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      چكيده

 
 يهاآب زا سمي فلزات حذف براي مرسوم شيميايي و فيزيكي يهاروش براي مناسبي جايگزين زيستي جذبزمينه و هدف: 

شده مخمرهاي كارگيريبه ژنوتيپي و فنوتيپي مطالعه تحقيق، اين در. است هاپساب و زيرزميني  باهدف صنعتي هايابپس از جدا
ستي حذف شده مخمرهاي بيارزيا يي. هدف نهاشد انجام طيور و دام غذايبه عنوان  توليدي بيومس كارگيريبه و سلنيوم زي  جدا

 .است طيور و دام غذاي در توليدي بيومس يريكارگبه و سلنيوم حذف جهت صنعتي يهاپساب از
ضر مطالعه در روش كار: ساز يمخمر هايسويه حا ضلاب جدا ساب فا ستفاده از تكثآن ييدشد و پس از تأ ياز پ  يهناح يرها با ا

ITs هاييهها با ســـوآن يارتباط تكامل يبررســـ و S1 )آلبيكانس كانديدا NG67 و (S2 )آلبيكانس كانديدا m48a (حذف 
  .شد انجام سلنيومي
تا  4مختلف از  يهاغلظت يحاو PYT agarكشت  يطبا استفاده از مح يومتحمل سلن يبرا هايهجدا ينتوان ا بررسي :هايافته

15 mmol 2+ ازSe  يطقرمزرنگ در مح هاييكلن يومسلن يتقابل يدارا هاييه. سوشدانجام PYD اين. بود لنيتس حاوي آگار 
 هايشآزما انجام رايب كارآمد مخمري ســويه بهترين انتخاب منظور به ادامه در. شــدند انتخاب برتر هايســويه عنوان به هاســويه
  .شد انجام MFCآزمون  زدايي، سلنيت
ــو مقاومتالگوي  :گيرينتيجه ــده  مخمري هاييهس ــان MFC به توجه باجداش ــمي نيو به مقاومت ترينيشب كه داد نش  س
 داشته فراواني كاربرد قيقتح اين در يدشدهتول ميكروبي پروتئين. بود S1 سويه به مربوط) gr/l 22 از بالاتر يريپذ(تحمل سلنيت

  .مودن استفاده آبزيان طيور دام، غذايي جيره در پروبيوتيك و افزودني ماده يكبه عنوان  آن از توانمي و
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Abstract   
 
Background & Aims: Bioavailability is a good alternative to conventional physical and 
chemical methods for removing toxic metals from groundwater and wastewater. 
Selenium is a non-metallic substance. Although large amounts of selenium are toxic, 
proper consumption is essential for specific cellular functions. In the seasons when there 
is a maximum spawning rate, due to the excretion of high levels of selenium through the 
eggs from the body, the balance of selenium in the body is disturbed and its amount is 
reduced to a minimum and the body becomes susceptible to virus attack. Laying birds are 
more common (1, 2). 
Reproduction of viruses, especially avian influenza, also requires selenium, which is 
higher due to the high proliferation of viruses, but the selenium required for a virus is 
very low, and if there is enough selenium in animals, the virus enters the body. In other 
words, the virus poisons itself with selenium, and this is a schematic example of the fight 
against toxins, as well as a way to fight and defend the type of prevention, not when the 
disease occurs. falls down. Numerous microorganisms such as bacteria, yeasts, molds, 
algae and higher fungi that are grown on a large scale can be used as a rich source of 
protein for humans and animals. Yeasts are among the organisms that are widely used to 
produce protozoan proteins, and the most important of them are Saccharomyces, 
Torulopsis, Candida, Didium, etc. (5). 
Methods:  In this research, phenotypic and genotypic study was carried out on the use of 
isolated yeast from industrial effluents with the aim of eliminating Selenium biological 
and the production of biomass as a feed for livestock and poultry. In the present study, 
yeast strains were isolated from wastewater and after confirmation by using the 
replication of the ITs region and their evolutional correlation with S1 strains (Candida 
albicans NG67) and S2 (Candida albicans m48a) selenium removal was performed. 
Sequencing: To confirm the sequences obtained by PCR, the sequencing reaction was 
performed according to Sanger method by Gene Fanavaran Company. In this sequencing, 
the Cycle Sequencing Kit Big Dye Terminatorv3.1 from Applied Biosystems and the ABI 
Sequence Analyzer 3130xl from the same company were used. The sequence of each 
DNA strand was analyzed using the corresponding chromatogram and Chromas 
(Technelysium) software. The questionable bases were examined by careful examination 
of the chromatogram and comparison with the chromatogram of the reverse string 
sequence.  
Chromas (Technelysium) software was used to analyze and compare all genetic changes.
Results:  The ability of these isolates to tolerate selenium was performed using PYT agar 
medium containing different concentrations of 4-15 mM of Se2 +. Selenium-capable 
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strains of reddish colonies contained Selenite in PYD Agar medium. These strains were 
selected as superior strains.  
Enrichment and Determination of Selenium Resistance Pattern in Yeast Strains: After 
optimizing the reaction conditions of bilenium selenite removal reaction by single factor 
method and finding appropriate values of reaction parameters, the effect of heating time 
on removal efficiency was investigated. Based on the results obtained after 72 hours of 
heating, the resting yeast cells were able to remove more than 93% of the selenium in the 
conversion medium, indicating the potential potential of the microbial catalyst to remove 
toxic selenium from the reaction medium. 
Conclusion: The MFC test was conducted to select the best yeast strain for performing 
desulphurisation tests. The resistance pattern of isolated yeast strains according to MFC 
showed that the highest resistance to toxic selenite ions (tolerance greater than 22 g / l) 
was related to strain S1. The microbial protein produced in this study is widely used and 
can be used as an additive and probiotic in the diet of livestock, poultry, and aquatic 
animals. 
In the present study, yeast strains were isolated from wastewater and after confirmation, 
selenium removal was performed by replicating the ITs region and investigating their 
evolutionary relationship with strains S1 (Candida albicans NG67) and S2 (Candida 
albicans m48a). For this purpose, selenium-capable strains of red colonies in PYD agar 
medium contained selenite. These strains were selected as the top strains. Then, in order 
to select the best efficient yeast strain for selenite removal experiments, MFC test was 
performed. Resistance pattern of isolated yeast strains according to MFC showed that the 
highest resistance to toxic selenite ion (tolerance above 22 g / l) was related to S1 strain. 
These results are consistent with the study of Ashnagarov et al. Protozoan protein can be 
produced from various sources. Researchers have conducted various studies on the 
production of protozoan proteins from substrates such as agricultural wastes (molasses, 
rice, citrus), chemical by-products (methane and petroleum derivatives), and fishery 
wastes (such as shrimp skin). Each of the studies used different microbes or microbes and 
the conditions for preparing the growth medium of the microorganisms used were 
different. The results of studies by Scholes et al. Showed that the amount of crude protein 
in SCP produced from yeasts was between 39-68%, while this amount in bacterial SCP 
was about 82%. The amount of essential amino acids of yeast protein was between 6.4-
6.4% per gram of protein. However, the amount of total fat in protein with different 
microbial origins has been variable. The results of the present study also confirm the 
above results. 
The results of a study by Samuel et al. In 1992 showed that when using microbes, the 
average crude protein in fish and crab waste was 60.4% and 44.1%, respectively. Ferrer 
et al. Used shrimp shells to produce microbial protein and used marine yeast to achieve 
this goal. The results showed that the specific growth rate and crop production coefficient 
were 0.398 per hour and 447% kg dry cell weight, respectively. Recently, due to the lack 
of protein, efforts have been made to discover alternative sources of common food and 
feed. SCP is cheap for everyone and safe to eat. Genetically modified, high-yielding non-
toxic microbes can also be used to increase SCP production. During a study, scientists 
coated medical lenses with selenium to prevent bacteria from growing and multiplying 
on the lenses (11). 
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    و همكاران يعيشفنيعمادالد                  

