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Background and Objectives: The projected global population of 9.7 

billion by 2050 intensifies challenges related to food security, freshwater 

scarcity, and environmental sustainability. United Nations reports indicate 

that food production must increase by 70%, yet arable land and freshwater 

resources are limited. Climate change, including drought and soil salinity, 

threatens traditional agriculture. Nannochloropsis oculata, a microalga 

with 60% protein, essential fatty acids (omega-3, EPA), and antioxidant 

pigments (chlorophyll, carotenoids), offers sustainable solutions for 

nutrition, biofuel, and CO₂ sequestration. This species thrives in saline 

water, reducing dependence on freshwater. However, its industrial 

production is limited by low biomass yields and high costs. Salinity stress 

(20–40 ppt) directs metabolism toward lipid production, while ultrasound, 

by disrupting cell walls, enhances growth and extraction efficiency. This 

study aimed to optimize Nannochloropsis oculata cultivation using a 

combination of salinity stress and ultrasound to increase biomass, 

chlorophyll, and carotenoid production, addressing challenges in food 

security, renewable energy, and environmental sustainability. 

 

Materials and Methods: This research was conducted in a controlled 

phycology laboratory. Nannochloropsis oculata was cultivated in 1-liter 

flasks with enriched f/2 medium (containing sodium nitrate, phosphate, 

silicate, and vitamins B12 and biotin). Conditions included a temperature 

of 24°C, light intensity of 5000 lux with a 12-hour light/dark cycle, pH 8, 

baseline salinity of 20 ppt, and filtered aeration (0.22-micron filter). A 

salinity stress of 20 ppt was applied, as studies indicate this level enhances 

lipid production. Ultrasound was applied with varying parameters: duration 

(10–60 seconds), power (10–30 watts), and duty cycle (10–100%) over the 

initial days (0 to 9) across 28 treatments, including a control without 

ultrasound. Growth was measured by optical density (750 nm), chlorophyll 

(650 and 665 nm), carotenoids (470 nm), and cell counts using a plate 
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reader, spectrophotometer, and microscope. Biomass was harvested via 

centrifugation (3500 rpm) and dried (oven or freeze-drying). Data were 

analyzed using Design Expert software and statistical methods including 

ANOVA, Tukey HSD, and a genetic algorithm. 

 

Results: The combination of 20 ppt salinity stress and ultrasound 

synergistically improved biomass and pigment production. Treatment 7  

(60 seconds, 30 watts, 100%) increased carotenoid content to 1.992 µg/mL 

(control: 0.924 µg/mL), indicating enhanced antioxidant synthesis. 

Treatment 9 (10 seconds, 30 watts, 100%) raised chlorophyll at 665 nm to 

1.998 µg/mL (control: 0.894 µg/mL), Treatment 24 (60 seconds, 20 watts, 

100%) increased chlorophyll at 650 nm to 1.014 µg/mL (control: 0.724 

µg/mL), and Treatment 17 (30 seconds, 30 watts, 55%) elevated optical 

density at 750 nm to 1.272 (control: 0.77). Cell counts in the best 

treatments reached 1 million cells per milliliter (control: 0.35 million cells 

per milliliter). ANOVA confirmed significant differences (P<0.01) with 

high F-values for carotenoids (218.724) and chlorophyll (227.089). Tukey 

HSD tests demonstrated the superiority of Treatments 7, 9, 16, 17, and 24. 

The genetic algorithm identified optimal conditions, such as those in 

Treatment 16. These results align with a 20–30% increase in lipid yield 

reported in similar studies. 

 

Conclusion: Salinity stress and ultrasound synergistically enhanced 

biomass and pigment production in Nannochloropsis oculata, overcoming 

barriers to industrial production. Treatments 7, 9, 24, and 17 exhibited 

superior performance. These sustainable, cost-effective methods are 

suitable for industrial photobioreactors, supporting food production, 

biofuel, and CO₂ sequestration. Experiments in saline waters (e.g., Persian 

Gulf) are recommended to reduce reliance on freshwater, potentially 

expanding production in arid regions. 
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 های کلیدی:  واژه

 امنیت غذایی، 

 ،سازی آماری بهینه

 زیست،  پایداری محیط

 فوتوبیوراکتور، 

    ها میکروجلبک
 

های امنیت  ، چالش2050میلیارد نفر تا سال  7/9بینی جمعیت جهانی  پیش سابقه و هدف:

های سازمان ملل  کند. گزارش زیست را تشدید می غذایی، کمبود آب شیرین و پایداری محیط

کشت و آب شیرین  های قابل درصد افزایش یابد، اما زمین 70دهند که تولید غذا باید  نشان می

 .کنند اقلیمی مانند خشکسالی و شوری خاک، کشاورزی سنتی را تهدید میمحدود هستند. تغییرات 

، 3-)امگا درصد پروتئین، اسیدهای چرب ضروری 60، میکروجلبکی با نانوکلروپسیس اوکولاتا

EPA) حل هایی پایدار برای تغذیه،  اکسیدانی )کلروفیل، کاروتنوئید(، راه های آنتی و رنگدانه

کند و وابستگی به  دهد. این گونه در آب شور رشد می رائه میا CO₂ سوخت زیستی و تصفیه

توده و  دهد. با این حال، تولید صنعتی آن به دلیل بازده پایین زیست آب شیرین را کاهش می

متابولیسم را به سمت تولید لیپید  ( 40ppt-20) های بالا محدود است. تنش شوری هزینه

بخشد. این  سلولی، رشد و استخراج را بهبود می کند و فراصوت با تخریب دیواره هدایت می

با ترکیب تنش شوری و فراصوت  نانوکلروپسیس اوکولاتاسازی کشت  مطالعه با هدف بهینه

های امنیت غذایی،  توده، کلروفیل و کاروتنوئیدها انجام شد تا به چالش برای افزایش زیست

 .زیست پاسخ دهد انرژی تجدیدپذیر و پایداری محیط
 

 شده انجام شد. این پژوهش در آزمایشگاه فیکولوژی تحت شرایط کنترل ها: و روش مواد

)سدیم نیترات، فسفات،  شده غنی f/2 لیتری با محیط 1های  در بطری نانوکلروپسیس اوکولاتا

