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و تعيين خصوصيت يك سويه مخمري دريازي مقاوم به سلنيت و كاربرد آن در جداسازي 
  زي پالايي سلنيت

 راضيه ارجمند و *مراحم آشنگرف

  گروه علوم زيستي دانشكده علوم پايه،دانشگاه كردستان،  ،سنندج

  17/11/94: تاريخ پذيرش  15/7/94 :تاريخ دريافت
  چكيده

به پسابهاي حاوي سلنيت از كاهش و حذف سلنيت كاتاليستهاي طبيعي ارزان قيمت جهت  عنوانبه كاربرد ميكروارگانيسم ها 
زي پالايي مخمرهاي بومي دريازي مقاوم به سلنيت در  توانمنديدر اين مطالعه،  .چشمگيري در حال افزايش است طور

جداسازي از . انجام گرفت فارس خليج نمونه گيري از درياي خزر و. مورد بررسي قرار گرفتسلنيت آلودگيهاي محيطي به 
مقاومت سويه هاي الگوي براي تعيين روش ميكروتيترپليت از . ي حاوي سلنيت صورت گرفتمحيطهاطريق غني سازي در 
با تكثير توالي  مولكوليشناسايي . ميزان حذف سلنيت از طريق روش رنگ سنجي انجام شدسنجش . مخمري استفاده شد

، كلريد توده سلوليي اوليه سلنيت، غلظتهارامترهاي مختلف از جمله اپ تأثير. انجام شد ITS1-5.8S-ITS2 rDNAنوكلئوتيدي 
 در اين آمده به دستبراساس نتايج . ، دور شيكر و مدت زمان واكنش بر كارآيي فرآيند حذف بررسي شدpHسديم و اثرات دما، 

نام سويه برتر تحت  به عنوان) g/L22(با بالاترين مقاومت ) جدا شده از درياي خزر( Cas se5سويه مخمري ، مطالعه
Trichosporon درصد از  93بيش از مذكور مخمر داد كه نشان آزمايشات حذف سلنيت آمده از  به دستنتايج  .شد ييشناسا

گرم در ليتر،  35گرم در ليتر، غلظت توده سلولي  10غلظت سلنيت سلنيت موجود در محيط واكنش را تحت شرايط بهينه شده 
و نموده حذف rpm 100درجه سانتي گراد و دور همزن  30، دماي 4/7برابر  pHحجمي، /درصد وزني 5/2غلظت كلريد سديم 

. يافته استكاهش ساعت گرماگذاري  72پس از g/L/h  26/0حذفبا نرخ  g/L  7/0به حدود g/L  10سلنيت اوليه ازغلظت 
مذكور  مخمر مي رود  انتظار. با قابليت حذف سلنيت از درياي خزر است Trichosporonاين اولين گزارش از جداسازي جنس 

  . نمايدآلوده به سلنيت ايفاء فاضلاب كارخانه هاي و  آلودگي آبهازي پالايي نقش مهمي در  كاتاليست به عنوان بتواند

  Trichosporon sp. Cas se5سلنيت، ، زي پالاييت، مالگوي مقاو: كليديواژه هاي 

  m.ashengroph@uok.ac.ir: ي، پست الكترونيك 087-33664600: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
خطرناك، آلودگي هوا، خاك و آب با مواد شيميايي سمي و 

خطرات بالايي را براي موجودات زنده به صورت مستقيم 
فلزات سنگين و اكسي . و غير مستقيم ايجاد كرده است

واسطه طبيعت غير قابل تجزيه و اثرات ه آنيونهاي سمي ب
سمي شناخته شده بر روي چرخه حيات مشكلات زيست 

تخليه نامناسب . مي آورند به وجودمحيطي فراواني را 
ي سمي نه تنها براي آنيونهاحاوي فلزات و اكسي  يپسابها

زندگي انسان و حيوانات سمي است بلكه سبب بروز 

مشكلات جدي در آبهاي زيرزميني، آبهاي سطحي و منابع 
خاك مي شود و توجه به رفع آلودگي اين مواد بسيار حائز 

 پسابهاآلودگي موارد يكي از . )13و  10( اهميت است
آلودگي سلنيومي در سراسر . سلنيوم استي آنيونهااكسي 

جهان پراكنده است و ارتباط زيادي با فعاليتهاي انساني 
عنصر سلنيوم با توجه به خواص آنتي . )17( دارد

اكسيدانتي، از نظر فيزيولوژيك يك ريز مغذي ضروري 
براي سيستمهاي زنده است و نقش مهمي در سلامت 
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جهه حاد و مزمن با با اين وجود موا. جامعه ايفا مي كند
. )2( ي بالاي سلنيوم محلول بسيار سمي استغلظتها

و ) جهت تشخيص(محدوده بين مقدارحداقل اين عنصر 
سطوح قابل تحمل اين عنصر در ) سميت(حداكثر 

. است يك ميلي گرم در ليتركمتر از موجودات مختلف 
اگرچه سلنيوم در طي فرسايش طبيعي و مكانيسم شست 

شود، منابع  لنوفروس وارد طبيعت ميوشوي سنگهاي س
هاي زيرزميني  آلودگي خاك، آب شيرين، آبچون ديگري 

ذوب فلزات، حمل ونقل، : و محتويات رسوبات شامل
،  برداري واحتراق سوختهاي فسيلي در نيروگاه پالايش، بهره

توليد رنگدانه، توليد شيشه و آبياري مكرر خاكهاي 
در طبيعت سلنيوم  .)22( باشد كشاورزي غني از سلنيوم مي

ميكروگرم در هر گرم از سطح خاك  2تا 01/0ي غلظتهادر 
، Se(IV)، سلنيت Se(IV)آنيونهاي سلنات  به صورت اكسي

Se0و سلنيوم عنصري  Se(−II)سلنيد 
در . وجود دارد 

آنيونهاي سلنيوم براي گياهان و  ي بالا، اكسيغلظتها
سميت فرمهاي اكسي آنيوني . )3( جانوران سمي هستند

ات تأثيرسلنيوم به درجه حلاليتشان در آب بستگي دارد و 
سلنيت و سلنات دوگونه . دهد زيستي آنها را افزايش مي

ي هوازي محيطهاپذير سلنيوم هستند كه اغلب در  انحلال
هر دو اين اكسي آنيونها سمي بوده وتمايل . شوند يافت مي