  مقدمه
ـــرفــت  اخير يهــادهــه در آوريفن روزافزون پيش

ستيطمح آلودگي عامل ينترمهم ست زي  از كه زماني. ا
ــنعتي، فرايندهاي انجام جهت آب ــتفاده  ص  قرارمورداس
 در موجود هاييندهآلا از بخشي شدن تركيب با گيرديم

ــنعت آن ــي در تغيير يا و ص ــاختار از بخش  مانند آب س
ــنعتي واحد آن از خروجي تبخير، ــلاب عنوان به ص  فاض
سلنشودمي تلقي صنعتي سنگ ينوع يوم.  ست  ينفلز  ا

خاك بطور قابل ملاحظه  يكه در خاك موجود بوده ول
باشـــد. نقش  يغن يا يرفق يومتواند از نظر ســـلن يم يا

 يومسلن .شد مشخص 1972در سال  يومسلن يكيمتابول
 وسيعي آرايه كه است ضروري و كمياب معدني ماده يك
 هايبيماري برابر در محافظت همچون درماني خواص از

ـــتم قدرت افزايش خاص، قلبي ـــيس  به بدن، ايمني س
ــاندن حداكثر  را...  و التهاب كاهش تيروئيد، عملكرد رس

  .)2 ،1( دارد
 ياز منابع انرژ يكي (Biomass) يومسب ياتوده  يستز
ــد كه از مواد ز يم يرپذ يدتجد ــتيباش ــازگار با  يس و س
 توده زيست انرژي منابع. آيديبه دست م يستز يطمح
شته زيستي منشأ كه هاييزباله از طوركليبه  و باشند دا
ــلولي تكثير از ــند آمده پديد س ــوند مي ،تامين باش  .ش

 در توده زيســت در ريشــه فســيلي هاي ســوخت اگرچه
ـــيار هاي زمان ـــته اند، كربن موجود در  قديم بس داش

 يخارج م يعتطب يستياز چرخه ز يليفس يسوخت ها
 از عمدهطور به كه است ارگانيك ماده يك سلنيومشود. 
شتق گياهي مواد و آب خاك،  سلنيوم فقدان. شودمي م

ــاتيون آنزيم كــارآيي و توليــد غــذايي، جيره در  گلوت
يدآز ـــ حدود را پراكس به و ســــازد مي م يد منجر  تول

 بـــه و شـــودمي هاسلول در ليپيدي هيدروپراكسيدهاي
  .)3( درسمي آسيب سلولي ديـواره به آن دنبـال

ـــلنيوم ـــت يرفلزيغ ماده يك عنوان به س  اگرچه. اس
صرف ولي بوده سمي سلنيوم زياد مقادير  آن صحيح م
سيار خاص سلولي عملكردهاي براي . در است ضروري ب

ـــول ماكز يفص به  يتخمگذار يزانم يممكه  وجود دارد 
لت دفع م ـــلن يبالا يزانع بدن  يقاز طر يومس تخم از 