گراد، نور  درجه سانتی 24کشت شد. شرایط شامل دمای  و بیوتین( B12 های سیلیکات، ویتامین
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و هوادهی فیلترشده  ppt 20، شوری پایه pH 8 ساعته، 12چرخه نور/تاریکی با لوکس با  5000

 دهند  اعمال شد، زیرا مطالعات نشان می ppt 20میکرون( بود. تنش شوری  22/0)فیلتر 

ثانیه(، قدرت  60-10دهد. فراصوت با پارامترهای زمان ) این سطح تولید لیپید را افزایش می

تیمار، شامل  28( در 9تا  0درصد( در روزهای اولیه ) 100-10وات( و چرخه وظیفه ) 10-30)

 665و  650نانومتر(، کلروفیل ) 750شاهد بدون فراصوت، اعمال گردید. رشد با چگالی نوری )

نانومتر( و تعداد سلول با پلیت ریدر، اسپکتروفتومتر و میکروسکوپ  470نانومتر(، کاروتنوئید )

 کردن )آون یا انجمادی( دور در دقیقه( و خشک 3500انتریفیوژ )توده با س گیری شد. زیست اندازه

، ANOVAهای آماری  و روش Design Expertافزار  ها با استفاده از نرم برداشت شد. داده

Tukey HSD و الگوریتم ژنتیک تحلیل شدند. 
 

ها را به طور  دانه توده و رنگ و فراصوت تولید زیست ppt 20ترکیب تنش شوری  ها: یافته

 µg/mL 992/1درصد( کاروتنوئید را به  100وات،  30ثانیه،  60) 7افزا بهبود داد. تیمار  هم

  9ها است. تیمار  اکسیدان دهنده تحریک سنتز آنتی (، که نشان 924/0µg/mLرساند )شاهد: 

 894/0)شاهد:  µg/mL 998/1نانومتر را به  665درصد( کلروفیل  100وات،  30ثانیه،  10)

µg/mL 014/1نانومتر را به  650درصد( کلروفیل  100وات،  20ثانیه،  60) 24(، تیمار 

µg/mL  :شاهد(724/0µg/mL  و تیمار )درصد( چگالی نوری را  55وات،  30ثانیه،  30) 17

میلیون سلول در  1رتر تا ( افزایش داد. تعداد سلول در تیمارهای ب77/0)شاهد:  272/1به 

( >01/0Pدار ) های معنی تفاوت ANOVAلیتر(.  میلیون سلول در میلی 35/0لیتر رسید )شاهد:  میلی

 Tukey HSD( تأیید کرد. 089/227( و کلروفیل )724/218بالا برای کاروتنوئید ) Fرا با 

را  16را نشان داد. الگوریتم ژنتیک شرایط بهینه مانند تیمار  24و  17، 16، 9، 7برتری تیمارهای 

خوانی  درصدی بازده لیپید در مطالعات مشابه هم 30-20شناسایی کرد. این نتایج با افزایش 

 دارد.
 

کلروپسیس نانوهای  دانه توده و رنگ افزا زیست طور هم تنش شوری و فراصوت به گیری: نتیجه

عملکرد  17و  24، 9، 7را افزایش دادند و موانع تولید صنعتی را رفع کردند. تیمارهای  اوکولاتا

هزینه برای فوتوبیوراکتورهای صنعتی، تولید غذا،  های پایدار و کم برتر داشتند. این روش

ش فارس( برای کاه های شور )خلیج اند. آزمایش در آب مناسب CO₂ سوخت زیستی و تصفیه

 .تواند تولید را در مناطق خشک گسترش دهد شود، که می وابستگی به آب شیرین پیشنهاد می
 

سااز    بهینا   (.1404) پویاا ، فرشباف آقاجانی ،حسینی، سید ولی ،سلطانی فیروز، محمود ،اللهی، محمدعلی نعمت ،اکبرزاده کرگان، فریبااستناد: 

باردار  و پارور     نشری  بهاره . توده پایدار تنش شور  و فراصوت برا  تولید زیستافزا   : اثرات همنانوکلروپسیس اوکولاتاکشت 

 .83-100(، 4) 14، آبزیان

                        Doi: 10.22069/japu.2025.23774.1961 
 

 نویسندگان.                       ©ناشر: دانشگاه علوم کشاورز  و منابع طبیعی گرگان                                         
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 مقدمه

به  2050شود جمعیت جهانی تا سال  بینی می پیش

های برآورده  برسد، که این امر چالشمیلیارد نفر  7/9

زیستی را  ای، انرژی و محیط کردن نیازهای تغذیه

های سنتی کشاورزی و  سیستم(. 1) کند تشدید می

کشت  های قابل هایی مانند زمین دامداری با محدودیت

محدود، کاهش آب شیرین و اختلالات ناشی از 

 تغییرات اقلیمی مانند خشکسالی و سیل مواجه هستند

سازی و  های انسانی، از جمله صنعتی فعالیت (.2)

زیست  برداری بیش از حد از منابع، تخریب محیط بهره

ای،  کنند و باعث انتشار گازهای گلخانه را تشدید می

آلودگی آب، فرسایش خاک و از دست رفتن تنوع 

های  حل این مسائل نیازمند راه (.3) شوند زیستی می

زمان امنیت غذایی،  طور هم پایداری است که به

 زیست را برآورده کنند نیازهای انرژی و حفظ محیط

(4.) 