) سلنيت(ظرفيتي 4وم در شكل سلني. به تجمع زيستي دارند
سميت ) سلنات(ظرفيتي  6نسبت به سلنيوم در حالت 
تواند  سميت سلنيت مي. )7(بيشتري براي موجودات دارد 

تواند  منجر به ايجاد شرايطي به نام سلنوسيس شده كه مي
: علائم سلنوسيس شامل. بلند مدت يا كوتاه مدت باشد

هاي سفيد  لكهي دستگاه گوارش، ريزش مو،  ناراحتيها
، آسيب عصبي )حساسيت(ناخن، خستگي، تحريك پذيري 

خفيف، لرزش، نوروپاتي محيطي و عدم هوشياري  و 
علائم شديد مسموميت شامل سيروز كبدي، ادم ريوي، 

توان  ترومبوسيتوپني، مشكلات غدد تيروئيد و مرگ را مي
ي مختلفي براي حذف اكسي روشهاتاكنون  ).19( نام برد
شامل  پسابهاي آبي و محيطهاسمي سلنيوم از  يآنيونها

دهي شيميايي، الكتروشيميايي  رسوب(ي شيميايي روشها
جذب (ي فيزيكي روشهاو ) وتبادل كننده هاي يوني آلي 

كار گرفته ه ابداع و در مواردي ب) سطحي و اسمزمعكوس
ي فيزيكي و روشهابا اين حال بسياري از  ).4(شده اند 

از نظر مصرف مواد شيميايي سمي، حجم شيميايي مذكور 
بالاي پسماند، مصرف انرژي بالا، آلودگي زيست محيطي و 

ي پايين غلظتهاناكارآمدي در كاهش يا حذف سلنيت در 
پالايي ميكروبي از  بنابراين زيست .)8( غير اقتصادي هستند

به نظر هزينه مقرون به صرفه و كارآمد است و مي تواند 
ناسب با اصول حفاظت از محيط زيست جايگزيني مت عنوان

 ).5(ي فيزيكوشيميايي پيشنهاد شود روشهادر مقايسه با 
ها در جذب و تجمع زيستي  خصوصيت ميكروارگانيسم

اين امكان را فراهم كرده كه  پسابهافلزات و مواد سمي از 
كاتاليستهاي طبيعي ايمن و ارزان  به عنوانبتوان از آنها 

هش فلزات سمي در مقياس قيمت در جهت حذف يا كا
علاوه از مزيتهاي مهم آن استفاده ه ب. صنعتي استفاده نمود

 ).1(مجدد از توده زيستي ميكروبي براي اين فرآيند است 
تا  5توانند محدوده اي از  ها مي بسياري از ميكروارگانيسم

را از طريق  يسلنيومتركيبات ميكروگرم در ليتر از  2000
و تبديل فرم غير معدني به  ءواكنشهاي اكسيداسيون احيا

گونه هاي باكتريايي مختلف از . )3( فرم معدني تحمل كنند
باكتريهاي  )21( گروه باكتريهاي هتروتروف هوازي

و باكتريهاي شيميوتروف  )14(هتروتروف بي هوازي 
متفاوتي شناخته شده اند كه در حذف اكسي آنيون سمي 

نيت و تبديل آن به فرم كمتر سمي سلنيوم عنصري نقش سل
قارچهايي رشته اي توانمندي علاوه بر اين . )13(دارند 

و   Fusarium و Aspergillusمتعلق به جنس هاي 
 و   Candida utilis ،Yarrowia lipolyticaمانند ي يمخمرها

Saccharomyces cerevisiae  در سم زدايي سلنيت گزارش
سويه هاي مخمري به دليل فراواني در ). 14(ه است شد

خاكهاي غني و زيستگاههاي آبي، ميزان بالاي رشد در 
 توده زيستيي كشت ارزان، سهولت رشد و توليد محيطها

ي تخميري صنعتي، سطح تعامل بالا با روشهافراوان از 
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محيط اطراف، جذب كارآمد مواد معدني و تبديل آنها در 
كاتاليستهاي طبيعي ايمن و  انبه عنوساختارهاي سلولي، 

ي آلوده كاربرد زيادي پسابهاارزان قيمت براي پاكسازي 
هدف كلي از انجام اين پژوهش، . توانند داشته باشند مي

غني سازي مخمرهاي بومي دريازي مقاوم به سلنيت و 
ارزيابي توانمندي آنها در بهسازي آلودگيهاي محيطي به 

اين تحقيق، براي اولين در . اكسي آنيون سمي سلنيت بود
در آزمايشات سلنيت بومي توانمندي مخمرهاي دريازي بار 

سويه حذف سلنيت در زدايي مورد بررسي قرار گرفت و 
) جدا شده از درياي خزر( تريكوسپورونبومي مخمري 

 به عنواناميد مي رود اين مخمر بتواند . گزارش شد
آلودگي آبها و  زي پالاييكاتاليست نقش مهمي در 

  . فاضلاب كارخانه هاي آلوده به سلنيت ايفاء نمايد

  روشهامواد و 
سلنيت سديم و حلال تولوئن از شركت : مواد شيميايي

دي  - 3و 3معرف . خريداري شد انگلستانآلدريچ - سيگما
آنتي بيوتيك . تهيه شدآلمان  آمينو بنزيدين از شركت مرك

گلوكز، . ن تهيه شدكلرامفنيكل از شركت پادتن طب ايرا
و پپتون از كمپاني مرك كلريد سديم ، نمك عصاره مخمر

. آگار از شركت ديفكو آمريكا تهيه شد -آگار. تهيه شد
مواد . از مرك خريداري شد KH2PO4و  K2HPO4آگارز، 

از شركت تكاپو زيست ايران  PCRاستفاده شده در واكنش 
  . خريداري شد

  

پتانسيل تحمل پذيري غني سازي مخمرهاي دريازي با 
براي غني سازي : ذاتي نسبت به يون سمي سلنيت

مخمرهاي دريازي بومي مقاوم به سلنيت، نمونه گيري از 
آبهاي درياي خزر و خليج فارس سانتيمتري از  15عمق 

آب از سواحل درياي خزر در سه نمونه  25. انجام شد
نمونه از سواحل  10استان مازندران، گيلان و گلستان و 