ـــلن عادل س به  يومت قدار آن  به هم خورده و م بدن  در 
قل م به حمله و يحدا ـــاس  بدن حس ـــد و   يروسرس

شايم شد كه ب يلدل ينبه ا يدگردد و   يوردر ط يماريبا
  .)4( گردديمشاهده م يشترتخمگذار ب

 هم، مرغي آنفلوانزاي بويژه هــاويروس مثــل توليــد
ند يازم ـــلنيوم به ن جه با و بوده س  بالاي تكثير به تو
شتر ميزان اين هاويروس شد،مي بي  مورد سلنيوم ولي با

 كافي سلنيوم اگر و است كم بسيار ويروس يك براي نياز
 بدن وارد كه ويروســـي باشـــد، موجود حيوانات بدن در
سموميت علت به شودمي شي م  بين از بالا سلنيوم از نا
بارت به رودمي ـــلنيوم با را خودش ويروس ديگر ع  س

 سم مبارزه از شماتيك نمونه يك اين و كند مي مسموم
 نوع از دفاع و مبارزه روش يك همينطور و اســت ســم با

ـــگيري ماري وقتي نه اســـت، پيش فاق بي تد مي ات  .اف
ـــم  مخمرها، ها،باكتري مانند متعدد هايميكروارگانيس

ياس در كه تر عالي هايقارچ و هاجلبك ها،كپك  مق
ــيع ــت وس ــوندمي كش  از غني منبع بعنوان توانندمي ش
ـــان براي پروتئين ـــتفاده مورد دام و انس . گيرد قرار اس
 گسترده بطور كه هستند ارگانيسمهاي جمله از مخمرها

ـــتفاده مورد ياخته تك پروتئين توليد جهت در  قرار اس
ــاكاروميســس، به توانمي آنها مهمترين از و گيردمي  س

ــيس، ــاره...  و ديديوم كانديدا، تورولوپس از  .)5( نمود اش
در  ياختهتك  ينپروتئ يدمهم مخمرها در تول يتهايمز
 يدبه رشــد نســبتا بالا، تول ميتوان يهابا باكتر يســهمقا

صول ب شترمح ستخراج  ي سان بودن ا در زمان كوتاهتر، آ
ــده و آلودگ يدتول ينپروتئ ــ يش ــول  يينپا ياربس محص

ستخراج ( يكروبيم صل از ا شد مخمرها در حا به لحاظ ر
pH هاي پروتئين غذايي ارزش .)6 ،5( باشدي) ميدياس 

ـــده توليد با  كانديدابه گروه  توانمي مخمرها بين در ش
ب 6/58 - 2/61 ــــد  تريندرص ـــ ل يش گروه  يــدتو و 

 را دارند يدتول ينكمتر 6/53-2/55با  ســـاكاروميســـس
)7(.  

ــمم كه گوگرد را  يقبه همان طر يباًتقر هايكروارگانيس
باتبه ترك بد ي بد  كنندمي يلمختلف ت به ت و  يلقادر 

ــلن ييرتغ ــند. مي يومس ــباش ــان هايبررس  كه داده نش
 احياء،-اكسيداسيون مانند فيزيكي و شيميايي يهاروش

سوب شيميايي، تيمار پالايش، شيميايي، دادن ر  الكترو
ــمزي و يوني تبادل تبخير،  هايييتمحدود معكوس اس
صادي لحاظ از و دارند ستند صرفهبه مقرون اقت  در و ني
 فلزات، با شده كمپلكس آلي مواد داراي يهاپساب مورد

  .)9 ،8( هستند نامناسب
 بودن، يمتقارزان ازجمله زيستي جذب فرايند مزاياي

 خاصيت جذب، بالاي ظرفيت بالا، كارايي و سريع جذب
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...و وميسلن حذف جهت يصنعت يهاپساب از جداشده يمخمرها يابيارز  

ـــتي جاذب مواد انتخابي  قابليت فلزات، جذب در زيس
 فلزات بازيافت و آن از مجدد اســـتفاده جاذب، احياي
 حذف براي فرايند اين بودن مطلوب باعث شــدهجذب
 تحقيق اين از هدف .)7( اســت شــده ســنگين فلزات

 مخمرهــاي يريكــارگبــه ژنوتيپي و فنوتيپي مطــالعــه
شده ساب از جدا  و سلنيوم جذب باهدف صنعتي يهاپ

 طيور و دام غذاي عنوان به توليدي بيومس كارگيريبه
  .باشديم

  
  كارروش 

ـــلاب تيفيك و تيكم ـــاب اي فاض ـــنعت پس  در يص
ـــنا و كارخانجات ـــته مختلف عيص  تيماه و نوع به بس

 آنها هيتصف روش نسبت نيهم به و بوده متفاوت يديتول
 يآورجمع از پس پســاب يهانمونه. اســت گوناگون زين

 rpmبا  فوژيسانتر در كرمان شهر يصنعت يها ازكارخانه
ـــوب قهيدق 20مدت  به  3500  20 زانيم و داده رس

سوب و ييرو محلول از يترليكروم صل، ر  يهالوله به حا
عادل pH با برات نتينوتر كشـــت طيمح يحاو  7 م

ـــانت 34 يدما در و افزوده  كيبه مدت  گراديدرجه س
آمده دستبه شدهيغن يمخمرها. شد يگرما گذار هفته

 خالص و جدا آگار، نتينوتر كشــت طيمح از اســتفاده با
  .شد
ـــتي(ز ومسيب ديمنظور تول به ـــو س  يها هيتوده) س