، نانوکلروپسیس اوکولاتاویژه  ها، به میکروجلبک

 های دهند. این میکروارگانیسم حلی امیدوارکننده ارائه می راه

در درصد  60-50ها ) فتوسنتزی سرشار از پروتئین

یدهای چرب هایی مانند اسپیرولینا و کلرلا(، اس گونه

و  (B ،C گروه) ها (، ویتامین6-، امگا3-ضروری )امگا

ها را  مواد معدنی )آهن، کلسیم، منیزیم( هستند، که آن

های مناسبی برای منابع غذایی سنتی  عنوان جایگزین به

ها،  محتوای لیپیدی بالای آن(. 7، 6، 5) کند مطرح می

( PUFAs) ویژه اسیدهای چرب غیراشباع چندگانه به

، کاربردهایی در (EPA) مانند ایکوزاپنتانوئیک اسید

های غذایی و داروسازی  های زیستی، مکمل سوخت

، CO₂ها همچنین با جذب  میکروجلبک(. 9، 8) دارد

تصفیه فاضلاب، بهبود حاصلخیزی خاک، و تولید 

زیست را  پذیر، پایداری محیط تجزیه مواد زیست

 (.13، 12، 11، 10) کنند تقویت می

ها، تولید  جود پتانسیل بالای میکروجلبکبا و

های بالا و  ها به دلیل بازده پایین لیپید، هزینه صنعتی آن

های شیمیایی مضر برای استخراج با  وابستگی به حلال

کشت با تغییرات  (.15، 14) موانعی مواجه است

 بازده لیپید را با هدایت متابولیسم (ppt 30-40) شوری

که رشد  دهد، در حالی ایش میسمت سنتز لیپید افز به

. فناوری (17، 16) کند توده را نیز پشتیبانی می زیست

فراصوت، با استفاده از امواج با فرکانس بالا برای 

های سلولی و تحریک متابولیسم، رشد،  تخریب دیواره

 بخشد و  تجمع لیپید و کارایی استخراج را بهبود می

 رساند حداقل میحال استفاده از حلال را به  در عین

(18 ،19 ،20.) 

های فتوسنتزی هستند که  ها ارگانیسم میکروجلبک

های آبی و کاربردهای متنوع در امنیت  برای اکوسیستم

زیست و محصولات زیستی  غذایی، اصلاح محیط

های  ها در محیط رشد سریع آن (.21) اند حیاتی

ه شده مانند فوتوبیوراکتورها، بدون نیاز به استفاد کنترل

های پایداری  ها را به جایگزین گسترده از زمین، آن

 (.22)کند  برای محصولات کشاورزی تبدیل می

ها تغییرات  محیطی، میکروجلبک از نظر زیست

دهند. فتوسنتز کارآمد  اقلیمی و آلودگی را کاهش می

کند  تر از گیاهان خشکی جذب می را سریع CO₂ ها آن

ها  . آن(23، 10) هدد ای را کاهش می و گازهای گلخانه

فاضلاب را با حذف نیتروژن، فسفر و فلزات سنگین 

 کنند کنند و از اوتروفیکاسیون جلوگیری می تصفیه می

عنوان تولیدکنندگان اولیه، با  ها به میکروجلبک (.11)

تولید اکسیژن و غذا، تنوع زیستی آبی را پشتیبانی 

ای عنوان کوده ها به در کشاورزی، آن (.24) کنند می

های رشد،  کنند و با آزادسازی هورمون زیستی عمل می

زنی بذر، جذب مواد  ها، جوانه ساکاریدها و ویتامین پلی

کنند و وابستگی به  مغذی و مقاومت گیاه را تقویت می

 (.26، 25، 12) دهند کودهای شیمیایی را کاهش می

تولید لیپید  (ppt 30-40) کشت با تغییرات شوری

را در  PUFA سنتز ،شوری (.17، 16) کند را بهینه می

کند، اما سطوح  تقویت می نانوکلروپسیس اوکولاتا
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بیش از حد با اختلال در فتوسنتز، رشد را کاهش 

برای سازگاری با شوری بالا،  (.28، 27، 17) دهد می

های سازگار )مانند گلیسرول(  ها اسمولیت میکروجلبک

باع را کنند و سنتز اسیدهای چرب غیراش تولید می

دهند، که تقسیم سلولی را برای حفظ  افزایش می

فراصوت از طریق  (.27) دهد انرژی کاهش می

کاویتاسیون صوتی، کشت و استخراج را بهبود 

دهد، سنتز  بخشد، نفوذپذیری غشا را افزایش می می

 بخشد کند و فتوسنتز را بهبود می لیپید را تحریک می

 فراصوت استخراج به کمک (.29، 20، 19، 18)

(UAE )کننده زیست و حفظ تر، سازگار با محیط سریع 

PUFAs های مبتنی بر حلال است در مقایسه با روش 

  CO₂های جایگزین مانند استخراج روش (.30، 18)

های الکتریکی پالسی مؤثر اما  فوق بحرانی و میدان

پذیری و  مقیاس (.32، 31) بر هستند پرهزینه یا انرژی

آل  ا برای کاربردهای صنعتی ایدهآن ر UAE کارایی

 (.33) کند می

سازی کشت  ، بهینهپژوهشهدف کلی این 

منظور افزایش  به نانوکلروپسیس اوکولاتامیکروجلبک 

ها  دانه توده پایدار و بهبود بازده تولید رنگ تولید زیست

)مانند کلروفیل و کاروتنوئیدها( و لیپیدها با استفاده از 

ترکیب تنش شوری و فناوری فراصوت است. این 

های نوآورانه برای پاسخ  حل مطالعه به دنبال ارائه راه

ی، انرژی های جهانی در زمینه امنیت غذای به چالش

زیست از طریق توسعه  تجدیدپذیر، و پایداری محیط

ها است.  های کشت کارآمد و پایدار میکروجلبک روش

و  ( 20ppt) شده گیری از شوری کنترل با بهره

فراصوت برای تحریک رشد و متابولیسم، این پژوهش 

ها، مانند  قصد دارد موانع تولید صنعتی میکروجلبک

های بالا، را برطرف کند و  ینهبازده پایین لیپید و هز

در تغذیه انسانی و  نانوکلروپسیس اوکولاتاکاربردهای 

و بهبود  های زیستی، داروسازی یوانی، سوختح

 .زیست را تقویت نماید محیط

 ها‌مواد‌و‌روش

در یک  نانوکلروپسیس اوکولاتا طراحی سیستم کشت:

شده با استفاده از  سیستم آزمایشگاهی فیکولوژی کنترل

کشت  یسیتری با استوک گونه نانوکلروپسل 1های  بطری

 نانوکلروپسیس اوکولاتاشد. شرایط محیطی برای کشت 

و سنتز  توده شد تا فتوسنتز، تولید زیست سازی بهینه

 . دما در محدوده (34)ها به حداکثر برسد  رنگدانه

 (.35، 27) تنظیم شد( ºC) گراد درجه سانتی 28تا  21

 12با چرخه نور/تاریکی  (lux) لوکس 5000نور 

گیری شد تا سنتز  متر اندازه ساعته، با استفاده از لوکس

شوری . (28) کلروفیل و کاروتنوئیدها تقویت شود

( نگه داشته شد و با درصد) ppt 20محیط روی 

ثابت  8محیط روی  pH (.17) سنج نظارت شد شوری

( ردیابی شد 0/01±متر دیجیتال )دقت  pH ماند و با

چنین،  هم (.16) تا از اختلال در رشد جلوگیری شود

 0/22هوادهی از طریق سیستم فیلترشده با فیلتر 

میکرون تأمین شد تا از آلودگی محیط کشت 

 .جلوگیری به عمل آید

گراد و فشار  درجه سانتی 121ابزارها در دمای 

ی دقیقه اتوکلاو شدند. ابزارها 20اتمسفر به مدت  6/1

آب ذخیره و با آب  -غیرقابل اتوکلاو در محلول کلر

چنین از  هم (.36) حاوی تیوسولفات شستشو شدند

شده برای کشت ک محیط کشت بهبودیافته و اتوکلاوی

جلبک استفاده شد که روش زیر مواد مورداستفاده 

سازی این محیط کشت را توصیف  شده برای آماده

 .(37)کند  می

، مواد شیمیایی در F1برای تهیه محلول : F1محلول 

 های مقادیر مشخص در آب مقطر حل و سپس به نسبت

گرم  15شده ترکیب شدند. در این محلول، از  تعیین

1سدیم نیترات
لیتر آب مقطر استفاده شد.  میلی 200در  

 ، 2گرم سدیم دی هیدروژن فسفات 13/1به علاوه، 
3سدیم سیلیکات گرم 6

 سدیم اتیلن  گرم 32/8و  

                                                 
1- NaNO3 

2- NaH2PO4·2H2O   

3- Na2SiO3·9H2O 
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به آب مقطر اضافه شد.  1دی آمین تترا استیک اسید
گرم سولفات  02/0، 2گرم فریک کلرید 30/6سپس 

گرم کبالت  02/0، 4زینک سولفات گرم 044/0، 3مس

6منگنز کلرید گرم 36/0، 5آبه 6کلرید  2
گرم  012/0و  

نیز در محلول حل شد. در نهایت،  7سدیم مولیبدات

برای تکمیل این محلول، به ازای هر لیتر آب مقطر، 

9گرم بیوتین 0005/0، 8گرم سیانوکوبالامی 0005/0
و  

10گرم تیامین 1/0
 .اضافه شد 

گرم سدیم  75، از الف برای تهیه محلول :محلول الف

 12آبه 2گرم سدیم دی هیدروژن فسفات  5، 11نیترات
13آبه 5گرم سدیم سیلیکات  30و 

استفاده شد. این  

دقت مخلوط شد تا  ها در آب مقطر حل و به ترکیب

 .یکنواختی به دست آیدمحلول 

، 14گرم سولفات مس 1، از ب در محلول ب: محلول

 6گرم کلریدکوبالت  1، 15آبه 7سولفات روی  گرم 2/2
17آبه 4گرم منگنز کلرید  18، 16آبه

گرم سدیم  6/0و  
18آبه 2مولیبدات 

استفاده شد. تمام این مواد در آب  
 .مقطر حل و سپس با هم مخلوط شدند

کلرید آهن  گرم 15/3، ج محلولبرای تهیه  ج: محلول

19آبه 6
سدیم اتیلن دی آمین تترا استیک  گرم 36/4و  

20اسید
مقطر حل شدند تا محلول نهایی  در آب 

 .دست آید به

                                                 
1- Na2EDTA 

2- FeCl3·6H2O 

3- CuSO4·7H2O  

4- ZnSO4·7H2O 

5- CoCl2·6H2O   

6- MnCl2·4H2O 

7- Na2MoO4·2H2O 

8- Cyanocobalamin B12   

9- Biotin  

10- Thiamine HCl B1 

11- NaNO3 

12- NaH2PO4·2H2O 

13- Na2SiO3·5H2O   

14- CuSO4·2H2O   

15- ZnSO4·7H2O 

16- CoCl2·6H2O   

17- MnCl2·4H2O   

18- Na2MoO4·2H2O  

19- FeCl3·6H2O  

20- Na2EDTA   

ای  گونه فرایند کشت به کشت و کاربرد فراصوت:

نانوکلروپسیس توده  طراحی شد که تولید زیست
توده  را بهینه کرد. در مرحله اول )رشد زیست اوکولاتا

درصد  10ها با نسبت  بدون فراصوت(، میکروجلبک

محیط تازه در محیطی استریل  درصد 90استوک به 

روزه،  3-2فاز تأخیری  تلقیح شدند. پس از یک

ها وارد فاز رشد نمایی شدند. در این مرحله از  سلول

ط با محیفراصوت استفاده نشد تا امکان سازگاری 

محیط غنی از مواد  -فراهم شود، و شرایط بهینه

تولید  -لوکس 5000و  درصد 32مغذی، شوری 

دوم؛ یعنی  هو در مرحل توده را به حداکثر رساند زیست

ام به بعد کشت جلبک با فراصوت تا پایان  3از روز 

 .(38) ام انجام شد 9روز 

توده در فاز  زیست ها: برداشت و پردازش نمونه

دور در دقیقه  3500تریفیوژ در ایستا از طریق سان

توده را  دقیقه برداشت شد، تا زیست 20-15مدت  به

. پس از (39) ری از محیط جدا بکندطور مؤث به

ها با دو روش خشک شدند: خشک  سانتریفیوژ، نمونه

گراد  درجه سانتی 105-60مای د کردن در آون در

القوه صرفه اما ب به ساعت، که مقرون 48-16مدت  به

و خشک کردن  برای ترکیبات حساس مضر است

انجمادی، شامل انجماد سریع و خشک کردن در خلأ 

 ها پژوهشبرای حفظ ترکیبات فعال زیستی، که برای 

 .(40) آل است ایده

طیف وسیعی از پارامترهای  گیری پارامترها: اندازه

بیولوژیکی و شیمیایی برای ارزیابی تأثیر فراصوت، 

با  نانوکلروپسیس اوکولاتاشرایط کشت بر شوری و 

های استاندارد و تجهیزات پیشرفته  استفاده از پروتکل

نانومتر  750گیری شد. چگالی نوری روزانه در  اندازه

گیری شد تا رشد سلولی  با استفاده از پلیت ریدر اندازه

های رشد )فازهای تأخیری، نمایی،  ردیابی و منحنی

. وزن خشک پس از (41)ایستا، مرگ( ترسیم شوند 

کردن )آون یا انجمادی( با استفاده  سانتریفیوژ و خشک

گرم( برای تعیین  001/0از ترازوی دیجیتال )دقت 
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. شمارش سلولی (42)توده مشخص شد  مقدار زیست

