دماي شدریخته
قرار )، ساخت آلمانHD(گراد در آونسانتی

ها پس از آن ویال.داده شد تا حلال تبخیر شود
میزان لیپید کل با و)W2(شدنددوباره وزن 

)W2-W1(اختلاف بین وزن اولیه و ثانویه

,.Nigam et al(برحسب درصد محاسبه شد 

2011(.

گلیسرول با استفاده از اسیلجداسازي تري
نازكلایهکروماتوگرافی

استخراج شده با مطالعه کیفی لیپید 
و با استفاده از نازكلایهکروماتوگرافیتکنیک
Silicaصفحات Gel 60 F254) شرکت
Merck ، روش مطابق ، )آلمانساختReiser

صفحه .انجام شد) Somerville)1997و
در گذاري، و لکهسازيپس از آمادهسیلیکاژل 

) 5/5:2/7به نسبت(اتر اتیلدي/محلول هگزان
شد تا فاز متحرك ترکیبات لیپیدي ه دادقرار 

پس براي ، سشودروي صفحه سیلیکاژل جدا 
.شداستفادهUVپرتوازها آشکار شدن لکه

تجزیه و تحلیل آماري
. تکرار انجام  شد3در هاکلیه آزمایش

ها با روش آنالیز واریانسو تحلیل دادهتجزیه
احتمالسطحدردانکنآزمونپسو 1طرفهیک
05/0P≤افزار با نرمSPSS Statistics 17.0

افزارمنربانمودارهارسمگرفت وصورت 
Microsoft Excel .دشانجام2010

1- One-Way ANOVA
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نتایج
نمودار رشد روزانه بر حسب وزن خشک

هاي ، کلیه ریزجلبک1توجه به شکل با
و 8، 4هاي تحت تنش فقدان نیتروژن در زمان

رشد کم و روز در مرحله لگاریتمی، داراي 12
و در مدت زمان ندشیب بسیار ملایمی بود

در.شدندرشد 1تري وارد مرحله ایستاییکوتاه
، در فاز لگاریتمیشاهدهايحالی که ریزجلبک

و بودند و داراي شیب زیاد ندرشد خوبی داشت
تري وارد فاز ایستایی رشد در مدت زمان بیش

.شدند

نتایج حاصل از سنجش محتواي لیپید کل
، محتواي لیپید کل در 2توجه به شکل با

هاي تحت تنش فقدان نیتروژن در ریزجلبک
روز، نسبت به 12و 8مدت زمان 

دار، به هاي موجود در محیط نیتروژنریزجلبک
، اما )≥05/0P(داري افزایش یافت طور معنی

روز 4در ریزجلبک تحت تنش در مدت زمان 
با ). P<05/0(اختلاف معناداري مشاهده نشد 

گذشت زمان تنش، محتواي لیپید کل افزایش 
ترین مقدار در نمونه تحت تنش یافت و بیش

افزایش محتواي . روز مشاهده شد12در زمان 
هاي مختلف به طور میانگین لیپید در زمان

1- Stationary Phase

همچنین بین . بود46/23%نسبت به شاهد 
زمان تنش فقدان نیتروژن و محتواي لیپید کل 

همبستگی sp.Chlorellaریزجلبک سبز 
).≥R ،05/0P=99/0(مثبتی وجود داشت 

صل از آنالیز کیفی لیپید استخراج نتایج حا
نازكلایهشده با استفاده از کروماتوگرافی

در محتواي لیپید،3باتوجه به شکل 
روز،4هاي تحت تنش در مدت زمان ریزجلبک

افزایشبا.گلیسرول مشاهده نشداسیلتري
تجمعمیزانروز،12تا تنش زمان
طوري که یافت، بهافزایشگلیسرولاسیلتري

اي روز تجمع قابل توجه12و 8در مدت زمان 
همچنین در .گلیسرول مشاهده شداسیلاز تري

هاي موجود در محیط ریزجلبکمحتواي لیپید
.نشدمشاهدهگلیسرولاسیلدار ترينیتروژن
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در فقدان نیتروژنتحت تنشاساس وزن خشک برsp.Chlorellaجلبک سبز ریزرشد منحنی : 1شکل 
2500گراد و شدت نوري سانتیدرجه25±2روز، در شرایط پایه اتاقک کشت با دماي 12و 8، 4مدت زمان

.)استانداردخطاي ±میانگین(تاریکی در شرایط هوادهیساعت 12ساعت نور و 12لوکس با دوره نوري 