كت مرك  براث نتي(نوتر عيما طيمخمر در مح ـــر ش
دور  150( كرداري) كشـــت داده و در انكوباتور شـــآلمان
درجه انكوبه شدند.  30 يروز در دما 3-5 ي) براقهيدردق

 وژيفيبه روش سانتر يديتول ومسيب صيو تخل يجداساز
 يلترهايف( ونيلتراســـيف اي و) قهيدق 10 در دور 3000(

45/0 µ (ــد انجام ــ. ش ــطح جذب يبررس ــلن يس  وميس
  .شد انجام مشخص ومسيب افزودن با مخمر توسط

سلن هاهيسو تيحساس  هاهيسو تيحساس :وميبه 
شد مهار سنجش روشبه  2Se+ به  نيا به. شد نييتع ر

 اتوكلاو از پس. شد استفاده  PYT agar طيمح از منظور
، 8، 7، 5/6، 6، 5، 4( مختلف يهاغلظت ط،يمح نيا به

سلنmmol 15و  12، 10 ستر ومي)  صاف ليا  45/0 يبا 
 از µl 10اضــافه شــد. ســپس  لتريو به كمك ف يكرونيم

 به CFU/ml 610×5/1 يدارا ييايباكتر ونيســوســپانســ

ـــورت  2-5درجه به مدت  34 در و حيتلق يگذارلكه ص
) MFC( وميسلن رشد مهار غلظت حداقل و يدارروز نگه

  .شد نييتع
ــنجش ــلن حذف زانيم س  فلز جذب زانيم :وميس

سط  وميسلن تحمل يبالا ييتوانا يدارا برتر هيسو 3 تو
ــنج ــد دهيس ــ از %1 منظور نيا به. ش ــپانس ــوس  ونيس
 فلاســـك در CFU/ml 610×5/1 حدود يدارا ييايباكتر

شت  طيمح ml  20يدارا ml  100يها با  براث PYTك
pH 5/6 يداراml  80 سك ها  حيتلق وميسلن شد و فلا
به  گراديدرجه ســـانت 34و درجه حرارت  rpm  150در

 يهازمان در. شدند يگذارساعت گرما  96و  48مدت 
ــاعت، 96 و 48 ــد يبردارنمونه س   rpmدرها نمونه و ش

 زانيم. شــدند وژيفيســانتر قهيدق 20 مدتو به  5000
ستفاده با ييرو محلول در ماندهيباق وميسلن  دستگاه از ا

  .شد دهيسنج ياتم جذب ياسپكتروفتومتر
 با وميسلن به ميسد تيسلن اياح زانيم يابيارز يبرا 

 طيمح ازDAB (18 ml( نيديـبنز نويآم دي3و3روش
شت س تريليليم 1 حاوي براث نتينوتر ك سپان  ونيسو
ــو ــده معادل  مخمر هيس   µl 48 و فارلند مك مينجداش
طور به ســاعت 48 و24 يهازمان در م،يســد تيســلن
ستر شته ل،يا  فوژيسانتر قيطر از آن سلولي توده و بردا

. شدند جدا قهيدق 15 مدت به  rpm 15000 دور نمودن
ــ ml 7جداشــده  ييرو عيما به ســپس  كيدريكلر دياس

 اضافه %0 /5 نيديبنز نويآم دي3و3 محلول و M6 ظيغل
 تولوئن حاويجداكننده  فيق به را حاصــل محلول. شــد

 nm 420 موج طول در آن جذب زانيم و نموده منتقل
  . شد قرائت

ستفاده با ميسد تيسلن ايياح سنجش  كيتكن از ا
 بعد(Absorption  Atomic Spectroscopy)  اتمي جذب

ـــت طيمح 7 حدود در pH ميتنظ از  براث نتينوتر كش
 قيطر از را سلولي توده ، ميسد تيسلن 1mmol حاوي
 قهيدق 15 مدت به rpm 14000دور در فوژكردنيسانتر
ـــلن حاوي ييرو محلول و نموده جدا  روش به وميس

Absorption Sector Atomic Generation Hydride 
Photometry نجفيط ـــ مي جــذب يس ت  مركز در ا

سينيزم سازمان كاربردي هايپژوهش  يريگاندازه شنا
 ml  HNO3 5  فوژيســانتر از حاصــل رســوبات به. شــد
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 و جوشــانده قهيدق 5 مدت به نمونه و شــد اضــافه ظيغل
ــلن كل مقدار ــل محلول در موجود وميس ــم از حاص  هض
 قرارموردســنجش  ASS HG دســتگاه توســط ديياســ

  .گرفت
ــم نحني رس ظور نيبــد :رشـــد م ن  از ml 1م
 مك مين كدورت با معادلموردنظر  مخمر ونيسوسپانس

ـــت طيمح به) cfu/ml 810×510( فارلند  نتينوتر كش
ــلن ml 20 حاوي براث ــد تيس  و افزوده آن فاقد و ميس

مان و nm600در  نوري جذب ئت مختلف يهادر ز  قرا
 نيهمچن. شـــد ميترســـ مخمر رشـــد منحني و ديگرد

شكال  در تيسلن حضور در مختلف يهازمان در مخمر ا
  . گرفت قرار يمورد بررس كروسكوپيم ريز

سايي ستخراج مولكولي: شنا ستفاده با DNA ا  از ا
 نام با كلون نايس شركت ناكلونيس شركت يتجار تيك

