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  چکیده

و ارزیابی خصوصیات بیوشیمیایی  Dunaliella salinaمحیط کشت والنه جهت تولید بیومس  هاي مختلف آب پنیر وهدف این تحقیق بررسی اثر غلظت
صفر تا (نه گذاري و زمان گرمخا)  درصد5صفر تا (، درصد آب پنیر ) میکرولیتر50صفر تا (بدین منظور سه فاکتور شامل غلظت محیط کشت والنه . آنبود

با افزایش درصد آب پنیر و همچنین محیط کشت والنه، تراکم نتایج نشان داد .  نمونه مورد مطالعه قرار گرفت17شامل  بانکن در قالب طرح باکس) روز14
 میزان کلروفیل و کاروتنوئید افزایش یافت  در صورتی که با افزایش مقدار والنه.)P<05/0(دار نبود سلولی افزایش یافت ولی این افزایش از نظر آماري معنی

داري افزایش زمان گرمخانه گذاري باعث کاهش تراکم سلولی، کلروفیل و کاروتنوئید شد اما اختلاف معنی). >05/0P( داشتداري وجود و اختلاف معنی
با افزایش درصد آب پنیر و زمان ).>05/0P(داري داشت ، ولی در میزان تراکم سلولی اختلاف معنی)P<05/0(در میزان کلروفیل و کاروتنوئید نداشت 

 7تا روز  افزایش غلظت محیط کشت والنه نشان دهنده افزایش مقدار پروتئین ).>05/0P(داري داشت مقدار پروتئین افزایش معنی7گرمخانه گذاري تا روز 
               به کمترین مقدار خود رسیدکه این کاهش تاثیر 14هش یافت و در روز مقدار پروتئین به مرور کا  به بعد،9از روز از زمان گرمخانه گذاري بود اما 

در  .بدست آمد  درصد آب پنیر و صفر درصد محیط کشت والنه5 گرمخانه گذاري، 5در روز  شرایط بهینه). P<05/0( داري از نظر آماري نداشتمعنی
  .بود 1074/2،  mg/kg75/288، mg/ml202/0+7 به ترتیبشرایط بهینه مقدار تراکم سلولی، پروتئین و کاروتنوئید

 
  ، آب پنیر، محیط کشت والنه، بیومس، کلروفیلدونالیلا سالینا:  واژگانکلید

  
  

                                                             
 مسئول مکاتبات: m.rezazadehbari@urmia.ac.ir  
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   مقدمه- 1
 یک ریزجلبک هالوتولورنت دریایی است که به دونالیلا سالینا

این جلبک تک . شودعنوان منبع غنی بتاکاروتن شناخته می
وتی، فاقد دیواره پلی ساکاریدي، دوتاژکه، متحرك، سلولی، یوکاری

           میکرومتر و فتوسنتز کننده است9- 11معمولا گرد با ابعاد 
در شرایط رشد مناسب قادر به ذخیره سازي بتاکاروتن به  .]1- 5[

از . باشد درصد نسبت به وزن خشک جلبک می8/13مقدار 
 به انواع توانترکیبات مهم درون سلولی این جلبک می

ها اشاره نمودکه بخش کاروتنوئیدها، گلیسرول، پروتئین و ویتامین
عمده این ترکیبات داراي خاصیت ضد اکسیدانی و ضد سرطانی 

در کنار بتاکاروتن اعضاي دونالیلا حاوي . ]6- 7[باشندمی
هاي کاروتنوئیدي ارزشمند مانند آلفاکاروتن، رنگدانه

جنس  .]4[تیئن و زاکزانتین هستندوایولاگزانتین، نئوگزانتین، لو
  Volvocales، راستهChlorophyceaeدونالیلا متعلق به رده

قبل از این جلبک را در . باشدمی Chlorophytaو شاخه 
              و برخی به علت  Polyblepharidaceaeخانواده

 آن را در خانوادهChlamydomonas شباهت آن با جلبک
Chlamydomonadaceae جلبک تک . ]8[اندار دادهقر

هاي و دریاچه  از تولید کنندگان مهم دریادونالیلا سالیناسلولی 
نمکی فوق اشباع است که اهمیت تجاري و زیست محیطی 

 .]9- 11[زیادي به عنوان پایه زنجیره غذایی و تولید اکسیژن دارد

هاي در برگیرنده گروهی از تکنیک) RSM1( روش سطح پاسخ
 است که امکان رسیدن به شرایط بهینه در ریاضی و آماري