جزاير قشم، كيش و لاوان در خليج فارس با استفاده از 

 20. بطريهاي استريل برداشت و به آزمايشگاه منتقل شد
ميلي ليتر از نمونه هاي آب جمع آوري شده به لوله هاي 

 rpmي منتقل شد و در دور ميلي ليتر 45فالكون استريل 
سپس محلول . دقيقه سانتريفيوژ شد 10به مدت  4500

رويي را دور ريخته و مقدار يك ميلي ليتر از مايع تحتاني 
مخمرهاي ي كشت اخنصاصي و غني كننده محيطهابه 

درصد  2درصد گلوكز،  2 (آگار  YPD دريازي شامل
برابر  pHدرصد آگار و  2درصد عصاره مخمر،  1پپتون، 

نانوگرم  100و  كلريد سديمدرصد نمك  سهحاوي ) 8/5
به ). 18(بر ميكروليتر آنتي بيوتيك كلرامفنيكل منتقل شد 

 5ي كشت مذكور، يون سلنيت در غلظت نهايي محيطها
پس از استريل شدن توسط فيلترهاي  ،گرم در ليتر

پليتها به مدت سه . ميكروني، افزوده شد 25/0سرسرنگي 
درجه سانتي گراد گرماگذاري  28ز در دماي تا پنج رو

ظاهري كلنيهاي مخمري با استفاده از ويژگيهاي . شدند
به منظور خالص سازي سويه هاي مخمري . مشخص شدند

آگار  YPDي كشت محيطهاغني شده، هر كلوني مخمر به 
تجديد كشت تا . منتقل و به روش خطي كشت داده شد
هاي مخمري انجام  حصول اطمينان از خالص بودن جدايه

  . شد

ه هاي مخمري به اكسي بررسي الگوي مقاومت سوي
آوردن الگوي مقاومت سلنيتي  به دستبراي : آنيون سلنيت

از دستگاه اليزا ريدر و روش سويه هاي مخمري جدا شده، 
در اين روش پس از تهيه ). 25(شد استفاده  ميكروتيترپليت

ي غلظتهامحلول استوك سلنيت استريل و تهيه رقتهايي از 
براث،  YPDدر محيط ) گرم در ليتر 25تا  5(استفاده شده 

از كشت به ميزان ده ميكروليتر از سوسپانسيون تهيه شده 
به ) با تراكم نيم مك فارلند(جدايه هاي مخمري ساعته  24

براث شامل  YPDميكروليتر  140چاهكهاي اليزاي حاوي 
پليتهاي . ي مشخصي از يون سلنيت، اضافه گرديدغلظتها

ساعت  48درجه سانتي گراد به مدت  28مذكور در دماي 
گرماگذاري پس از طي مدت زمان . گرماگذاري شدند
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. Sunrise مدل( اليزا ريدر ميزان كدورت توسط دستگاه
در مقايسه با  )ساخت كشور سوئيس ،TECAN مارك

. نانومتر قرائت شد 620شاهدهاي تهيه شده در طول موج 
حداقل ( MICغلظت آخرين چاهك عدم رشد به عنوان 

آزمايشات براي هر . ثبت گرديد) غلظت مهار كنندگي رشد
كار گرفته شده سه بار ه جدايه مخمري و هر غلظت ب

  . تكرار شد

شناسايي اوليه : Cas se5سويه مخمري  مولكوليشناسايي 
بر مبناي ويژگيهاي ريخت شناسي و  PGO6سويه مخمري 

 Kurtzman andبيوشيميايي، براساس استاندارد طبقه بندي 

Fell )16(  جهت تشخيص مورفولوژي سلولي . انجام شد
با ميكروسكوپ نوري، لام مرطوب از كشت مايع دو روزه 

جهت انجام . تهيه و بررسي گرديد YPDدر محيط كشت 
 YNB )Yeast nitrogenشناسايي جذب قندها از محيط

base (اين محيط كه حاوي انواع نوترينتها، . استفاده گرديد
و عناصر كمياب مي باشد به  ويتامينها، فاكتورهاي رشد
. هند خريداري شد HIMDEIAصورت آماده از شركت 

 5نمودن منابع قندي مختلف در غلظت پس از اضافه 
درصد به محيط مذكور، محلولهاي فوق با استفاده از 

سپس به لوله . ميكروني استريل شد 45/0فيلترهاي سرنگي 
هاي حاوي مواد قندي تهيه شده، سوسپانسيون رقيقي از 

پس از آن لوله ها در دماي . سويه مخمري فوق تلقيح شد
هفته در انكوباتور  3درجه سانتي گراد و به مدت  25

جذب قندها از روي كدورت در . شيكردار قرار داده شدند
جهت شناسايي تستهاي . دمقايسه با شاهدها تخمين زده ش

گرم از منابع قندي  2تخميري هيدراتهاي كربن، معادل 
درصد عصاره مخمر حل شد و سپس  1مختلف در محلول 

ميلي ليتر از محيط ساخته شده قندي به لوله هاي  5
بدنبال اتوكلاو . آزمايش حاوي لوله هاي دورهام، اضافه شد

كشت فعال نمودن با استفاده از لوپهاي سوزني از يك 
مخمري به محيطهاي فوق تلقيح و سپس لوله ها در دماي 

هفته در انكوباتور قرار  3درجه سانتي گراد به مدت  25
ي مختلف غلظتهارشد در دماهاي مختلف و در . داده شدند

. آگار انجام شد YPDمحيط  نمك سديم كلرايد برروي
ژنومي با  DNAمخمر جدا شده،  مولكوليبراي شناسايي 

كلروفرم و تخريب به  –فاده از روش استاندارد فنل است
پس از استخراج  .كمك دانه هاي شيشه اي استخراج شد

DNA  ژنومي سويه مخمريCas se5 با استفاده از يك ،
 ITS )Internal Transcribedجفت پرايمر نواحي 

Spacers(شامل پرايمر بالادست ،ITS1 
)tccgtaggtgaacctgcgg(  و پرايمر پايين دستITS4 
)tcctccgcttattgatatgc ( تكثير نواحي ژنيITS1-5.8S-

ITS2  واكنش ). 24(انجام شدPCR  در دستگاه ترمو
. كشور آمريكا انجام شد BioRadسايكلر ساخت شركت 

 5/12شامل ) ميكروليتر PCR )25مخلوط واكنش 

، PCR ،MgCl2حاوي بافر ( Master mixميكروليتر 
dNTPs  و آنزيمTaq-polymerase( يك ميكروليتر ،