CAT NO: PR881612 CinnaPure-DNA,50 Preps 
 در شــدهانتخاب يآغازگرها BLAST از پس. شــد انجام
 يينها حجم به PCR واكنش)، 1(جدول  NCBI تيســا
25 µl  ــامل ــ( µl PCR master mix 5X 5/9 ش  نايس

 Taq DNA polymerase (0.05 يحــاو) رانيا كلون،
U/µl)، MgCl2 3 mM (و dNTPs (0.4mM(، 7/0 µl 

ها،يپرا از كي هر از  و) ngr 10( الگو DNA از µl 1 مر
1/13 µl انتيگراد از استفاده با لياستر ريتقط بار دو آب 

  .شد انجام كليس 33 يبرا) آلمان اپندورف،(كلريترموسا
ـــورتبه مرتبط برنامه انتخاب با : گرديد عمل ذيل ص
سرشت اول گام  ه،يثان 60 گراديسانت درجه 94 هيثانو وا
ـــال دوم گام  گام ه،يثان 45 يبرا درجه 56 آغازگر اتص

سط سوم  و قهيدق 2 يبرا گراديسانت درجه 72 هياول ب
ــط كي  گرفته نظر در قهيدق 7 يبرا درجه 72 يينها بس

صولات ان،يپا در. شد  آگارز ژل در M-PCR واكنش مح
  .شد الكتروفورز) µg/ml 0.5( ديبروما وميديات يحاو 1%

ــل از  هاييتوال ييدتأ براي :يتوال تعيين  ،PCRحاص
بر اســـاس روش ســـانجر توســـط  يتوال يينواكنش تع

از  يتوال يينتع ين. در اشـــدشـــركت ژن فناوران انجام 

ـــ ـــتك  Cycle Sequencing Kit Big Dye ي
Terminatorv3.1 ن مپــا و  Applied Biosystems يك

گاه  ـــت مان  ABI Sequence Analyzer 3130xlدس ه
 از استفادهبا  DNA رشته هراستفاده شد. توالي  يكمپان

ـــط و مربوطه كروماتوگرام  Chromas يافزارهانرم توس
)Technelysiumي. بازهاگرفت قرار دقيق ي) مورد بررس 

با  يســهكروماتوگرام و مقا يقدق يبا بررســ يزبرانگســؤال
ـــ يكروماتوگرام توال ـــته معكوس مورد بررس قرار  يرش

 يكيژنت ييراتتغ يتمام يسهو مقا يزگرفت. به منظور آنال
  .شد استفاده) Chromas )Technelysiumافزار از نرم

  
  هاافتهي

سازي آزمون  نتايج:  صنعتي پساب از مخمر جدا
ل يرمطــالعــه پس از تكث ينا در ژنوم: يرتكث  يتوا

ــال ــو يتمام  ITsيمريپرا يونيورس  يتهو يينتع هايهس
  ).1شدند (شكل 
سايي سازي سويه فيلوژنتيكي شنا  از :شده جدا

آگار  PYD محيط روي بر مخمري سويه كلني رنگ نظر
 به متمايل زرد رنگ به و صاف و نرم هاييكلن شكل به

شاهده كرم شكل  شد م سمت  2(  سويه همچنين). Aق
 ســلنيوم به ســلنيت يون احياي پتانســيل داراي مذكور

 كشـــت محيط درقرمزرنگ  كلني ايجاد با كه عنصـــري
  ).Bقسمت  2(شكل   باشديم است، ييشناساقابل

تا كامل جين خت ت ــويلوژني(ف يدر  يهاهي) س
ستفاده  هاهيسو يمطالعه تمام نيا در آمده:دستبه با ا

ــو ــو كنسيآلب داي(كاند S1 هياز دوس  S2) و m48a هيس
شدند (شكل  سهيمقاNC 012867.1 )كنسيآلب داي(كاند

3 .( 
هاي اثر ــلنيوم حذف روي مختلف پارامتر  :س
 YPD عيكشت ما طيدر مح يمخمر هيرشد سو يمنحن

ـــرا حت ش ما طيت جه ســــانت 30 ييد و دور  گراديدر
 در يهاسلول تهيه براي .ديگرد ميترس rpm  150شيكر
ــتراحت، حال ــلول اس  44 مدتبه  YPD محيط درها س

  )1( يداكاند هاييزولها ييجهت شناسا ITs پرايمرهايهاي نوكلئوتيدي توالي -1جدول
Oligonucleotide Sequence (5´→ 3´) Primer 

F=5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´ 
R=5´-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3´ 

ITs 
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...و وميسلن حذف جهت يصنعت يهاپساب از جداشده يمخمرها يابيارز  

شد ساعت صل در. شدند داده ر  ساعت 4 هر زماني فوا
ـــيته ميزان باركي ـــلولي دانس  اندازه) OD=600nm( س

 باها ســلول ســپس. شــد ترســيم رشــد منحني و گيري
 4 قه،يدق g× 3000 ،10( يخچالي سانتريفيوژ از استفاده

سانت شت) گراديدرجه   با مرتبه سه يسلول توده و بردا

. شد داده شستشو )KH2PO4/K2HPO4( فسفات بافر
 رشـــد فاز انتهاي ازشـــده برداشـــت هايســـلول اين از

ـــاعت( لگاريتمي ـــت عنوان به) ام 28 س  براي كاتاليس
  ).1(نمودار  شد استفاده زدايي سلنيت هاشيآزما