یک RSM پایه تئوریکی .آوردهاي پیچیده را فرآهم میسیستم
اي را بین ابزار قوي براي بهینه سازي تجربی است که رابطه
طرح . کندمتغیرهاي مستقل و متغیرهاي وابسته جست و جو می

یک طرح مستقل درجه دوم است که در برگیرنده 2باکس بانکن
در این طرح، . باشدهاي فاکتوریل کامل یا ناقص نمیطرح

هاي فضاي فرآیند قرار ندارند بلکه در هاي تیمارها در لبهترکیب
ها قابل چرخش بوده و هر این طرح. اندها و مرکز واقع شدهمیانه

  .]12[فاکتور باید داراي سه سطح باشد

                                                             
1. Response surface methodology 
2. BOX-Behnken 

 ودر  شیر3آب پنیر مایعی است که در طی فرآیند کواکوله شدن
در واقع آب پنیر یا همان . آیدطی فرآیند تولید پنیر به وجود می

پروتئین آب پنیر در طی مراحل تهیه پنیر از پنیر دلمه شده جدا 
 شود وحاوي نیمی از ترکیبات اصلی موجود در شیر کامل می
ها، این مایع ارزشمند به علت غنی بودن از ویتامین .باشدمی

نی مختلف از دیرباز به عنوان یک غذاي ها و مواد معدپروتئین
مکمل یا جایگزین شیر مادر در رژیم غذایی کودکان یا جیره 

این ماده حدود  . شودهاي تازه متولد شده استفاده میغذایی دام
 55حدود ( درصد از حجم شیر و مقدار قابل توجهی 95-85

آب پنیر همچنین . دهدمواد مغذي شیر را تشکیل می) درصد
 4/0-5/0(، چربی ) درصد6/0- 8/0(هاي محلول  پروتئینحاوي
از . باشدمی)  درصدوزن خشک8- 10(هاي معدنی و نمک) درصد

توان به اسید لاکتیک، اسید سیتریک، اجزاي دیگر قابل ارزیابی می
آب .  اشاره کردBهاي گروه ترکیبات ازته غیر پروتئینی و ویتامین

لول، مواد معدنی محلول، هاي محپنیر حاوي لاکتوز، پروتئین
هاي آب پنیر پروتئین. ها و آنزیم هاستهاي آلی، ویتامیناسید

آب پنیر حاوي اسیدهاي آمینه . ارزش بیولوژیک بالایی دارند
ضروري خصوصا اسیدهاي آمینه گوگرد دار نظیر متیونین و 

باشد کم چرب بوده و حاوي مواد معدنی نظیر سیستئین می
هاي یم، روي، سدیم، پتاسیم و انواع ویتامینکلسیم، فسفر، منیز

، اسید فولیک و B12 ،B6 ،B5 ،B2محلول در آب نظیر ویتامین 
هاي آب پنیر به دلیل وجود پروتئین.باشداسید آسکوربیک می

ها به عنوان پایه محلول، مواد معدنی، اسیدهاي آلی و ویتامین
ستفاده قرار ها و مخمرها مورد اها، جلبکمحیط کشت در باکتري

توان به تهیه نوشابه پروبیوتیکی هاي بارز آن میاز نمونه. گیردمی
و لاکتوباسیلوسکازئیبر پایه آب پنیر با استفاده از استارتر 

همچنین تولید نوشیدنی .  اشاره کرداسترپتوکوکوسترموفیلوس
تخمیري در محیط کشتبر پایه آب پنیر، تولید پروتئین تک یاخته 

ریزجلبک ) بیومس(و همچنین افزایش تراکم سلولی از آب پنیر 
در محیط کشت برپایه آب پنیر جهت 4سندسموس آبلیکیوسسبز 

  .]13- 20[تولید سوخت زیستی و غیره را بیان نمود

                                                             
3. Coagulation 
4. Scenedesmus obliquus 
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یکی از محصولات استراتژیک که در صنایع غذایی، دارویی و 
بهداشتی کاربرد فراوان دارد کاروتنوئیدها و به ویژه بتاکاروتن 

هاي فتوسنتتیک سنتز باشد که به طور طبیعی در ارگانیسممی
گیري به سمت تولید همچنین به علت جهت. شودمی

هاي بیوسنتتیک توجه به منابع طبیعی آنها کاروتنوئیدها از روش
ترین منبع تولید کننده بتاکاروتن جلبک مهم. افزایش یافته است

وئید در سبز تک سلولی دونالیلا است که ایجاد کاروتن
. ]21[ گیردکلروپلاست آلگ و تحت شرایط استرس صورت می

هاي اصلی در قیمت محیط کشت مورد استفاده یکی از فاکتور
. قیمت تمام شده محصول تولیدي به روش زیست فناوري است