، يك )ميكرومولار 10(پرايمرهاي بالادست و پايين دست 
 PCRميكروليتر آب  5/9ي الگو و  DNAميكروليتر 
به  PCRشرايط دمايي واكنش در اين فرآيند . استفاده شد

درجه سانتي  95واسرشت اوليه در دماي : شرح زير بود
 35چرخه تكثير شامل . شد دقيقه انجام 5گراد به مدت 

درجه  95سيكل تكرار شونده با دماي واسرشت اوليه 
درجه سانتي  55ثانيه، دماي اتصال  30سانتي گراد به مدت 

درجه سانتي گراد  72ثانيه و دماي بسط  30گراد به مدت 
پس از اتمام سيكلها و به منظور تكثير و . دقيقه 2به مدت 

 10نمونه ها به مدت  استخراج شده، DNAتكميل نهايي 
پس از . درجه سانتي گراد انكوبه شدند 72دقيقه در دماي 

توالي نوكلئوتيدي سويه  PCRاطمينان از صحت انجام 
جهت تعيين توالي به همراه پرايمرهاي  se29wمخمري 

به شركت ماكروژن كره ) ITS4(و برگشت ) ITS1(رفت 
نتايج . ارسال شد) توسط شركت تكاپو زيست(جنوبي 

. بررسي شد NCBIحاصل از تعيين توالي در بانك ژني 
با  Cas se5سپس درخت فيلوژني توالي سويه مخمري 

به ژني تواليهاي حاصل از جستجو در پايگاه اطلاعات 
ز و با استفاده ا MEGA. 6كمك نرم افزار بيوانفوماتيك 
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بررسي . رسم شد Neighbour-Joining methodالگوريتم 
  ). 23(انجام شد  Bootstrap=1000اعتبار شاخه با 

اثر پارامترهاي مختلف روي حذف سلنيت تحت شرايط 
: Cas se5سويه مخمري ي در حال استراحت سلولها

در محيط  سلولهابراي تهيه سلولهاي در حال استراحت، 
YPD  در فواصل . ساعت رشد داده شدند 44به مدت

يك بار ميزان دانسيته سلولي  ساعت 4زماني هر 

)OD600nm ( شد و منحني رشد ترسيم اندازه گيري) شكل
 g×(با استفاده از سانتريفيوژ يخچالي  سلولهاسپس  ).1

برداشت و توده ) درجه سانتي گراد 4دقيقه،  10، 3000
) KH2PO4/K2HPO4(سلولي سه مرتبه با بافر فسفات 

برداشت شده از انتهاي  ي سلولهااز اين . شستشو داده شد
براي كاتاليست  به عنوان) ام 28ساعت ( فاز رشد لگاريتمي

  . استفاده شدسلنيت زدايي  آزمايشات

  
  rpm 150درجه سانتي گراد و دور شيكر  30تحت شرايط دمايي  YPDدر محيط كشت مايع  Cas se5منحني رشد سويه مخمري  -1شكل 

از  Cas se5براي ارزيابي حذف سلنيت توسط سويه مخمر 
 AOACو همكاران طبق استاندارد  Hurlbutروش 

)Association of Official Analytical Chemists ( استفاده
دي آمينو بنزيدين با يون  - 3و  3در اين روش معرف  .شد

سلنيت واكنش داده و يك تركيب زرد رنگ ايجاد مي شود 
كه پس از استخراج در حلال تولوئن، جذب مخلوط در 

 Analytik(نانومتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر  420

Jena's spectrophotometer SPECORD 210, Carel 

Zeiss Technology, Germany ( شدخوانده )براي  ).11
ي مختلف از محلولهاي غلظتهارسم منحني استاندارد، ابتدا 

استاندارد سلنيت تهيه و سپس به كمك رسم منحني 
كاليبراسيون و تهيه معادله خط منحني استاندارد، غلظت 
سلنيت باقيمانده در مخلوط واكنش زيست تبديلي تعيين 

جهت ارزيابي اثر  ).Bو  Aقسمت هاي  2شكل (گرديد 
ي غلظتهاي اوليه يون سلنيت، حذف سلنيت در غلظتها

 عاملهاساير . سنجيده شد) گرم در ليتر 20تا  5/2(مختلف 
 28گرم در ليتر، دماي  10سلولي  تودهشامل غلظت اوليه 
و  rpm 150، دور شيكر 8/5برابر  pHدرجه سانتي گراد، 

. ساعت، ثابت در نظر گرفته شدند 24 گرماگذاريزمان 
ي مختلف از توده سلولي غلظتهاهمچنين حذف سلنيت در 

ي غلظتها، )گرم در ليتر 50تا  10(بر حسب وزن تر 
، )حجمي/درصد وزني 5تا  1( كلريد سديممختلف نمك 

درجه سانتي  35تا  25(، دماي )8/7تا  pH )8/5در شرايط 
گرم در  10در محيط واكنش زيست تبديلي حاوي ) گراد

ساعت گرماگذاري تخمين  24ليتر يون سلنيت و پس از 
واكنش زيست تبديلي  عاملهايپس از بهينه سازي . زده شد
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، 24، 12( گرماگذارياز طريق روش تك عاملي، اثر زمان 
بر حذف سلنيت توسط سويه ) ساعت 84و  72، 60، 48

درصد حذف سلنيت از . بررسي شد Cas se5مخمر بومي 
تقسيم تفاضل علظت اوليه و غلظت باقي مانده بر غلظت 

به  آزمايشاتتمام . تخمين زده شد 100اوليه ضربدر 
 ميانگين صورت به نتايج و شد انجام تايي سه صورت

صورت ه در بخش نتايج خطاهاي آزمايش ب .گزارش شد
  . نمايش داده شدخطاي معيار 

  

 معرف در حلال تولوئن - طيف جذبي محلول سلنيت) B(و   رسم منحني كاليبراسيون با استفاده از جذب محلولهاي استاندارد سلنيت) A( -2شكل 

تحليل آماري نتايج با استفاده از : تجزيه و تحليل آماري 
، در دو سطح توصيفي و استنباطي SPSS11.5نرم افزار 
در سطح توصيفي از شاخصهاي ميانگين و . انجام شد

انحراف معيار و در بخش آمار استنباطي از آناليز واريانس 
يك طرفه و براساس آزمون چند دامنه اي دانكن استفاده 