سط سلنيوم حذف ارزيابي  براي :مخمر سويه تو

  
  .DNA size marker 100bp ؛M(آب مقطر).  يكنترل منف ؛-Cكنترل مثبت،  ؛+C. يجداشده از نمونه پساب صنعت هاييهالكتروفورز سو -1 شكل

  

  
 محيط در الصخ مخمري سويه) B( و گراديسانت درجه 30 دماي در يگرما گذار ساعت 48 از پسآگار  YPDكشت  يطدر مح خالص مخمري سويه -2 شكل
  گرادسانتي درجه 30 دماي در يگرما گذار ساعت 48 از پس سلنيت يون ليتر در گرم 20 حاوي كشت

  
  .S2و  S1مرجع  هيجداشده با دوسو يهاهيسو يارتباط تكامل -3 شكل
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ـــلنيوم حذف ارزيابي از روش  مخمر ســـويه توســـط س
Hurlbut  اســتانداردو همكاران طبق AOAC   اســتفاده

ـــد. در   با بنزيدين آمينو دي -3 و 3 معرف روش اينش
ـــلنيت يون  ايجادزردرنگ  تركيب يك و داده واكنش س
 جذب تولوئن، حلال در اســـتخراج از پس كه شـــودمي

 اســپكتروفتومتر دســتگاه توســط نانومتر 420در مخلوط
  . شد خوانده
سم براي ستاندارد، منحني ر  مختلف يهاغلظت ابتدا ا

ستاندارد هايمحلول از  كمك به سپس و تهيه سلنيوم ا
ــم ــيون منحني رس  منحني خط معادله تهيه و كاليبراس

 واكنش مخلوط در باقيمانده ســلنيوم غلظت اســتاندارد،

ست  هايغلظت اثر ارزيابي جهت. شد تعيين تبديلي زي
 ســنجيده) gr/l 20تا  5/2( مختلف ســلنيوم يون اوليه
  . شد

 ،gr/l 10 سلولي توده اوليه غلظت شامل هاعامل ساير
ــــانت درجــه 28 دمــاي ، دور 8/5برابر  pH گراد،يس
 ثابت ســاعت، 24 يو زمان گرما گذار rpm  150شــيكر

ته نظر در ند گرف ـــلنيوم حذف. همچنين شـــد  در س
 10تر ( وزن حسب بر سلولي توده از مختلف هايغلظت

ــديم كلريد نمك مختلف هايغلظت ،)gr/l 50 تا  1(  س
صد 5 تا شرا ،)حجمي/وزني در )، 8/7تا  pH )8/5 طيدر 

ـــانت 35تا  25( يدما  واكنش محيط) در گراديدرجه س

  
  rpm 150 شيكر دور و گراديدرجه سانت 30دمايي  شرايطتحت  YPD مايع كشت محيط در مخمري سويه رشد منحني -1 نمودار

  
  تولوئن حلال در عرفم - سلنيوم محلول جذبي) طيف Bو ( سلنيوم استاندارد هايمحلول جذب از استفاده با كاليبراسيون منحني رسم -2 نمودار
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...و وميسلن حذف جهت يصنعت يهاپساب از جداشده يمخمرها يابيارز  

 24 از پس و سلنيوم يون gr/l 10 حاوي تبديلي زيست
  . شد زده تخمين يگرما گذار ساعت
 از تبديلي زيست واكنش هايعامل سازيبهينه از پس
، 24، 12( يگرما گذار زمان اثر عاملي، تك روش طريق

 سويه توسط سلنيوم حذف بر) ساعت 84 و 72، 60، 48
 تفاضل تقسيم از سلنيوم حذف درصد. شد يبررس مخمر
ـــربدر اوليه غلظت بر ماندهيباق غلظت و اوليه غلظت  ض
 ييتاسه صورت به هاشيآزما تمام. شد زده تخمين 100
  . شد گزارش ميانگين صورت به نتايج و شد انجام
 سلنيوم به مقاومت الگوي تعيين و سازييغن
ــازيينهبه از پس :مخمري هاييهســو در ــرايط س  ش

ستي حذف واكنش  عاملي تك روش طريق از سلنيت زي
 اثر واكنش، پارامترهاي از مناســب مقادير نمودن پيدا و

گذار زمان ندمان بر يگرما  ـــ حذف را  قرار يموردبررس
 ســاعت 72 از پسآمده دســتبه نتايج. بر اســاس گرفت

 مخمري اســـتراحت حالت در هايســـلول ي،گرما گذار
ـــتند ـــد 93 از بيش توانس ـــلنيوم از درص  در موجود س

بديلي زيســـتيطمح ند حذف را ت يت كه كن كا  از ح
 حذف در مذكور ميكروبي كاتاليزور مناســـب پتانســـيل

  .دارد واكنش هايمحيط از سمي سلنيوم
  

  بحث
ـــلولتــك هــايپروتئين ) Single cell Protein( يس

شك يهاسلول ستند هايشده باكترخ  عنوان به كه ه
ــان غذاي در پروتئين مكمل ــتفاده دام خوراك و انس  اس

ــوندمي ــم. مش  ها،قارچ ،هاجلبك قبيل از هايكروارگانيس
يه مواد از هاباكتري و مخمرها له ارزان اول با  عنوان به ز

ـــد براي انرژي و كربن منبع ـــلولي، توده توليد و رش  س
  .)11( كنندمي استفاده يدآمينهاس و پروتئين كنستانتره
ـــلولتك پروتئيناگرچه  يل به يس ياد، پروتئين دل  ز