هاي مورد استفاده جهت با توجه به گران قیمت بودن محیط کشت
تحقیق جایگزینی محیط هدف این دونالیلا سالیناکشت ریزجلبک 
هاي متفاوت آب پنیر و  با غلظتدونالیلا سالیناکشت ریزجلبک 

بررسی تأثیر آن در تولید بیومس و برخی از خصوصیات 
 .باشد میدونالیلا سالینابیوشیمیایی

  

  هامواد و روش - 2
  مواد  - 2-1

 از پژوهشکده آرتمیا و جانوران آبزي دونالیلا سالیناریزجلبک 
رومیه که به روش مولکولی جنس و گونه آن به اثبات دانشگاه ا

رسیده بود و قبلا توسط کارشناسان پژوهشکده فعال سازي شده 
لوگول، استون و سدیم پتاسیم تارتارات از شرکت .بود تهیه گردید

شارلو اسپانیا، سدیم هیدروکسید از شرکت اپلیچم آلمان و بقیه 
ولین و سولفات مس از مواد شیمیایی نظیر سدیم کربنات، معرف ف

 .شرکت مرك آلمان تهیه گردید

  
  ها روش- 2-2
  دونالیلا سالینا کشت ریزجلبک -2-2-1
 میلی لیتر از سوسپانسیون جلبکی در شرایط استریل به 20مقدار  

که با ترکیب محیط دونالیلا سالینا میلی لیتر از محیط کشت100
دیده بود هاي مختلفی از آب پنیر تهیه گرکشت والنهو غلظت

جهت ایجاد شرایط ایده آل رشد به منظور رشد . اضافه شد
 مولار 3ها میزان شوري محیط کشت روي جلبکحداکثري ریز

NaClتنظیم گردید  .pH تنظیم شد و 5/7محیط کشت نیز روي 
. گردید استفاده NaOH از اسید کلریدریک و pHجهت تنظیم 

ه سانتیگراد تنظیم  درج25ها در دماي محل نگهداري محیط کشت
 ساعت 16 لوکس به مدت 2500و تحت تابش نور با شدت .شد

از پمپ هوا جهت .  ساعت تاریکی قرار گرفت8روشنایی و 
 روز 14ها به مدت ها استفاده گردید و نمونههوادهی مداوم نمونه

  .]22- 23[در همین شرایط نگهداري شدند
  )شمارش سلولی(گیري رشد  اندازه-2-2-2

سمپلر از هر نمونه جلبکی مقدار معینی برداشته شد و توسط 
ریخته شد و زیر ) لام نئوبار(روي لام مخصوص شمارش 

تعداد . ها شمارش شد سلول10میکروسکوپ با بزرگنمایی 
 مربع از این لام شمارش شده و میانگین 10هاي موجود در سلول

هاي ها متحرك بودند سلولاز آنجائی که سلول. آن ثبت گردید
بی حرکت ) محلول لوگول(موجود در نمونه قبلا توسط بلور ید 

  .]22[شدند
  گیري کلروفیل و کاروتنوئید کل اندازه-2-2-3

و کاروتنوئیدها با استفاده (a+b)، کلروفیل کلbو aمقدار کلروفیل
 میلی لیتر از 5. گیري شداز روش اسپکتروفتومتري اندازه
 دور 5000 دقیقه با 10ه مدت سوسپانسیون جلبکی را برداشته و ب

محلول رویی دور ریخته شده و بر روي . در دقیقه سانتریفیوژ شد
 درصد ریخته شد 85 میلی لیتر استون 5رسوب سلولی باقی مانده 

.  دقیقه در تاریکی قرار داده شد5و بعد از ورتکس به مدت 
 دور در دقیقه 5000 دقیقه با 10مخلوط حاصل مجددا به مدت 

هاي میزان جذب نور محلول رویی در طول موج. فیوژ شدسانتری
 ,England( نانومتر به کمک اسپکتروفتومتر452 و 644، 633

Jenway, 6320 D( هاي زیر میزان به کمک رابطه. خوانده شد
 و کاروتنوئید بر حسب میلی گرم در میلی لیتر a ،bکلروفیل 

 .]24[بدست آمد

Cchl a= 10.3  E633 – 0.918  E644  
Cchl b = 19.7  E644 – 3.87  E633 

Ccar = 4.20  E452.5 – 0.0264  Cchl a – 0.496  Cchl b 
 

  گیري پروتئین کل اندازه-2-2-4
در یک . غلظت کل پروتئین با استفاده از روش لوري تعیین گردید