Chlorella.ک سبز در ریزجلبتغییرات محتواي لیپید کل: 2شکل  sp تحت تنش فقدان نیتروژن در مدت
دار بین حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی). استانداردخطاي ±میانگین(روز 12و 8، 4زمان 
). ≥05/0P(است ها نمونه
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Chlorella.ریزجلبک سبزدرگلیسرولاسیلتريجداسازيکیفیآنالیز:3شکل sp تحت تنش فقدان
در شاهد : C4.روز12به مدتتنش : T12روز، 8به مدت تنش : T8روز، 4به مدتتنش : T4.نیتروژن

اسید،اولئیک: Oاسید،لینولئیک: L. روز12در زمانشاهد : C12روز، 8در زمان شاهد: C8روز، 4زمان 
T :استانداردعنوانبهگلیسرولاسیلتري.

بحث
ها، تکنیک القاي تولید لیپید در ریزجلبک

هاي زیستی اعمال به شرایط کشت و سیستم
). Kalpesh et al., 2012(شده بستگی دارد 

کشت و ترکیبات آن بنابراین شرایط محیط
رشد مناسب و رسیدن به بهترین عملکرد براي 

هاي ریزجلبکی بسیار حائز تولید لیپید در گونه
Yeh(اهمیت است  and Chang, 2012.(

رشداثرتنش فقدان نیتروژن بر شاخص
رشد و فتوسنتز هايفرآیندنیتروژن براي 

کشت نیتروژن بالا در محیط.مورد نیاز است

هاي سبب افزایش سنتز نشاسته و رشد سلول
طبق . )Li et al., 2008(شود ریزجلبک می

، روند رشد برحسب وزن پژوهشنتایج این 
Chlorellaهاي در ریزجلبک) 1شکل (خشک 

sp. تحت تنش کاهش یافت و در مدت زمان
تقسیم سلولی در . کمتري وارد فاز ایستایی شد

روزهاي اول و پس از حذف نیتروژن از محیط 
ع ذخیره نیتروژن ادامه رشد، با استفاده از مناب

نیتروژن عنصر اساسی براي تشکیل . یابدمی
ها با تخریب پروتئین است، در نتیجه ریزجلبک

پروتئین داخل سلولی نیتروژن مورد نیاز براي 
حفظ عملکردهاي متابولیکی خود را تامین 
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;Spolaore et al., 2006(کنند می