ــيدهاي ها،يتامينو ــروري آمينه اس  چربي، محتواي و ض
 اسيد دليل به هم باز اما است بالايي غذايي ارزش داراي

 مشكل ي،سلولتك پروتئين كندتر هضم و زياد نوكلئيك
سوم، پروتئيني منابعبا  SCP جايگزيني  و دارد وجود مر

 خارجي ماده عنوان به بدن درها آن اســـت ممكن حتي
ـــدهگرفته نظر در  بدن در آلرژيك هايواكنش باعث ،ش

ند ـــو يل به. ش  كشـــف براي تلاش پروتئين، كمبود دل
نابع جايگزين پروتئين جام خوراك و غذا معمول م  ان
 SCP توليد براي بزرگ مقياس فرآيندهاي. اســت شــده

 را هاروش از ايگسترده طيف قبيل از جالبي هاييژگيو
  .)12( دهنديم نشان
ـــم و خام مواد گانيس ندمي هاميكروار  اين براي توان
ـــتفاده  منظور ـــوندمورداس بديل در بالا يور. بهرهش  ت

سترا، شد نرخ سوب سمم سريع ر ستقلال ها،يكروارگاني  ا
ــيدهاي محتواي فصــلي، عوامل از ايتغذيه  نوكلئيك اس

ــلي عوامل از ،SCP در ــتفاده مانع اص  عنوان به آن از اس
ـــندمي غذا ـــودوموناس .)13( باش  جلبك ،آلكاليژنز و س

سپيرولينا  كانديدا مخمر و نان سياه كپك قارچ ،كلرلا و ا
. شــوندياســتفاده م SCP توليد براي ،ســاكاروميســس و

ـــيس و د ينهمچن هت تول يزن يديوماز تورولوپس  يدج
SCP از توانندمي هاميكروارگانيســم. شــودياســتفاده م 
 فاضــلاب، و كشــاورزي ضــايعات همانند بســتر، انواع
ــنعتي، هايزباله  در كه غيره و متان مانند طبيعي گاز ص

  .)14( نمايند استفاده كنند،مي كمك نيز آلاينده تجزيه
 خوك، مرغ، گوساله، پرواربندي دام، تغذيهدر  SCP از

 يك،آرومات هايحامل صــورت به غذايي مواد در و ماهي
 محصولات غذايي ارزش بهبود و امولسيفايرها ها،يتامينو

 عنوان به نيز و آماده غذاهاي ها،سوپ قبيل ازشده پخته
  ).13 ،7( رونديم كار به كف يداركنندهپا

يت از  ها مهم هايمز يد در مخمر  تك پروتئين تول
ــه در ياخته ــد ها،باكتري با مقايس ــبتاً رش  توليد بالا، نس

صول شتر مح سان تر،كوتاه زمان در بي ستخراج بودن آ  ا
 محصـــول يينپا بســـيار آلودگي و يدشـــدهتول پروتئين
صل ميكروبي ستخراج از حا شد لحاظ به( ا  در مخمرها ر

  مخمر توسط سلنيت حذف ميزان بر يگرما گذار زمان اثر -3 نمودار
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    و همكاران يعيشفنيعمادالد                  

pH  (باشدمياسيدي )15(.  
ــفري ــال  يعقوبو  ص  يادر مطالعه 1393زاده  در س

ستفاده عنوان تحت  پروتئين توليد منظور به مخمرها از ا
ـــاء و امعاء از ياخته تك كه  يافتنددر ماهيان تون احش

 ساكاروميسس ،اوتيليس كانديدامخمرهاي مورداستفاده 
يه ـــرويز ـــتم وبوده  گلوتينوس رودوترولاو  س ـــيس  س

 در و بسته شرايط در كه بوده هوازي نوع ازمورداستفاده 
 شــد انجام) CSTR( فرمانتور و آزمايشــگاهي مقياس دو
)11(.   

تايج يانگين كه داد نشــــان ن  خام پروتئين وزني م
شدهتول  از شدهيهته كشت محيط از ليتر يك ازاي به يد

ــده هيدروليز پروتئين ــاء، و امعاء ش  38 تا 32 بين احش
ــا 5/37 و گرم تر در گرم 45 ت ي قيــاس دو در ل  م

 مخمر رشــد ميزان. اســت بوده فرمانتور و آزمايشــگاهي
 و بوده تريعسر مخمرها ساير به نسبت اوتيليس كانديدا
ــد ــدهتول خام پروتئين درص ــتر نيز آن از يدش  بوده بيش
ست شان تحقيق اين نتايج. ا  نمودن مهيا با كه دهدمي ن

 فرمانتور از اســـتفاده و مخمرها رشـــد مطلوب شـــرايط
ــب، ــد توانيم مناس  از ميكروبي پروتئين از بالايي درص
 در غذايي مكملبه عنوان  و كرده توليد ماهي ضـــايعات

  .)16( نمود استفاده آبزيان و طيور دام، غذاي
از پساب فاضلاب  يمخمر هاييهدر مطالعه حاضر سو 

ساز ستفاده از تكثآن ييدشد و پس از تأ يجدا  يرها با ا
ــ ITs يهناح ــوآن يارتباط تكامل يو بررس  هاييهها با س
S1 )آلبيكنس كانديدا NG67 و (S2 )آلبيكنس كانديدا 

m48aـــلن ـــد. برا يومي) حذف س منظور  ينا يانجام ش
قرمزرنگ در  هاييكلن يومسلن يتقابل يدارا هاييهسو
به  هايهســـو ينبود. ا يتســـلن يآگار حاو PYD يطمح