: مخلوط مساوي از(  Aمیلی لیتر از نمونه، یک میلی لیتر از معرف
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 درصد کربنات سدیم به آرامی در حال تکان 20د محلول در حدو
دادن به محلول تارتارات سولفات مس اضافه شد، تا غلظت نهایی 

 درصد پتاسیم 21/0) پنج آبه( درصد سولفات مس 1/0مشخص 
 80/0N(،SDS)10( درصد کربنات سدیم، سود10تارتارات، 

 10و آب مقطر اضافه شده و اجازه داده شد تا به مدت ) درصد
به صورت ایستا قرار )  درجه سانتیگراد20(قیقه در دماي اتاق د

 یک قسمت معرف( B  میلی لیتر از معرف5/0سپس . گیرد
Folin-ciocalteu اضافه )  قسمت آب مقطر مخلوط5فنل با

 دقیقه جذب با 30پس از . شده و بلا فاصله مخلوط گردید
در  )England, Jenway, 6320 D(استفاده از اسپکتروفتومتر

 .]25[گیري شد نانومتر اندازه750طول موج 

  

   طرح و آنالیز آماري -2-2-5
در این پژوهش سـه متغیـر مـستقل شـامل غلظـت محـیط کـشت           

در  )C(و زمـان گرمخانـه گـذاري        ) B(درصد آب پنیر   ،)A(والنه
 بـانکن  بـاکس  طـرح  پاسـخ  سطح روش سه سطح با به کار گیري     
ها از مدل درجـه    وري داده پس از جمع آ    .مورد مطالعه قرار گرفت   

دوم براي بـرازش و آنـالیز رگرسـیون در سـطح خطـاي نـوع اول         
05/0= αــد ــتفاده ش ــتفاده از   . اس ــا اس ــه ب ــرایط بهین ــت ش         در نهای

جهـت  . گردیـد  و بر اساس تابع مطلوبیت تعیین      هاي عددي روش
انجام طرح و آنالیز آماري و همچنین رسم نمودارهـا از نـرم افـزار      

SASاستفاده شد 3/9سخه  ن.  

Table 1 Actual and coded levels of independent factors according to Box-behnken design 
Mean High 

Coded 
Low 

Coded 
High 

Actual 
Low 

Actual Type Units Name Factor 

2.5 1 -1 5 0 Numeric %  Chesse whey A 
25 1 -1 50 0 Numeric µL Walne medium B 
7 1 -1 14 0 Numeric Day Incubation time C 

 

   نتایج و بحث- 3
   شمارش سلولی- 3-1

با افزایش درصد آب پنیر،رشد )A(1مطابق شکل  در این مطالعه
با افزایش مقدار ) B (1سلولی افزایش یافت و مطابق شکل 

مطابق  محیط کشت والنه نیز رشد سلولی افزایش داشت ولی
مطابق  .شت زمان تراکم سلولی کاهش یافتبا گذ)) C (1شکل (

 درصد تراکم 5با افزایش درصد آب پنیر از صفر به ) A (1شکل 
در صورتی . در لیتر افزایش داشت1065/4به 1063/1سلولی از 

نشان داد که با افزایش مقدار ) B (1که نتایج حاصل از شکل 
 1063/2ز  میکرولیتر تراکم سلولی ا50والنه از صفر میکرولیتر به 

با افزایش مدت زمان کشت . در لیتر افزایش یافت 1067/4به 
تراکم سلولی به مرور کاهش یافت، به طوري که )) C (1شکل (

میزان سلول اولیه وارد شده به محیط و مقدار تراکم سلولی در 
داري باهم داشتند اختلاف معنی) 14روز (آخرین روز کشت 

)05/0P<.(  نتایج بدست آمده از نمودار شایان ذکر است طبق
با افزایش درصد آب پنیر و همچنین محیط  )B وA  (1شکل 

کشت والنه، تراکم سلولی افزایش یافت ولی این افزایش از نظر 

به ) 2000(اما نحوي و همکاران ). P<05/0( دار نبودآماري معنی
این نتیجه رسیدند که استفاده از آب پنیر در محیط کشت مخمر 

 باعث افزایش رشد سلولی ردوترولا آکنیورومگ قرمز رن
طی  )2016(و همکاران  Salla.مخمر شده است) بیومس(

اي اثر کنسانتره پروتئین آب پنیر را بر روي جلبک مطالعه
 بررسی کردند و به این نتیجه رسیدند که اسپیرولینا پلاتنسیس

ث استفاده از کنسانتره پروتئین آب پنیر در محیط کشت جلبک باع
 شده اسپیرولینا پلاتنسیس) بیومس(افزایش تراکم سلولی 