با استفاده از اسلاید نوبیور و میکروسکوپ نوری، با 

سه تکرار برای دقت، انجام شد تا رشد جمعیت 

صورت کالریمتریک  ارزیابی شود. نیترات و فسفات به

نانومتر از طریق  620نانومتر و  530به ترتیب در 

ر مصرف مواد مغذی اسپکتروفتومتر برای نظارت ب

با استفاده از  bو  aضروری کمی شدند. کلروفیل 

استخراج و با پلیت  1فورمامید متیل دی -N,Nمحلول 

نانومتر برای ارزیابی ظرفیت  665-650ریدر در 

گیری شد؛ از استون به دلیل احتمال  فتوسنتزی اندازه

. کاروتنوئیدها با (43)ها استفاده نشد  آسیب به نمونه

نانومتر برای ارزیابی تولید  470پلیت ریدر در 

. (44)اکسیدان و پاسخ به تنش کمی شدند  آنتی

صورت بصری و با اسپکتروفتومتری  تغییرات رنگ به

برای مستندسازی  UVت نور سفید و کالریمتریک تح

ها و حالت فیزیولوژیکی ارزیابی شد.  دانه ترکیب رنگ

توده  کردن زیست با وزن 2وزن خشک بدون خاکستر

گراد  درجه سانتی 550شده، سوزاندن در  خشک

 ساعت و کسر خاکستر برای تعیین  4مدت  به

ها بینش  گیری محتوای آلی محاسبه شد. این اندازه

ها ارائه داد و امکان  پاسخ میکروجلبک جامعی از

سازی دقیق فرایندهای کشت و استخراج را  بهینه

 .(45)فراهم کرد 

آلودگی با اتوکلاو کردن ابزارها در  کنترل آلودگی:

اتمسفر  6/1گراد و فشار  درجه سانتی 121دمای 

یقه به حداقل رسید. ابزارهای غیرقابل دق 20مدت  به

آب ذخیره و با آب حاوی  -اتوکلاو در محلول کلر

تیوسولفات شستشو شدند. ظروف کشت با استفاده از 

ساعت استریل شدند. یک  24مدت  به UVاشعه 

میکرون از  22/0سیستم هوادهی فیلترشده با فیلتر 

آلودگی میکروبی جلوگیری کرد و محیطی استریل را 

 .(46)تضمین کرد 

                                                 
1- DMF  

2- AFDW 

 Design Expert افزار ها با استفاده از نرم داده تحلیل آماری:

تحلیل شدند که از طراحی مرکب مرکزی و طراحی 
سازی شرایط کشت و  های تاریخی برای بهینه داده

های آماری شامل محاسبه  استخراج استفاده کرد. روش
برای ارزیابی  ANOVA ها، انحراف معیار و میانگین

 (.36)ها بود که نتایج قوی را تضمین کرد  اهمیت داده

شده برای  تیمارهای آزمایشی اعمال 1جدول 
برای افزایش  نانوکلروپسیس اوکولاتاسازی کشت  بهینه

مار در دهد. هر تی توده را شرح می تولید زیست
 زمان )زمان(، مدت -پارامترهای کاربرد فراصوت

متفاوت  -شدت )قدرت( و چرخه وظیفه )چرخه(
( هیچ فراصوتی دریافت نکرد. 28است. تیمار شاهد )

صورت سیستماتیک آزمایش شدند تا  این پارامترها به
ها بر معیارهای رشد و رنگدانه، مانند چگالی  تأثیر آن

نوری، کلروفیل و کاروتنوئیدها، تحت شرایط شوری 
شود. کد تیمار هر ترکیب ارزیابی  ( 20ppt) شده کنترل
های  فرد برای ارجاع در تحلیل صورت منحصربه را به

 .کند آماری و مقایسه نتایج شناسایی می

، 2، 1عنوان روزهای  در مقاله، روزهای کشت به
ترتیب با روزهای  اند، که به ذکر شده 5و  4، 3

مطابقت دارند. این  9و  7، 5، 3، 0آزمایشی واقعی 
یق معیارهای رشد و رنگدانه )مانند نگاشت، تفسیر دق

شده  گیری چگالی نوری، کلروفیل، کاروتنوئیدها( اندازه
 .کند در طول مطالعه را تضمین می

 

 نتایج‌و‌بحث

در میان  5و  1معیارهای رشد و رنگدانه در روزهای 

 مقدار شود مشاهده می 1طور که در شکل  همان تیمارها:

 میکروگرم 3/0-2/0 نانومتر( از 650کلروفیل ) )درصد(
میکروگرم  0/1-7/0( به 1( )روز µg/mLلیتر ) بر میلی
 26( افزایش یافت. تیمار 5( )روز µg/mLلیتر ) بر میلی
( رسید µg/mLلیتر ) میکروگرم بر میلی 0/1به  5در روز 

میکروگرم  2/0( از 28که شاهد )تیمار  (، در حالی3/0)از 
لیتر افزایش یافت.  لیمیکروگرم بر می 7/0لیتر به  بر میلی

 .ترویج داد شوری و فراصوت تجمع کلروفیل را
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 .نانوکلروپسیس اوکولاتاپارامترهای تیمار فراصوت برای کشت  -1جدول 
Table 1. Ultrasound treatment parameters for Nannochloropsis oculata cultivation. 