مام آزمون فرضيه هاي حداقل سطح معناداري در ت. شد
 . در نظر گرفته شد) P<0.05(مربوط 

  نتايج
غني سازي و تعيين الگوي مقاومت به سلنيت در سويه 

در طي غربال گري : هاي مخمري بومي دريازي
نمونه آب  35مخمرهاي آبزي مقاوم به سلنيت، از مجموع 

 37جمع آوري شده از درياي خزر و خليج فارس، حدود 
گرم در ليتر يون  5سويه مخمري با پتانسيل تحمل پذيري 

 6(سويه مخمري  14در اين ميان، . سلنيت جداسازي شد
يج سويه مربوط به خل 8سويه مربوط به درياي خزر و 

داراي قابليت احياي سلنيت به سلنيوم عنصري ) فارس
بودند كه نتيجه آن ايجاد كلنيهاي قرمز رنگ در محيط 

YPD به عنوانسويه هاي مذكور . آگار حاوي سلنيت بود 
در ادامه به منظور انتخاب . سويه هاي برتر انتخاب شدند

بهترين سويه مخمري كارآمد جهت انجام آزمايشات 
تعيين ). 3شكل (صورت گرفت  MICتست  سلنيت زدايي،

الگوي مقاومت سويه هاي مخمري جدا شده با توجه به 
MIC  نشان داد كه بيشترين مقاومت به يون سمي سلنيت

مربوط به سويه ) گرم در ليتر 22تحمل پذيري بالاتر از (
Cas se5 )همچنين كمترين . بود) جدا شده از درياي خزر

گرم در ليتر در سويه  MIC 6ميزان مقاومت با مقدار 
در ساير مخمرهاي جدا . مشاهده شد Per Gul3مخمري 
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  . )3شكل ( گرم در ليتر مشاهده شد 22تا  6بين شده محدوده مقاومت سويه ها نسبت به يون سمي سلنيت 
  

نمودار نتايج حاصل از ميزان غلظت ممانعت كننده رشد سويه هاي مخمري جدا شده از نمونه هاي آب جمع آوري شده از سواحل درياي  -3شكل 
  .نمايش داده شده استصورت خطاي معيار ه خطاهاي آزمايش بآزمايشات سه بار تكرار شده است و . خزر و خليج فارس

از : Cas se5شناسايي فيلوژنتيكي سويه جداسازي شده 
بر روي محيط  Cas se5نظر رنگ كلني سويه مخمري 

آگار به شكل كلنيهاي نرم و صاف و به رنگ  YPDكشت 
). Aقسمت  4شكل (زرد متمايل به كرم مشاهده شد 

همچنين سويه مذكور داراي پتانسيل احياي يون سلنيت به 
اد كلني قرمز رنگ در محيط سلنيوم عنصري كه با ايج

). Bقسمت  4شكل (كشت قابل شناسايي است، مي باشد 
از نظر تستهاي فيزيولوژيك و بيوشيميايي كليدي از جمله 

رشد بر روي محيط كشت حاوي ، هيدروليز اوره
درجه سانتي  35و همچنين رشد در دماي سيكلوهگزاميد 

درصد  5گراد و نمك سديم كلرايد با غلظت 
نتايج تستهاي تخمير . مثبت بود) حجمي/وزني(

توانايي سويه عدم بيانگر  Cas se5كربوهيدرات سويه 
لاكتوز، مالتوز، مذكور در مصرف گلوكز، سوكروز، 

بررسي تستهاي جذب منابع . بودگالاكتوز و تري هالوز 
كربن و ازت در سويه مخمري مذكور نشان داد كه سويه 

Cas se5  گلوكز، گالاكتوز، مالتوز، سوكروز، قابليت جذب

نتايج تستهاي جذب . ريبوز را دارد -زايلوز، سلوبيوز و د
گليسرول، تري هالوز، آرابينوز، اسيد سيتريك و نيترات 
پتاسيم حكايت از عدم توانايي سويه مخمري مذكور در 

براساس نتايج . مصرف منابع كربن و ازت مذكور مي باشد
اي فنوتيپي و بيوشيميايي و بر طبق آمده از آزمونه به دست

در جنس موقت  به طور Cas se5كتابهاي مرجع، سويه 
به منظور تعيين در ادامه . تعيين هويت شد تريكوسپورون

 551يك قطعه  Cas se5سويه مخمري  مولكوليهويت 
تكثير و  ITS4و  ITS1جفت بازي با استفاده از پرايمرهاي 

تصوير حاصل از الكتروفورز  5شكل . تعيين توالي شد
مخمر جداسازي شده در اين مطالعه را  PCRمحصول 

در ادامه به منظور شناسايي سويه مخمري . نشان مي دهد
مذكور، نتايج حاصل از تعيين توالي با تواليهاي موجود در 

بلاست شد و سپس درخت فيلوژني  NCBIبانك ژني 
در نهايت توالي ). 6شكل (براي مخمر مذكور ترسيم شد 

ITS1-5.8S-ITS2  براي سويه مخمريCas se5  كه از
درصدي با  99لحاظ فيلوژنتيكي داراي شباهت 
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Trichosporon sp.  ) با شماره دسترسيJX270347 ( بود
شماره  با Trichosporon sp. strain Cas se5 به عنوان

  . ثبت نهايي شدژني  بانكدر  KT033396 دسترسي

  

 
كلني ) B(درجه سانتي گراد و  30ساعت گرماگذاري در دماي  48آگار پس از  YPDدر محيط كشت  Cas se5سويه مخمري خالص شده  -4شكل 

درجه سانتي  30ساعت گرماگذاري د ر دماي  48گرم در ليتر يون سلنيت پس از  20آگار حاوي  YPDدر محيط كشت  Cas se5سويه مخمري 
  .گراد
  

مخمر  توسط سلنيت حذف روي بر مختلف عاملهاي اثر
در اين بخش از : Cas se5سويه  تريكوسپورونبومي 

پژوهش، با هدف بهينه سازي راندمان حذف سلنيت تحت 
شرايط سلولهاي در حال استراحت مخمر بومي 

  . از روش تك عاملي استفاده شد تريكوسپورون

  
سويه مخمري  PCRتصوير ژل الكتروفورز محصول  -5شكل 

جداسازي شده با قابليت مقاومت همراه با احياي اكسي آنيون سمي 
  سلنيت

براي اين منظور، تأثير غلظتهاي اوليه يون سلنيت در 
گرم در ليتر در محيط بافري فسفات  20تا  5/2محدوده 