شایان ذکر است که نتایج هر دو تحقیق با نتایج . ]26-27[است
  .حاصل از پژوهش حاضر مغایرت دارد

، شوري و مقدار ماده pHهاي مختلفی از جمله نور، دما، فاکتور
دقت در تنظیم . ها تاثیر به سزایی دارندغذایی در رشد جلبک

. تواند کمک شایانی به کشت بهتر آنها بنمایداکتورهاي فوق میف
نور و شوري از عوامل مهمی هستند که نوسان مقدارشان در 

 .]8[میزان کلروفیل، کاروتنوئید و رشد سلول تاثیر گذار است 
مواد معدنی موجود در آب پنیر نظیر کلسیم، فسفر، منیزیم، روي، 

ات شیمیایی محیط کشت والنه سدیم و پتاسیم در برخی از ترکیب
هاي محلول وجود دارد و همچنین آب پنیر حاوي انواع ویتامین
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، اسید فولیک و اسید B12 ،B6 ،B5 ،B2 در آب نظیر ویتامین
براي B2  وB12 از این بین ویتامین  .]18[باشدآسکوربیک می

 بسیار ضروري است و باعث افزایش تراکم دونالیلا سالینارشد 
از سوي دیگر با افزایش مدت زمان کشت .  استسلولی شده

میزان مواد غذایی موجود در محیط کشت کاهش یافته است و 
این امر باعث کاهش تراکم سلولی در روزهاي پایانی محیط 

 .کشت شده است

  

 
  

  
Fig 1 The effect of independent factors on cell density 

 
   کلروفیل- 3-2

 نشان داد که با افزایش مقدار 2شکل ) A(نتایج حاصل ازنمودار 
         والنه مقدار کلروفیل افزایش یافت و این افزایش اختلاف 

اما با توجه به نمودار . )>05/0P (داري را به وجود آوردمعنی
)B ( گردد که با افزایش مدت زمان کشت می مشخص 2شکل

داري مقدار کلروفیل کاهش یافت اما این کاهش اختلاف معنی

نشان داد که با افزایش مقدار ) A (2شکل  .)P<05/0(نداشت 
 15/0 میکرولیتر مقدار کلروفیل از 50والنه از صفر میکرولیتر به 
 میلی گرم بر میلی لیتر افزایش 90/0میلی گرم بر میلی لیتر به 

با افزایش زمان گرمخانه گذاري  نشان داد) B (2اما شکل . یافت
 میلی گرم بر میلی 65/0 مقدار کلروفیل از 14از روز صفر تا روز 

بر اساس نتایج  . میلی گرم بر میلی لیترکاهش یافت41/0لیتر به 
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درصد آب پنیر در مقادیر مطالعه ) 2جدول شماره (آنالیز واریانس 
  ).P<05/0(دار نبودشده بر روي میزان کلروفیل معنی

Salla اده از به این نتیجه رسیدند که استف)2016(و همکاران
کنسانتره پروتئین آب پنیر در محیط کشت ریزجلبک اسپیرولینا به 
دلیل وجود سطح بالاي نیتروژن باعث افزایش غلظت کلروفیل در 

کلروفیل باعث جذب نور خورشید و .شودجلبک اسپیرولینا می
این ماده براي بدن انسان بسیار مفید . شودتبدیل آن به انرژي می

مل آنتی اکسیدان قوي باعث کاهش است و به عنوان یک عا
با . شودها به وسیله عوامل سرطان زاي محیطی میتخریب سلول

افزایش مقدار والنه در محیط کشت به دلیل افزایش سطح نیتروژن 
مقدار کلروفیل افزایش یافته است همچنین منیزیم موجود در آب 

 در هاي مختلفپنیر که تشکیل دهنده مولکول کلروفیل و با آنزیم
تواند بهره وري فتوسنتز ریزجلبک را افزایش داده ارتباط است می

اما با افزایش . ها شودو منجر به افزایش میزان کلروفیل در سلول
هاي دمایی زمان به دلیل کاهش مواد غذایی در محیط و تنش

خفیفی که رخ داده باعث کاهش غلظت کلروفیل در ریزجلبک 
 .]27- 29[شده استدونالیلا سالینا

 
Fig 2 The effect of independent factors on total chlorophyll content 

   کاروتنوئید- 3-3
 نشان داد که با 3شکل ) A(تحلیل نتایج حاصل از نمودار 

افزایش مقدار والنه در محیط کشت میزان کاروتنوئید افزایش 
داري را به وجود یافت و این افزایش اختلاف معنی