Gouveia and Oliveira, 2009; Mata et

al., طور کلی، تنش فقدان به).2010
توده در نیتروژن سبب کاهش رشد و زیست

Chlorellaریزجلبک سبز  sp.شد .Nigam و
هاي مختلف ، تاثیر غلظت)2011(همکاران 

Chlorellaریزجلبک سبز نیتروژن را بر رشد

pyrenoidosaکشت در محیطFogg’s

با افزایشها گزارش دادند که آن.بررسی کردند
تودهزیستومیزان رشد،غلظت نیتروژن

،نیتروژنیافت، اما با کاهش غلظت افزایش
پیدا کردتوده کاهش و میزان زیسترشد

)Nigam et al., 2011( .Dhakal و همکاران
، بیان کردند که با کاهش غلظت )2014(

نیتروژن، در محیط کشت، روند نرخ رشد 
. تکاهش یافChlorella vulgarisریزجلبک 

،)1389(ترکیان بلداجی و همکاران 
Chlorellaریزجلبک رويیهایبررسی

vulgarisها دریافتند که رشدآن.انجام دادند
وبودلگاریتمیبه صورتاین ریزجلبک

نهمتاچهارمروزهايدرهاآنرشدترینبیش
به دلیلریزجلبکرشدآنازبعد.اتفاق افتاد

،شدهندکُنورنفوذعدموغذاییموادکاهش
وشدافقیتقریباًخطشیبروز دوازدهمبعد از

این امرمتوقف شد کهرشدچهاردهمروزاز

کدریاوغذاییاتمام مواددلیلبهتواندمی
این پژوهش حاصل از نتایج .باشدآندرشدن

. مذکور مطابقت داردپژوهشگرانهاي با یافته

نیتروژن بر میزان فقدان تنشتاثیر بررسی 
لیپید کل

به عنوان کشت غلظت نیتروژن در محیط
ها یک عامل موثر بر سنتز لیپید در ریزجلبک

,Yeh and Chang(شناخته شده است 

2011; Wan et al., 2013( . طبق نتایج  این
هاي ، محتواي لیپید کل در ریزجلبکپژوهش

تحت تنش فقدان نیتروژن در مقایسه با 
هاي رشد یافته در لیپید کل ریزجلبکمحتواي 

طور معناداري افزایش یافت، حضور نیتروژن به
46/23%میانگین این افزایشطوربهکه

. بودشاهدبهنسبتمحتواي لیپید کل
همچنین بین زمان تنش فقدان نیتروژن و 

Chlorellaمحتواي لیپید کل ریزجلبک سبز

sp. 99/0(همبستگی مثبت وجود داشت=R،
05/0P≤ .(Widjaja و همکاران در سال

منظور افزایش تولید لیپید اي به، مطالعه2009
Chlorellaتحت کمبود نیتروژن در ریزجلبک 

vulgarisکردند که گزارش ها آن. انجام دادند
تري از کمبود نیتروژن، تجمع بیششرایطدر 

ریزجلبک کلرلا ایجاد لیپید در داخل سلول
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Widjaja(شودمی et al., 2009( .Zhang و
نیز گزارش دادند که کمبود ) 2013(همکاران 

نیتروژن باعث تجمع لیپید در ریزجلبک سبز 
Chlorella sorokiniana C3شودمی .

Nigamهاي ، تاثیر غلظت)2011(همکاران و
لیپید کلبر محتوايمختلف نیتروژن 

در Chlorella pyrenoidosaسبز ریزجلبک
ها آن. ندبررسی کردرا Fogg’sمحیط کشت 
با کاهش میزان غلظت نیتروژن دریافتند که 

ولی میزان لیپید کل ،میزان رشد کاهش
در این به دست آمدهشواهد . افزایش یافت

مطابقت پژوهشگران هاي این پژوهش با گزارش
. داشت

تجزیه و تحلیل کیفی لیپید استخراج شده 
توسط کروماتوگرافی لایه نازك

، در ریزجلبک سبز 3با توجه به شکل 
Chlorella sp.مقدار ،با گذشت زمان تنش

. گلیسرول تجمع یافتاسیلقابل توجهی تري
Zhang به راايمطالعه)2013(و همکاران

منظور بررسی اثر کمبود نیتروژن بر تولید 
Chlorellaلیپید کل در ریزجلبک سبز 

sorokiniana C3گزارش ها آن. انجام دادند
کردند که تحت تنش کمبود نیتروژن، لیپید 

در . تجمع یافت) گلیسرولاسیلتري(خنثی 
مقابل تحت شرایط حضور نیتروژن، اثري از 

گلیسرول مشاهده نشد یا اندك بوداسیلتري
)Zhang et al., 2013( . نتایج بررسی حاضر

نیز مطابق این گزارش بر افزایش مقدار 
حیط رشد فاقد گلیسرول در ماسیلتري

. تاکید دارد،نیتروژن
، تنش فقدان نیتروژن مطالعهاساس این بر

عمدتاً به شکل ،منجر به تجمع لیپید کل
در ریزجلبک سبز ،گلیسرولاسیلتري

Chlorella sp.تواند به عنوان ماده شد که می
زیستی مورد استفاده قرار اولیه در تولید سوخت

زمان تنش، میزان همچنین با افزایش . گیرد
تجمع لیپید کل افزایش پیدا کرد، به طوري که 

ترین مقدار لیپید کل در ریزجلبک تحت بیش
روز مشاهده شد و در مقابل 12تنش در زمان 

توده ریزجلبک کاهش میزان رشد و زیست
حاضر حالتولید لیپید از ریزجلبک، در. یافت

کشت، برداشت و يهاي بالادلیل هزینهبه
. توده ریزجلبکی اقتصادي نیستپردازش زیست

براي غلبه براین محدودیت، انتخاب گونه 
جلبکی مناسب و امکان تولید بالا شرط اول و 

.ضروري است
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Abstract
Microalgae lipid is used as a feedstock for biodiesel production. Lipid

content is correlated with the microalgae species and growth conditions. In this
study, variations in total lipid content in the green microalgae of Chlorella sp.
under nitrogen starvation stress after 4, 8 and 12 days was examined.
Microalgae were cultured in the Zinder-8+N medium. When they reached the
semi-logarithmic growth phase, biomass was harvested and transferred to
Zinder-8-N medium. The total lipid content was calculated after extraction with
a solution of chloroform/methanol (2:1). Triacylglycerol which is used in
biodiesel production separated qualitatively using thin layer chromatography.
The results showed that the total lipid content under stress condition after 4, 8
and 12 days increased significantly compared to control  (P≤0.05), in average
23.46% more than the control. Also, according to the result of thin layer
chromatography, triacylglycerol concentration increased in the microalgae
under the stress. In general, nitrogen starvation stress led to increased total lipid
content in the green microalgae of Chlorella sp.

Key words: Triacylglycerol, Biodiesel, Lipid, Thin Layer Chromatography,
Chlorella.
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