به ) بر حسب وزن تر(گرم در ليتر توده سلولي  10حاوي 
برابر  pHدرجه سانتي گراد،  28عنوان بيوكاتاليزور، دماي 

ساعت گرماگذاري  24و پس از  rpm 150، دور شيكر 8/5
نتايج نشان داد كه با افزايش غلظت ). a7شكل (شد بررسي 

. گرم در ليتر راندمان حذف افزايش مي يابد 10سلنيت تا 
اين در حالي است كه در غلظتهاي بالاتر ميزان حذف در 
نتيجه كاهش فعاليت متابوليك و يا سميت سلنيت كاسته 

اين امر نشان دهنده اين واقعيت است كه حذف . شده است
در نمودار . بعي از غلظت اوليه يون سلنيت استبه شدت تا

اثر غلظتهاي مختلف توده سلولي بر ميزان حذف  b7شكل 
 Cas se5سويه  تريكوسپورونسلنيت توسط مخمر بومي 

در غلظتهاي مختلف توده سلولي در محيط بافري فسفات 
درجه سانتي  28گرم در ليتر يون سلنيت، دماي  10حاوي 
 24و پس از  rpm 150دور شيكر ، 8/5برابر  pHگراد، 

  .نشان داده شده است ساعت گرماگذاري
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اعداد داخل . Neighbor-Joiningو براساس روش  MEGA. 5با استفاده از نرم افزار  Cas se5ترسيم درخت فيلوژني سويه مخمري  -6شكل 
  .انتخاب شده است outgroup به عنوان Trichosporon brassicae . پرانتز مربوط به شماره قابل دستيابي در بانك ژن مي باشد

  

 

 
. در محيط بافري فسفات Cas se5سويه   Trichosporonنمودارهاي اثر عاملهاي مختلف بر ميزان حذف سلنيت توسط مخمر بومي  -7شكل

  .نمايش داده شده استصورت خطاي معيار ه خطاهاي آزمايش بآزمايشات سه بار تكرار شده است و 

 Trichosporon loubieri (KC254110)  
 Trichosporon mycotoxinivorans (JQ266092) 

 Trichosporon cacaoliposimilis (HM802134) 
 Trichosporon laibachii (JX847750) 
 Trichosporon akiyoshidainum (DQ914693)  
 Trichosporon multisporum (EU675993) 

 Trichosporon chiropterorum (AB180197) 
 Trichosporon sp. (JX270347) 

  ►Isolate Cas se5 (KT033396) 
 Trichosporon vadense (NR_077065) 

 Trichosporon siamense (AB164370) 
 Trichosporon montevideense (GU299461) 

 Trichosporon otae (AB180196) 
 Trichosporon veenhuisii (KP132874) 

 Trichosporon scarabaeorum (NR_077066)  
 Trichosporon brassicae (NR_073251) 

80 

75

63 

92

73 

83 

98

97 

90

73 

84

94
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) درصد 12/24(نتايج نشان داد كه بالاترين درصد حذف 
حذف . گرم در ليتر مشاهده شده است 35در غلظت 

سلنيت توسط مخمر بومي جداسازي شده در غلظتهاي 
مختلف نمك كلريد سديم در محيط بافري فسفات حاوي 

گرم در ليتر توده سلولي،  35گرم در ليتر يون سلنيت،  10
 rpm، دور شيكر 8/5برابر  pHاد، درجه سانتي گر 28دماي 

 c7ساعت گرماگذاري در نمودار شكل  24و پس از  150
نتايج نشان داد كه غلظتهاي نمك بر . نشان داده شده است

ميزان حذف در محيط فاقد . ميزان حذف بسيار موثرند
درصد بوده است اين در حالي است كه در  89/24نمك 

درصد  78/39درصد نمك كلريد سديم،  5/2حضور 
  .سلنيت از محيط واكنش حذف شده است

 

 
گرم در ليتر يون  10در محيط بافري فسفات حاوي   Trichosporonنمودار اثر زمان گرماگذاري بر ميزان حذف سلنيت توسط مخمر بومي -8شكل 

در دور زماني  rpm 100درجه سانتي گراد و دور شيكر  30، دماي 4/7برابر  pHد سديم، درصد نمك كلري 5/2گرم در ليتر توده سلولي،  35سلنيت، 
  .نمايش داده شده استصورت خطاي معيار ه خطاهاي آزمايش بآزمايشات سه بار تكرار شده است و . ساعت 84

در حذف  8/7تا  8/5محدوده در هاي مختلف  pHاثر 
در محيط بافري  تريكوسپورونسلنيت توسط مخمر بومي 

گرم در  35گرم در ليتر يون سلنيت،  10فسفات حاوي 
درجه  28درصد كلريد سديم، دماي  5/2، توده سلوليليتر 

ساعت  24و پس از  rpm 150سانتي گراد، دور شيكر 
نتايج نشان . نشان داده شده است d7در شكل  گرماگذاري
درصد از  44/50مخمر مذكور  8/7بهينه  pHداد كه در 

سلنيت موجود در محيط واكنش زيست تبديلي را تحت 
گرم در  10(شرايط بهينه شده از نظر غلظت اوليه سلنيت 

و غلظت ) گرم در ليتر 35(توده سلولي ، غلظت اوليه )ليتر
را حذف كرده ) ميحج/درصد وزني 5/2(كلريد سديم 

اثر دماهاي مختلف در حذف سلنيت توسط مخمر . است
گرم  10غربال گري شده در محيط بافري فسفات حاوي 

 5/2، توده سلوليگرم در ليتر  35در ليتر يون سلنيت، 
و  rpm 150، دور شيكر  4/7برابر  pHدرصد كلريد سديم، 

قابل مشاهده  e7در شكل  گرماگذاريساعت  24پس از 
درجه  25نتايج نشان داد كه راندمان حذف در دماي . تاس

درجه سانتي گراد  30درصد، دماي  12/45سانتي گراد 
درصد  12/34درجه سانتي گراد  35درصد و دماي  11/52

درجه سانتي گراد براي  30مي باشد كه بيانگر دماي بهينه 
در نمودار . حذف سلنيت توسط سويه مورد مطالعه است