بیانگر  3شکل ) B(نتایج حاصل از نمودار  ).>05/0P(آورد
کاهش مقدار کاروتنوئید با افزایش زمان گرمخانه گذاري است اما 

با افزایش  .)P<05/0(داري نداشتاین کاهش اختلاف معنی
 50 از صفر میکرولیتر به 3شکل ) A(مقدار والنه طبق نمودار 

یلی لیتر به  میلی گرم بر م13/0میکرولیتر مقدار کاروتنوئید از 
) B(اما مطابق نمودار .  میلی گرم بر میلی لیتر افزایش یافت88/0

 14 با افزایش زمان گرمخانه گذاري از روز صفر تا روز 3شکل 
 میلی 39/0 میلی گرم بر میلی لیتر به 63/0مقدار کاروتنوئید از 

جدول (طبق نتایج آنالیز واریانس  .گرم بر میلی لیتر کاهش یافت

 درصد آب پنیر در مقادیر مطالعه شده بر روي میزان )2شماره 
  ).P<05/0( دار نبودکاروتنوئید معنی

دریافتند که استفاده از آب پنیر به دلیل  )2000( نحوي و همکاران
وجود لاکتوز در این ماده باعث افزایش تولید کاروتنوئید در 

 .]26[  شده استردوترولا آکنیوروممخمر قرمز رنگ 
هاي فرعی نور عمل کرده و نورهاي ها به عنوان گیرندهکاروتنوئید

این . کنند نانومتر را جذب می550 تا 400مرئی با طول موج 
هاي حیاتی از جمله حفاظت سلول در برابر ترکیبات نقش

    هاي آزاد و غیره را دارا تشعشعات بالا، از بین بردن رادیکال
واد غذایی، شوري زیاد هاي شیمیایی نظیر فقر مدر تنش. باشندمی

 قادر دونالیلا سالیناهاي حاصل از افزایش نور جلبک و در تنش
 پیکوگرم در سلول 42به افزایش سنتز و تجمع کاروتنوئیدها تا 

 در این آزمایش دونالیلا سالیناشوري محیط کشت . ]30[باشدمی
تنظیم شده بود و با توجه )  در لیترNaCl گرم 84( مولار 3روي 
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شود تنش ن که کاروتنوئید در میزان شوري بالا تولید میبه ای
 اما در روزهاي .شوري سبب افزایش تولید کاروتنوئید شده است

 خود را با شریط موجود وقف داده و از پایانی چونریزجلبک
. حالت تنش خارج شده باعث کاهش میزان کاروتنوئید شده است

        ان از ایجاد همچنین در این مطالعه سعی شد تا در حد امک
هاي محیطی جلوگیري گردد که شاید این هم علتی در تنش

  .باشدکاهش کاروتنوئید تولیدي در روزهاي پایانی 

  
Fig 3 The effect of independent factors on total carotenoids content 

   پروتئین کل- 3-4
 نشان دادبا افزایش مقدار 4شکل ) A(نتایج حاصل از نمودار 

دار والنهمیزان پروتئین افزایش یافت که از نظر آماري معنی
 نشانگر این است که 4شکل ) B( اما نمودار ).>05/0P(بود

دار دارد درصد آب پنیر بر مقدار پروتئین اثر غیرخطی و غیر معنی
)05/0>P.( نمودار  همچنین)C ( بیانگر این است که 4شکل 

ن گرمخانه گذاري نیز بر مقدار پروتئین داراي اثر غیرخطی و زما
نمودار (با افزایش مقدار والنه  ).P<05/0(دار است البته غیر معنی

)A ( میکرولیتر مقدار پروتئین 50از صفر میکرولیتر به ) 4شکل 
رسید  میلی گرم بر کیلوگرم 305 میلی گرم بر کیلوگرم به 250از 

 5از صفر به )  4شکل ) B(نمودار (آب پنیر اما با افزایش درصد 
 میلی 280 میلی گرم برکیلوگرم به 330درصد مقدار پروتئین از 

 درصد آب پنیر کاهش یافت،سپس به 5/2گرم بر کیلوگرم در 
 درصد آب پنیر افزایش 5 میلی گرم بر کیلوگرم در 330مقدار 
) C(ر نمودا(در حالی که با افزایش زمان گرمخانه گذاري . یافت

 285 میلی گرم بر کیلوگرم به 165مقدار پروتئین ابتدا از ) 4شکل 
 افزایش یافت، اما با رسیدن به 7میلی گرم بر کیلوگرم در روز 

 165روزهاي پایانی مقدار پروتئین به مرور کاهش یافت و به 
 4شکل ) D(طبق نمودار .رسیدمیلی گرم بر کیلوگرم مقدار اولیه 