 کد تیمار 5روز ، واحد درصد4چرخه ، واحد وات3قدرت واحد ثانیه ،2زمان 1تیمار

1 10 10 10 5 1,10,10,10,5 

2 10 10 55 5 2,10,10,55,5 

3 10 10 100 5 3,10,10,100,5 

4 10 20 10 5 4,10,20,10,5 

5 10 20 55 5 5,10,20,55,5 

6 10 20 100 5 6,10,20,100,5 

7 10 30 10 5 7,10,30,10,5 

8 10 30 55 5 8,10,30,55,5 

9 10 30 100 5 9,10,30,100,5 

10 30 10 10 5 10,30,10,10,5 

11 30 10 55 5 11,30,10,55,5 

12 30 10 100 5 12,30,10,100,5 

13 30 20 10 5 13,30,20,10,5 

14 30 20 55 5 14,30,20,55,5 

15 30 20 100 5 15,30,20,100,5 

16 30 30 10 5 16,30,30,10,5 

17 30 30 55 5 17,30,30,55,5 

18 30 30 100 5 18,30,30,100,5 

19 60 10 10 5 19,60,10,10,5 

20 60 10 55 5 20,60,10,55,5 

21 60 10 100 5 21,60,10,100,5 

22 60 20 10 5 22,60,20,10,5 

23 60 20 55 5 23,60,20,55,5 

24 60 20 100 5 24,60,20,100,5 

25 60 30 10 5 25,60,30,10,5 

26 60 30 55 5 26,60,30,55,5 

27 60 30 100 5 27,60,30,100,5 

28 0 0 0 5 28,0,0,0,5 
 

                                                 
1- Treatment 

2- Time 

3- Power 

4- Duty Cycle 

5- Day 
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 در میان تیمارها. 5و  1نانومتر در روزهای  665کلروفیل  -1شکل 
Figure 1. Chlorophyll at 665 nm on days 1 and 5 across treatments. 

 
میکروگرم  4/0-25/0نانومتر( از  665کلروفیل )

 0/2-9/0های سیاه( به  ، میله1لیتر )روز  بر میلی

های رنگی(  ، میله5لیتر )روز  میکروگرم بر میلی

 0/2به  5در روز  16و  24افزایش یافت. تیمار 

که  (، در حالی3/0رسید )از لیتر  میکروگرم بر میلی

 9/0لیتر به  میکروگرم بر میلی 4/0( از 28شاهد )تیمار 

لیتر افزایش یافت. شوری و  میکروگرم بر میلی

. (1فراصوت تجمع کلروفیل را ترویج داد )شکل 

( 1لیتر )روز  میلیون سلول در میلی 2/0تعداد سلول از 

افزایش  (5لیتر )روز  میلیون سلول بر میلی 0/1-4/0به 

لیتر رسید  میلیون سلول در میلی 0/1به  13یافت. تیمار 

میلیون سلول  35/0به  28که تیمار  (، در حالی45/0)از 

(. فراصوت و شوری تقسیم 2/0لیتر رسید )از  بر میلی

نانومتر(  750چگالی نوری ) کنند. سلولی را تقویت می

افزایش ( 5)روز  3/1تا  8/0( به 1)روز  5/0تا  4/0از 

که  (، در حالی45/0رسید )از  3/1به  16یافت. تیمار 

(. فراصوت و 4/0افزایش یافت )از  8/0به  28تیمار 

 470کاروتنوئید ). توده را تقویت کرد شوری زیست

( به 1لیتر )روز  میکروگرم بر میلی 5/0-3/0نانومتر( از 

( افزایش 5لیتر )روز  میکروگرم بر میلی 9/0-85/1

لیتر رسید  میکروگرم بر میلی 85/1به  7ار یافت. تیم

میکروگرم بر  9/0به  28که تیمار  (، در حالی45/0)از 

(. شوری و فراصوت سنتز 45/0لیتر رسید )از  میلی

 کاروتنوئید را تقویت کرد.

 توزیع معیارهای رشد و رنگدانه در میان تیمارها 

 نانومتر( در میان تیمارها از 650کلروفیل ) :5در روز 

به  9لیتر متغیر بود. تیمار  میکروگرم بر میلی 1/1تا  7/0

که تیمار  لیتر رسید، در حالی میکروگرم بر میلی 95/0

 لیتر بود. میکروگرم بر میلی 7/0در  28
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 (.5نانومتر( در میان تیمارها )روز  750توزیع چگالی نوری ) -2شکل 
Figure 2. Distribution of optical density (750 nm) across treatments (day 5). 

 

نانومتر( در میان تیمارها از  750چگالی نوری )

رسید، در  3/1به  17و  16متغیر بود. تیمار  3/1تا  7/0

کاروتنوئید  (.2بود )شکل  75/0در  28که تیمار  حالی

 میکروگرم 0/2تا  5/0نانومتر( در میان تیمارها از  470)

میکروگرم بر  0/2به  7لیتر متغیر بود. تیمار  بر میلی

 میکروگرم 5/0در  28که تیمار  لیتر رسید، در حالی میلی

 لیتر بود. بر میلی

در میان  5نقشه درختی معیارهای کلیدی در روز 

ید های درختی برای کاروتنوئ نقشه 3  شکل تیمارها:

نشان  5تیمار در روز  28نانومتر( در میان  470)

کنند،  ها بزرگی معیار را منعکس می دهند. مستطیل می

 .با گرادیان رنگی از بنفش )بالا( به زرد )پایین(

 

 
 نانومتر(. 470نقشه درختی کاروتنوئید ) -3شکل 

Figure 3. Treemap of carotenoids (470 nm). 
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 470بالاترین مقدار کاروتنوئید ) 7تیمار شماره 

لیتر و تیمار  میکروگرم بر میلی 071/2نانومتر( را با 

نانومتر( را با  750بالاترین چگالی نوری ) 16شماره 

نشان دادند، که با شرایط تنش بالای  5در روز  338/1

وات(  30( و شدت فراصوت )ppt 20شوری )

که همان تیمار  28 ارد و تیمار شمارهخوانی د هم

تیمارهای . (3ترین بود )شکل  شود، پایین کنترل می

بالاترین میزان وزن خشک بدون  24و  21شماره 

گرم  36/0گرم و  373/0ترتیب با مقادیر  خاکستر را به

کنترل که تیمار  دست آوردند، در حالی به 5در روز 

ترین مقدار را ثبت کرد.  گرم پایین 15/0( با 28)شماره 

نانومتر(، تیمار کنترل  750از نظر چگالی نوری )