دور شيكر هاي متفاوت در حذف سلنيت ، اثر f7شكل 
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توسط مخمر مورد بررسي در محيط بافري فسفات حاوي 
، توده سلوليگرم در ليتر  35گرم در ليتر يون سلنيت،  10
درجه  30، دماي 4/7برابر  pHدرصد كلريد سديم،  5/2

نشان داده شده  گرماگذاريساعت  24سانتي گراد و پس از 
طور كه در شكل قابل مشاهده است بيشترين  همان. است

 rpmدر دور شيكر ) درصد 44/63(ميزان حذف سلنيت 
ثر ؤصورت گرفته كه حكايت از بهينه فعاليت آنزيم م 100

احتمالي در حذف سلنيت در مقدار مشخصي از اكسيژن 
در نهايت پس از بهينه سازي شرايط واكنش حذف . دارد

املي و پيدا نمودن زيستي سلنيت از طريق روش تك ع
 گرماگذارياثر زمان مقادير مناسب از پارامترهاي واكنش، 

). 8شكل (بر راندمان حذف مورد بررسي قرار گرفت 
ساعت گرماگذاري،  72آمده پس از  به دستبراساس نتايج 

 Cas se5ي در حالت استراحت سويه مخمري سلولها
درصد از سلنيت موجود در محيط  93بيش از  ندتوانست

ند كه حكايت از پتانسيل مناسب نزيست تبديلي را حذف ك
كاتاليزور ميكروبي مذكور در حذف سلنيت سمي از 

 .ي واكنش داردمحيطها

  و نتيجه گيريبحث 
با توجه به گسترش روز افزون صنايع و افزايش آلودگيهاي 
محيطي نياز به رفع خطرات ناشي از اين آلودگيها محسوس 

ازجمله اين آلودگيها، فلزات سنگين و شبه فلزات . است
و زباله ها وارد كانالهاي آب  پسابهااست كه از طريق دفع 

آلودگي با فلزات . گردند و در نتيجه زنجيره غذايي مي
بنابراين . باشد محيطي جدي مي  سنگين مساله زيست

ها جهت حذف فلزات  شناخت توانمندي ميكرواورگانيسم
از مكانهاي آلوده، آنها را به عنوان كاتاليستهاي ارزان و 

سمي معرفي كرده مناسب جهت پالايش و حذف فلزات 
توانايي جذب سطحي و اصلاح زيستي اكسي آنيون . است

سمي سلنيت توسط ميكروارگانيسم ها منجر به توجه 
خاص پژوهشگران به مطالعه انواع باكتريها، كپك هاي 
رشته اي، مخمرها و جلبكها در جهت زيست پالايي 

ي پسابهاتركيب سمي سلنيت از محيط زيست به ويژه از 
. ضلابهاي آلوده و آبهاي آشاميدني شده استصنعتي، فا

ميكروارگانيسم ها مكانيسمهاي متفاوتي در جهت سم 
ي سلنيوم و جلوگيري آنيونهازدايي محيط زيست از اكسي 

از اثرات سمي شديد آنها بر موجودات زنده دارند كه از آن 
جمله مي توان به احياء كردن، متيله كردن، رسوب دادن، 

بخير و تجمع داخل سلولي اشاره كرد تشكيل كمپلكس، ت
ميكروارگانيسم هاي ساكن در زيستگاههاي ). 7و  3(

شكي زي از نظر خصوصيات خدريايي نسبت به انواع 
 به طورفيزيولوژيك و تنوع متابوليك متفاوت بوده و 

معمول توانمندي بالايي در توليد فرآورده هاي فعال زيستي 
ي مدت ميكروارگانيسم با توجه به سازگاري طولان. دارند

هاي ساكن در زيست بوم دريايي با شرايط سخت محيطي 
ي مختلف نمك و عناصر غلظتها، فشار، pHاز نظر دما، 

كاتاليست هاي مبتني  به عنوانكمياب، كانديدهاي مناسب 
بر شيمي سبز براي مطالعات زيست پالايي ميكروبي 

از ميكروبهاي دريازي مي توان . محسوب مي شوند
ورت طبيعي و بدون نياز به دستكاري ژنتيكي براي بص

فلزات و ) متكي بر ميكروفلور بومي(زيست پالايي درجا 
در شرايط سخت محيطي بهره جست  شبه فلزات سمي

سواحل در اين تحقيق نمونه گيري از در اين راستا، ). 6(
جداسازي . انجام گرفتفارس درياي خزر و خليج 

مقاوم از طريق غني سازي و كشت  مخمرهاي دريازي
. صورت گرفتسلنيت حاوي ي جامد محيطهامستقيم در 
 5سويه مخمري با قابليت تحمل پذيري  37در مجموع 

از ميان . گرم در ليتر يون سمي سلنيت غربال گري شد
سويه مقاوم با 14سويه هاي مخمري جداسازي شده 

سويه  به عنوانقابليت احياي سلنيت به سلنيوم عنصري 
در سويه هاي برتر ميزان مقاومت . هاي برتر انتخاب شدند

سويه . ، ارزيابي شدسلنيت گرم در ليتر 22تا  6ي غلظتها
با بالاترين ) جدا شده از درياي خزر( Cas se5مخمري 
 به عنوان) ميلي مولار173معادل  گرم در ليتر 22(مقاومت 

قرار گرفت و تحت  مولكوليسويه برتر مورد شناسايي 
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در بانك  KT033396با شماره دسترسي  تريكوسپورون
توانايي حذف سلنيت  توسط مقاوم ترين . ژني ثبت شد

، از طريق اندازه گيري ميزان سلنيت Cas se5سويه مخمري 
باقي مانده در محيط واكنش زيست تبديلي تحت شرايط 

ي فعال از لحاظ سلولها(ي در حال استراحت سلولها
فاكتورهاي و در حضور ) متابوليكي و بدون قابليت رشد

براساس . محاسبه گرديد ثر بر فرآيند حذف ميكروبيؤم
ساعت گرماگذاري، مخمر  72پس از آمده،  به دستنتايج 

 93بومي تريكوسپورون جداسازي شده توانست بيش از 
درصد از سلنيت موجود در محيط واكنش زيست تبديلي را 

 عامليتحت شرايط بهينه شده از طريق بهينه سازي تك 
 78معادل ( g/L  10و ميزان سلنيت اوليه را از حذف كند
با ) ميلي مولار 5/5معادل ( g/L  7/0به حدود) ميلي مولار