 مقدار 7 پنیر و زمان گرمخانه گذاریتا روز با افزایش درصد آب
داري را به وجود پروتئین افزایش یافتو این افزایش اختلاف معنی

 به بعد مقدار پروتئین به مرور 9 اما از روز ).>05/0P(آورد
 با افزایش مقدار 4شکل ) E(همچنین مطابق نمودار . کاهش یافت

پروتئین به مرور محیط کشت والنه و زمان گرمخانه گذاري مقدار 
رسید اما از روز  به بیشترین مقدار خود 7افزایش یافت و در روز 

 به 14 به بعد مقدار پروتئین به مرور کاهش یافت و در روز 9
داري از نظر رسید ولی این کاهش تفاوتمعنیکمترین مقدار خود 

-طی مطالعه)2016(و همکاران  Salla).P<05/0( آماري نداشت
که استفاده از کنسانتره پروتئین آب پنیر در محیط اي دریافتند 

 سبب افزایش پروتئین در این اسپیرولینا پلاتنسیسکشت 
شود که با نتایج پژوهش حاضر مطابقت ها میریزجلبک

سطوح بالاي نیتروژن در محیط کشت باعث افزایش . ]27[داشت
با توجه به  .]29[شودها میغلظت پروتئین در سلول ریزجلبک

باعث افزایش باشد که میزان ترکیبات ازته در آّب پنیر زیاد میاین
-ها میرشد و به تبع آن افزایش میزان پروتئین در ریزجلبک

رسد علت اینکه در پژوهش حاضر میزان به نظر می. ]16[گردد
دار نداشته است به آب پنیر بر بیومس و مقدار پروتئین اثر معنی

 در مدت زمان مورد الیلا سالینادونهاي دلیل از بین رفتن سلول
همانطور که قبلاً اشاره شد با گذشت زمان کشت . بررسی باشد

ها با از بین رفتن سلول تراکم سلولی کاهش داشت ولی پروتئین
در محیط کشت رهاشده و موجب افزایش مقدار پروتئین شده 

  .دار نبوداست که البته از نظر آماري معنی
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Fig 4 The effect of independent factors on total protein content 

   بهینه سازي- 3-5
شرایط بهینه با توجه به مقادیر درصد آب پنیر و زمان گرمخانه 
گذاري در محدوده مورد مطالعه و کمترین میزان محیط کشت 
والنه و همچنین بیشینه مقدار دانسیته سلول و پروتئین و کمینه 

. صورت بهینه سازي عددي محاسبه شدمقدار کاروتنوئید به 
 درصد و محیط 5 با درصد آب پنیر 5بهترین شرایط شامل روز 

- می82/0کشت والنه صفر درصد با تابع مطلوبیت بهینه سازي 

  .باشد
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Table 2 Analysis of variance table (A: Cell density, B: Total chlorophill, C: Carotenoieds, D: Protein)  

A Source Sum of 
Squares df Mean 

Square 
F 

Value 
p-value (Prob > 

F)  

 Model 2.61 3 0.87 9.19 0.0177 significant 
 A-Whey (%) 0.22 1 0.22 2.32 0.1882    
 B-Walne Medium (µL) 0.53 1 0.53 5.64 0.0635    

 C-Incubation Time 
(Day) 2.55 1 2.55 26.93 0.0035    

 Residual 0.47 5 0.094      
 Lack of Fit 0.35 4 0.087 0.7 0.7031 not significant 
 Pure Error 0.12 1 0.12      
 Cor Total 3.08 8       
 R-Squared=0.85 Ln(Cell density (Cell/L)) =16.97+0.27* A+0.39* B-0.85* C  

B Source Sum of 
Squares df Mean 

Square 
F 

Value 
p-value (Prob > 

F)  

 Model 1.39 3 0.46 7.99 0.0028 significant 
 A-Whey (%) 0.12 1 0.12 2.12 0.1693    
 B-Walne (µL) 0.84 1 0.84 14.47 0.0022    
 C-Incubation (Day) 0.43 1 0.43 7.37 0.0177    
 Residual 0.75 13 0.058      
 Lack of Fit 0.54 9 0.06 1.11 0.4961 not significant 
 Pure Error 0.22 4 0.054      
 Cor Total 2.14 16       

 R-Squared=0.65 Log10(Chlorophyll (mg/ml))=-0.13-0.12* A+0.32* 
B-0.23* C   

C Source Sum of 
Squares df Mean 

Square 
F 

Value 
p-value (Prob > 

F)  