ترین میزان  پایین 5در روز  75/0( با مقدار 28)شماره 

با  17و  16را داشت، در حالی که تیمارهای شماره 

ترتیب بالاترین مقادیر را  به 272/1و  388/1مقادیر 

ترین میزان تولید پودر  پایین 28تیمار  ند.ثبت کرد

ثبت کرد، در  5گرم در روز  1/0میکروجلبک را با 

 391/0ترتیب با  به 8و  3که تیمارهای شماره  حالی

گرم بالاترین میزان تولید پودر را در  385/0گرم و 

کلروفیل،  از نظر میزان تولید دست آوردند. همان روز به

 650ترین مقادیر را در  کم( 28تیمار کنترل )شماره 

نانومتر  665لیتر( و  میکروگرم بر میلی 7/0نانومتر )

ثبت کرد. در  5لیتر( در روز  میکروگرم بر میلی 75/0)

نانومتر  650در کلروفیل  23مقابل، تیمار شماره 

در  24لیتر( و تیمار شماره  میکروگرم بر میلی 168/1)

 لیتر( بالاترین یلیمیکروگرم بر م 2نانومتر ) 665کلروفیل 

ترین تعداد  پایین 28تیمار  دست آوردند. مقادیر را به

 5لیتر در روز  میلیون سلول بر میلی 35/0سلول را با 

بالاترین تعداد سلول را  13که تیمار  ثبت کرد، در حالی

دست  لیتر در همان روز به میلیون سلول بر میلی 1با 

ایط با تنش های درختی نشان داد که شر آورد. نقشه

را بهینه  بالا کاروتنوئید و وزن خشک بدون خاکستر

کرد و چگالی نوری، پودر، کلروفیل و تعداد سلول 

 .دست آورد بالایی را به

مقایسه معیارهای رشد و رنگدانه بین بهترین تیمارها 

ای را  نمودارهای میله 4  شکل :5و شاهد در روز 

نانومتر( را بین  470دهند که کاروتنوئید ) نشان می

 .کنند بهترین تیمارها و شاهد مقایسه می

 

 
 های خطا. نانومتر( بین بهترین تیمار و تیمار کنترل با میله 470توزیع کاروتنوئید ) -4شکل 

Figure 4. Distribution of carotenoids (470 nm) between the best treatment and control, with error bars. 
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میکروگرم بر  0/2سطح کاروتنوئید حدود  7تیمار 

دست آورد، در مقایسه با شاهد )تیمار  لیتر را به میلی

 7لیتر بود. تیمار  میکروگرم بر میلی 0/1( که در 28

توجهی در تولید کاروتنوئید از شاهد پیشی  طور قابل به

 0/1سطح کلروفیل حدود  24تیمار . (4گرفت )شکل 

دست آورد، در مقایسه با  لیتر را به میکروگرم بر میلی

لیتر بود.  میکروگرم بر میلی 7/0( که 28شاهد )تیمار 

توجهی در تولید کلروفیل نسبت  بهبود قابل 24تیمار 

نانومتر( در  665ل )نمودار کلروفی. به شاهد نشان داد

لیتر رسید،  میکروگرم بر میلی 0/2به  9 تیمار شماره

تر از نصف بهترین تیمار بود  که تیمار شاهد کم درحالی

را  3/1مقدار چگالی نوری حدود  17تیمار  (.75/0)

بود.  8/0( در 28که شاهد )تیمار  ثبت کرد، در حالی

برتری آشکاری در معیارهای رشد نسبت به  17تیمار 

 .شاهد نشان داد

برای معیارهای رشد و رنگدانه در  ANOVA نتایج

ها در  برای ارزیابی اهمیت آماری تفاوت میان تیمارها:

تیمار، یک  28دانه در میان  معیارهای رشد و رنگ

 2انجام شد. جدول ( ANOVA) تحلیل واریانس

نانومتر(،  750را برای چگالی نوری ) ANOVA نتایج

تر( و نانوم 650نانومتر(، کلروفیل ) 470کاروتنوئید )

دهد. تمام معیارها  نانومتر( ارائه می 665کلروفیل )

 داری را نشان دادند های بسیار معنی تفاوت

(001/0P< ،)( و کلروفیل  470با کاروتنوئید )نانومتر

را داشتند  F نانومتر( که بالاترین آمارهای 665)

دهنده  (، که نشان089/227و  724/218ترتیب  )به

ع رنگدانه بود. چگالی نوری اثرات قوی تیمار بر تجم

داری را نشان داد  نانومتر( نیز تغییرات معنی 750)

(282/81F= ،001/0P<)ها  کننده تفاوت ، که منعکس

توده در میان تیمارها بود. کلروفیل  در رشد زیست

( اما 504/15تری داشت ) پایین F نانومتر( آمار 650)

نده ده که نشان(، >001/0P)دار بود  چنان معنی هم

 تر تیمار بود. اثرات ظریف

 
 برای معیارهای رشد و رنگدانه در میان تیمارها. ANOVA نتایج -2جدول 

Table 2. ANOVA results for growth and pigment metrics across treatments. 

 p مقدار F آمار متغیر

 3.303e-123 81.282 نانومتر( 750چگالی نوری )

 1.351e-183 218.724 نانومتر( 470کاروتنوئید )

 9.373e-43 15.504 (650) کلروفیل

 5.658e-186 227.089 (665) کلروفیل

 

سازی معیارهای رشد و رنگدانه با  نتایج بهینه

برای شناسایی شرایط  استفاده از الگوریتم ژنتیک:

نه، دا برای حداکثرکردن معیارهای رشد و رنگبهینه 

، 4در روز  16تیمار  یک الگوریتم ژنتیک اعمال شد.