 )ميلي مولار در ساعت 2معادل (g/L/h  26/0حذفنرخ 
تاكنون فرآيند زيست پالايي ميكروبي براي حذف . برساند
هاي فلزي و شبه فلزي در سويه هاي مخمري متعلق  آلاينده

 ، Saccharomyces  ،Yarrowia  ،Candidaبه جنسهاي

Rhodotorula  ،Cryptococcus ،Pichia ،
Schizosaccharomyces  وDekkera است  شده گزارش

پذيري گونه هاي مخمري و  در مطالعاتي تحمل). 14(
يافته ها . قارچي آسكوميست و بازيديوميست بررسي شد

نشان داد به طور كلي گونه هاي آسكوميست مقاومت 
در اين بين،  رشد . بالاتري به سلنيوم و تركيبات آن دارند

، Schizosaccharomyces pombeمخمرهايي از جمله 
Dekkera anomala  ،Cryptococcus chernovii، 

Candida silvae  وPichia norvegensis  وRhodotorula 

yakutica  ميلي مولار سديم سلنات  1ي كمتر از غلظتهادر
 Candidaاين در حالي است كه گونه هايي مثل . است

maltosa ،Cryptococcus curvatus ،Yarrowia 

lipolytica   ميلي مولار  از 10قادر به رشد در غلظت 
مطالعاتي در ارتباط با الگوي تحمل  .)9( سلنات بودند

پذيري بيوفيلمهاي تشكيل شده توسط سويه هاي مخمري 
نشان داد كه اين بيوفيلمها قادر به   Candidaمتعلق به جنس

اين مطالعه . باشند ميلي مولار سلنيت مي 125تحمل غلظت 
نشان داد تشكيل بيوفيلم اين سويه هاي مخمري جهت 
. حفاظت از ميكروارگانيسم در برابر اين ماده سمي است

فرآيند سم زدايي باعث بقاي مخمر در شرايط غلظت بالاي 
چنين در گزارشي كه توسط هم ).10(شود  سلنيوم مي

Ikram  ارائه گرديد چندين گونه از جنسBacillus  مقاوم
جداسازي شد ) گرم در ليتر 20حداكثر مقاومت (به سلنيت 

و توانايي حذف و احياي سلنيت در سويه هاي جدا شده 
مورد سنجش قرار گرفت و در اين بين بالاترين ميزان 

 97به ميزان  Bacillus pumilusحذف و احياء توسط سويه 
ميكروگرم بر ميلي ليتر سلنيت  500درصد با غلظت اوليه 

در مطالعه  ).12(ساعت گزارش شد  144سديم در مدت 
بر روي  2011ن در سال و همكارا Kurodaايي كه توسط 

انجام گرفت مشخص  Pseudomonas stutzeri NT-Iسويه 
شد كه اين سويه توانايي حذف و احياي سلنيت را دارا 

درصد از  95ساعت  18تواند در مدت زمان  بوده و مي
در مطالعه صورت  ).15(سلنيت را از محيط حذف كند 

، حداكثر تحمل Muthukumarو  Rajashreeگرفته توسط 
ميلي گرم در ليتر نسبت به سلنيت در سويه  75پذيري 

. مشاهده شد Saccharomyces cerevisiae I7مخمري 
درصدي همراه با  5/97سويه مخمري مذكور قابليت حذف 

ميلي گرم  50احياي يون سمي سلنيت را در غلظت بهينه 
اين بر اساس نتايج به دست آمده در ). 20(در ليتر دارا بود 
با توجه به اين  و پژوهشهاي ساير محققان  مطالعه و نتايج

، روشي مؤثر و زيست پالايي ميكروبيكه روش موضوع 
ي طبيعي محيطهااز  ي سميكم هزينه در حذف آلاينده ها

جداسازي  تريكوسپورونسويه مخمري  كه آنجااز و است 
به سلنيوم  ءصورت احياه حذف سلنيت ب شده توانايي
 كاربرد دو پژوهش اخيربنابراين  دارا مي باشد،عنصري را 

به عنوان يك را هم از مخمر بومي مذكور منظوره 
و هم ي آلوده سلنيتي محيطهاجهت حذف  كاتاليست بالقوه

به مخمري غني شده با سلنيوم توده زيستي براي توليد 
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بالا را پيشنهاد  افزودهارزش با يك محصول خوراكي  عنوان
  .مي كند

  قدردانيتشكر و 

اين پژوهش مستخرج از رساله كارشناسي ارشد خانم 
راضيه ارجمند تحت راهنمايي دكتر مراحم آشنگرف و با 
حمايت مالي و معنوي دانشگاه كردستان اجرا شده است كه 
بدين وسيله، مولفين اين مقاله مراتب تشكر و قدرداني 
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Abstract 

Application of microorganisms as natural and cost-effective catalysts to reduce and 
remove selenite from environment is remarkably on the rise. In the current study, 
potential of selenite resistant marine yeasts for the bioremediation of selenite-polluted 
sites was investigated. Samples were collected from regions in the Persian Gulf and the 
Caspian Sea. Isolation of the yeast strains was performed via enrichment cultures in 
media containing selenite. ELISA miocroplate was used to determine resistance patterns 
of the yeast strains to selenite. A colorimetric method has been developed for the 
evaluation of selenite removal. Molecular Characterization was performed based on 
amplification the ITS1-5.8S-ITS2 rDNA regions. The effect of different parameters 
such as initial concentrations of selenite, biomass, NaCl and initial pH, temperature, 
agitation as well as time of incubation on selenite removal efficiency was studied. 
According to the results obtained in the study, the highest selenite resistance (22 g/L) 
was found in the yeast strain Cas se5 isolated from Caspian Sea. The strain was 
identified to the genus Trichosporon.  Based on the results of selenite removal 
experiments, the yeast strain Cas se5 is capable remove 93% of selenite at initial 
concentration of 10 g/l with a removal rate of 0.26 g/L/h under initial concentrations of 
10 g/L of selenite, 35 g/L of biomass and 2.5% (w/v) NaCl and initial pH 7.4, 
temperature of 30º C and agitation rate of 100 rpm After a 72-hour incubation.This 
paper is the first report on isolation of Trichosporon genus with potential of selenite 
removal from Caspian Sea. The isolated yeast is expected to play an important role as 
catalyst for the remediation of selenite-contaminated waters and wastewaters.  

Key words: Resistance pattern, Bioremediation, Selenite, Trichosporon sp. Cas se5 