 منظور به ادامهبرتر انتخاب شــدند. در  هاييهعنوان ســو
خاب يه بهترين انت ـــو مد مخمري س هت كارآ جام ج  ان

. الگوي شدانجام  MFCآزمون  زدايي، سلنيت هايشآزما
 MFC به توجه باجداشــده  مخمري هاييهســو مقاومت
 ســلنيت ســمي يون به مقاومت ترينيشب كه دادنشــان 
 سويه به مربوط) ليتر در گرم 22 از بالاتر يريپذ(تحمل

S1 با مطالعه آشنگرف و همكاران مطابقت  يجنتا ينبود. ا
ناب از ياخته تكدارد. پروتئين   و تهيه قابل مختلف عم

 در را مختلفي مطالعات Safari محققين. باشــديم توليد

 نظير سوبستراهايي از ياخته تك پروتئين توليد با ارتباط
شاورزي ضايعات صولات ،)مركبات برنج، ملاس،( ك  مح
ــيميايي جانبي ــتقات و متان( ش ــايعات و) نفتي مش  ض

 از يك هراند. داده انجام)  ميگو پوســت نظير(  شــيلاتي
ــدهانجام مطالعات  مختلف هاييكروبم يا ميكروب از ،ش

 رشـــد محيط نمودن مهيا شـــرايط وشـــده  اســـتفاده
ـــم گانيس فاده  هايميكروار ـــت فاوت نيزمورداس  بوده مت

 نشــان همكارانش و اســچولز مطالعات نتايج .)17(اســت
 از يدشــــدهتول SCP در خام پروتئين ميزان كه داده

 در ميزان اينكه  يصورت در بوده %39-68 بين مخمرها
SCP  اسيدهاي ميزان. باشديم %82 حدود درباكتريايي 
 گرم صد در 6/6-4/8 بين مخمر پروتئين ضروري آمينه

 كل چربي ميزان وجود، اين با ولي. اســـت بوده پروتئين
ـــأ ميكروب با پروتئين در  بوده متغير مختلف،هاي منش

 كندمي ييدتأ را فوق نتايج نيز حاضر تحقيق نتايج. است
)18(.  

 1992 ســال در همكارانش و ســموئل  مطالعات نتايج
 ميانگين ها،ميكروب از اســتفادهبه هنگام  كه داد نشــان

ـــايعات در خام پروتئين  ترتيب به خرچنگ و ماهي ض
 پوسـته از همكارانش و فرر. اسـت بوده %1/44 و 4/60%

ــتفاده ميكروبي پروتئين توليد جهت در ميگو  و نمود اس
ـــتيابي منظور به دريايي مخمرهاي از  هدف اين به دس

ـــت گرفته بهره ـــان نتايج. اس ـــد ميزان كه داد نش  رش
در  398/0ترتيب  به محصول توليد ضريب و اختصاصي
ست يلوگرمك %447ساعت و  سلول بوده ا شك   وزن خ

)19(.  
يل به اخير دوران در  براي تلاش پروتئين، كمبود دل

ـــورت خوراك و غذا معمول منابع جايگزين كشـــف  ص
 امن خوردن براي و ارزان همه يبرا SCP. اســـت گرفته

يد افزايش براي توانيم همچنين. اســــت  از SCP تول
پر محصول  و ژنتيكي يافتهبهبود يسم يرغ هايميكروب

 يلنزها يقيتحق يط دانشـــمندان .)20( كرد اســـتفاده
ها  يباكتر يرپوشاندند تا از رشد و تكث يومرا با سلن يطب

ـــود و ا يريلنزهــا جلوگ يبر رو  يرو يشآزمــا ينش
 يم يومســلن ينكهحاصــله ا يجهخرگوش انجام شــد و نت

تواند حدود دو ماه در محافظت از لنزها موثر باشــد و از 
  . يدنما يريلنزها جلوگ يها رو يباكتر يررشد و تكث
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...و وميسلن حذف جهت يصنعت يهاپساب از جداشده يمخمرها يابيارز  

  
  گيرينتيجه
ـــته فراواني كاربرد تحقيق اين در موجود موارد  و داش

 پروبيوتيك و افزودني ماده يكبه عنوان  آن از توانيم
يان طيور دام، غذايي جيره در فاده آبز ـــت ما. نمود اس  ا

ـــتي ـــت توجه نكته اين به بايس ـــاير ارزيابي كه داش  س
ـــيدهاي وجودازجمله  غذايي فاكتورهاي  نوكلئيك، اس

سيدهاي پروفايل  يتدرنها و معدني املاح ميزان آمينه، ا
. رسديم نظر به ضروري و لازم فارمي تست كامل انجام

 جايگزين غذايي مادهبه عنوان  توليدي پروتئين ازامروزه 
يان در ماهي پودر فاده آبز ـــت  كه برتري. گردديم اس

سبت توليدي پروتئين ست آن دارد ماهي پودر به ن  كه ا
شار ثانياً بودهتر صرفهبه مقرون اولاً توليدي پروتئين  سر

ثاً بوده پروتئين از  و كرده عمل پروبيوتيكبه عنوان  ثال
 افزايش باعث مفيد مخمرهاي يا مخمربه واسطه داشتن 

ستم تقويت آبزيان، مقاومت شد افزايش ايمني، سي  و ر
  . شودمي...  و گوارش دستگاه نمودن متعادل بازماندگي،
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