به  388/1نانومتر( را در  750، چگالی نوری )5تکرار 

در  7که تیمار  (، درحالی594/0حداکثر رساند )تفاوت: 

نانومتر( را  470، بالاترین کاروتنوئید )5، تکرار 5روز 

لیتر رساند )تفاوت:  م بر میلیمیکروگر 071/2به 

 650لیتر(. برای کلروفیل ) میکروگرم بر میلی 163/1

 168/1، به 3، تکرار 5در روز  14نانومتر( تیمار 

 میکروگرم 470/0لیتر رسید )تفاوت:  میکروگرم بر میلی

، کلروفیل 4، تکرار 5در روز  9و تیمار  لیتر( بر میلی

لیتر  رم بر میلیمیکروگ 077/2نانومتر( را در  665)

لیتر(.  میکروگرم بر میلی 150/1بهینه کرد )تفاوت: 
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علاوه بر این، پودر )گرم( و وزن خشک بدون 

گرم(  391/0) 3خاکستر )گرم( به ترتیب توسط تیمار 

، به 1، تکرار 5گرم( در روز  373/0) 21و تیمار 

 حداکثر رسیدند.

برای معیارهای رشد و  Tukey HSD تحلیل پسین

 650برای کلروفیل ) انه در میان تیمارها:رنگد

توجهی نسبت به اکثر  طور قابل به 28نانومتر(، تیمار 

، که 24تیمار . تری داشت تیمارها عملکرد ضعیف

داری با  های معنی عنوان بهترین شناسایی شد، تفاوت به

شاهد و چندین تیمار دیگر نشان داد، اما با دیگر 

تفاوت  14ند تیمار تیمارهای با عملکرد بالا مان

دهنده کارایی مشابه در  داری نداشت، که نشان معنی

 میان تیمارهای برتر بود.

طور  به 28نانومتر(، تیمار  750برای چگالی نوری )

. توجهی توسط اکثر تیمارها پیشی گرفته شد قابل

های  ، که بهینه هستند، تفاوت17و  16تیمارهای 

اما با یکدیگر دادند  داری با شاهد نشان می معنی

ها سطوح  دهد آن تفاوت نداشتند، که نشان می

توده بالایی را تحت شرایط بهینه مانند شوری  زیست

 .دست آوردند بالاتر و شدت فراصوت به

های  تفاوت 28نانومتر(، تیمار  665برای کلروفیل )

داری با اکثر تیمارها نشان دادند، که عملکرد  معنی

 .را تقویت کرد برتر آن در تولید رنگدانه

طور  به 28نانومتر(، تیمار  470برای کاروتنوئید )

 7تیمار . توجهی از اکثر تیمارها متفاوت بود قابل

داری با شاهد و بسیاری دیگر نشان  های معنی تفاوت

داری از  طور معنی نیز به 8توجه، تیمار  لطور قاب به. داد

 متفاوت بود. 28تیمار 

های  شده در بخش این نتایج روندهای مشاهده

قبلی را تأیید کردند که نشان دادند بهترین تیمارها 

توجهی از شاهد و بسیاری از تیمارهای  طور قابل به

دیگر پیشی گرفتند که توسط شرایط بهینه مانند شوری 

 .و قرارگرفتن در معرض فراصوت هدایت شدند

 های های بخش یافته Tukey HSD طورکلی، تحلیل به

ت کردند و به طور آماری عملکرد برتر قبلی را تثبی

( در تمام معیارها 28تیمارها را نسبت به شاهد )تیمار 

دار در میان  های معنی تأیید کردند. عدم وجود تفاوت

تیمارهای با عملکرد برتر برای هر معیار نشان دادند 

توانند به نتایج بهینه دست  که شرایط متعدد تیمار می

های کشت  ا برای استراتژیپذیری ر یابند و انعطاف

 ها فراهم کردند. میکروجلبک

 
 گیری‌نتیجه

دهد که استفاده  نشان می پژوهشگیری این  نتیجه

زمان  طور هم از تنش شوری و فناوری فراصوت به

توده و  طور چشمگیری تولید زیست تواند به می

افزایش دهد.  نانوکلروپسیس اوکولاتاها را در  دانه رنگ

ترکیب این دو عامل باعث بهبود معیارهای مختلف 

رشد مانند چگالی نوری، تولید کلروفیل و 

های  آمده از تحلیل  دست کاروتنوئیدها شد. نتایج به

نیز برتری  (Tukey HSD و ANOVA) آماری

تأثیر فراصوت و شوری بالا را نسبت  تیمارهای تحت

طور خاص، تیمارهای  به تیمار شاهد تأیید کردند. به

عملکرد بهتری در تولید  17، و 24، 9، 7شماره 

توده نسبت به دیگر تیمارها نشان  ها و زیست رنگدانه

چنین اهمیت استفاده از  هم پژوهشاین . دادند

سازی مانند فراصوت و تنش شوری  های بهینه روش

نانوکلروپسیس توده در کشت  برای بهبود تولید زیست
ها در  کارگیری این روش کند. به جسته میرا بر اوکولاتا

تواند تولید پایدار و کارآمد  مقیاس صنعتی می

ها را بهبود بخشد. این رویکرد در پاسخ  میکروجلبک

های جهانی امنیت غذایی، انرژی تجدیدپذیر  به چالش

کلی، این طور زیست مؤثر است. به داری محیطو پای

سازی  ای برای بهینه نوآورانههای  حل تواند راه مطالعه می

در شرایط  ها توده میکروجلبک فرآیندهای تولید زیست

 .صنعتی فراهم آورد
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‌پیشنهادها

شود برای گسترش کاربرد این  پیشنهاد می

های با شوری  های مشابهی در آب ، آزمایشپژوهش

فارس، انجام شود.  بالاتر، مانند آب دریای خلیج

ها  کشت میکروجلبکهای شور برای  استفاده از آب

حل پایدار برای کاهش وابستگی به  تواند یک راه می

منابع آب شیرین باشد که در بسیاری از مناطق جهان 

محدود هستند. در این راستا، بررسی عملکرد 

های با شوری بالا و  در آب نانوکلروپسیس اوکولاتا

تواند اطلاعات مفیدی  مقایسه نتایج با این مطالعه، می

گران قرار دهد تا  گران و صنعت ار پژوهشدر اختی

توده را  بتوانند فرایندهای کشت و تولید زیست

طور مؤثرتر  شور به سازی کرده و از منابع آب بهینه

توانند به توسعه  می ها پژوهشاستفاده نمایند. این 

های  راهکارهای نوآورانه برای مقابله با چالش

 .ک کنندمحیطی و کمبود منابع آب شیرین کم زیست
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