 Model 0.97 2 0.49 17.51 0.0004 significant 
 B-Walne Medium (µL) 0.9 1 0.9 32.64 0.0001    

 C-Incubation Time 
(Day) 0.071 1 0.071 2.57 0.1374    

 Residual 0.3 11 0.028      
 Lack of Fit 0.087 8 0.011 0.15 0.9858 not significant 
 Pure Error 0.22 3 0.073      
 Cor Total 1.28 13       
 R-Squared=0.76 Chlorophyll (mg/ml)=0.53+0.36* B-0.1* C    

D Source Sum of 
Squares df Mean 

Square 
F 

Value 
p-value (Prob > 

F)  

 Model 77410.48 5 15482.1 14.91 0.0001 significant 
 B-Walne Medium (µL) 4394.53 1 4394.53 4.23 0.0642    
 AC 6601.56 1 6601.56 6.36 0.0284    
 BC 4900.01 1 4900.01 4.72 0.0526    
 A^2 8822.97 1 8822.97 8.5 0.0141    
 C^2 54948.02 1 54948.02 52.92 < 0.0001    
 Residual 11422.2 11 1038.38      
 Lack of Fit 7353.59 7 1050.51 1.03 0.519 not significant 
 Pure Error 4068.61 4 1017.15      
 Cor Total 88832.68 16       
 R-Squared=0.88        
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   نتیجه گیري- 4
با افزایش درصد آب پنیر و نتایج بدست آمده نشان داد که 

همچنین محیط کشت والنه، تراکم سلولی افزایش یافت ولی این 
، در صورتی که با )P<05/0(دار نبود افزایش از نظر آماري معنی

قدار والنه میزان کلروفیل و کاروتنوئید افزایش یافت و افزایش م
افزایش زمان ). >05/0P(داري را به وجود آورد اختلاف معنی

گرمخانه گذاري باعث کاهش تراکم سلولی، کلروفیل و 
داري را در میزان اما این کاهش اختلاف معنی. کاروتنوئید شد

 در میزان ، ولی)P<05/0(کلروفیل و کاروتنوئید ایجاد نکرد 
). >05/0P(داري را به وجود آورد تراکم سلولی اختلاف معنی

بررسی اثر متقابل درصد آب پنیر و زمان گرمخانه گذاري نشان 
 7با افزایش درصد آب پنیر و زمان گرمخانه گذاري تا روز داد 

داري مقدار پروتئین افزایش یافت و این افزایش اختلاف معنی
ررسی اثر متقابل مقدار محیط کشت همچنین ب).>05/0P(داشت 

والنه و زمان گرمخانه گذاري نیز نشان دهنده افزایش مقدار 
 با افزایش مقدار محیط کشت والنه و زمان 7پروتئین تا روز 

 به بعد مقدار 9از روز  به طوري که ،گرمخانه گذاري است
 به کمترین مقدار خود 14پروتئین به مرور کاهش یافت و در روز 

داري از نظر آماري نداشت ولی این کاهش تاثیر معنیرسید 
)05/0>P.( 
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The aim of this study was to investigate the effects of different concentrations of cheese whey and Walne 
culture medium to produce Dunaliella salina biomass and evaluation of its biochemical properties. For 
this purpose, three factors including the concentration of Walne culture medium (0-50 µl), the percentage 
of cheese whey (0-5 %) and incubation time (0-14 days) using Box-Behnken design with 17 Runs were 
studied. Results showed that increasing of cheese whey percentage and Walne culture medium caused to 
increase cell density but it was not statistically significant (p>0.05). Increasing of the Walne culture 
medium led to increasing chlorophyll and carotenoids and showed a significant difference (p<0.05). The 
cell densityand the amount of chlorophyll and carotenoids decreased gradually with increasing incubation 
time, however, there was no significant difference observed in the levels of chlorophyll and carotenoids 
(p>0.05). Significant differences were observed between the different treatments in producing cell density 
(p<0.05). The protein content was significantly increased with increasing of cheese whey percentage and 
incubation period up to 7th (p<0.05). Also, increasing in Walne culture medium concentration resulted in 
increasing the protein content until day 7 of the incubation period and decreased (from day 9 onwards) 
over time and reached its lowest level on day 14 but no significant differences was detected through the 
period (p>0.05). Optimum conditions were obtained on day 5 of incubation, 5 percent of cheese whey and 
zero percent of the Walne culture medium. In the mentioned condition the amount of cell density, protei 
and carotenoid was 2.7410+7, 288.75 mg/kg, 0.202 mg/ml respectively.  
 
Keywords: Dunaliella salina, Cheese whey, Walne medium, Biomass, Chlorophyll  
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