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  چكيده

مخمر غني شده با سلنيوم     . اي آن در بسياري از جوامع مطرح است         اهميت تغذيه  وجودبا  يم غذايي   ژ كمبود سلنيوم در ر    ،امروزه :سابقه و هدف  
 آلي سـلنيوم راه حـل مناسـبي    شكل به عنوان يك منبع غني از  است،در محيط كشت غني از سلنيوم       ساكارومايسس سرويزيه   كه حاصل رشد    

هـاي مختلـف     در گروهيري بالا، قابليت هضم و جذب و كاربرد وسيعدسترسي، پايدا زيرا زيست .آيد براي جبران كمبود اين عنصر به حساب مي       
  .غذايي دارد

، )8/5و   C30(  ،pH) 5/4° و   C28°(در مطالعه حاضر با استفاده از طراحي پلاكت برمن اثر شرايط مختلف كـشت شـامل دمـا                    :هامواد و روش  
 µg/ml 15(، غلظت منبع سـلنيوم      ) گرم در ليتر   60 و   30( تلقيح   ، ميزان ) ساعت 48 و   24(، مدت تخمير    ) دور در دقيقه   160و130(همزن   دور
 مقـدار . در بيوترانسفورماسيون سلنيوم در مخمر مورد بررسـي قـرار گرفـت           )  ساعت 9 و 0( و زمان افزودن منبع سلنيوم به محيط كشت          )25و  

  .انجام شداي   روش جذب اتمي كورههسلنيوم در مخمر ب
چنـين مـدت    غلظت منبع سلنيوم، ميزان تلقيح، دماي كشت و زمان افزودن منبع سـلنيوم بـه محـيط كـشت هـم      نتايج نشان داد كه      :هايافته

بـا تغييـر سـطوح ايـن متغيرهـا          . هـستند  مؤثر بر بـازده نهـايي بيوترانـسفورماسيون سـلنيوم و تـشكيل سـلنيوم آلـي                   عواملتخمير به ترتيب    
  . حاصل شدmg/kg 05/269-27/93، 9/107 -6/287هاي مخمر در محدوده  ولبيوترانسفورماسيون سلنيوم و تجمع سلنيوم آلي در سل

  ؛ دور همـزن pH=8/5؛ C  28°دماي كـشت : بهترين شرايط توليد با حداكثر جذب و تجمع سلنيوم آلي در مخمر عبارت است از :گيري نتيجه

rpm 130 ساعت؛ ميزان تلقيح48؛ مدت تخمير  g/l 30؛ غلظت منبع سلنيوم  µg/ml25       9 و زمان افـزودن منبـع سـلنيوم بـه محـيط كـشت 
  .ساعت پس از شروع تخمير

  بيوترانسفورماسيون، پلاكت برمن سلنيوم ، مخمر، :واژگان كليدي

 مقدمه •
سلنيوم يكي از نادرترين عناصر روي زمين و يك تركيب          

هـا و    انـسان . كليدي براي حيات تمام موجـودات زنـده اسـت         
آن رشـد مناسـب و بقـاي طـولاني          توانند بدون    حيوانات نمي 
اكسيدان قـوي اسـت و نقـش         سلنيوم يك آنتي  . داشته باشند 

ــنش  ــي در واك ــل    مهم ــاي داخ ــسيداسيون و احي ــاي اك   ه
هـا و    ايـن عنـصر يكـي از اجـزاي سـلنوپروتئين          . سلولي دارد 

ــزيم  و Glutathione-peroxydaseهــاي مهــم بــدن ماننــد  آن
Iodothyronine 5-deiodinaseي اعمال دفـاعي   است كه برا

. ضـروري اسـت   .... اكسيداني و توليد هورمون تيروئيـد و        آنتي
شـود و    اين عنصر باعث كـاهش ذخيـره خـون تومورهـا مـي            

در نتيجـه، دريافـت     . بـرد  زا را از بـين مـي       هاي سرطان  سلول
) 1-3(ميزان كافي سلنيوم از نظر سلامتي حائز اهميت است          

سـيله حفـظ سـطح      دهند كه به و    هاي پيشين نشان مي    يافته
  توان برخي از انواع سرطان مناسب سلنيوم در رژيم غذايي مي

  ).4(پيشگيري كرد 
اي در رده عناصر معدني كمياب بـه         سلنيوم از نظر تغذيه   

 1979اهميـت آن در تغذيـه انـسان در سـال            . رود شمار مـي  
ايـن دانـشمندان    . توسط دانشمندان چينـي نـشان داده شـد        

تواند  هاي دارويي سلنيوم مي    ملگزارش كردند كه مصرف مك    
. پيـشگيري كنـد  ) Keshan disease(از ايجاد بيماري كـشان  
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٢٨

گيـر بـومي     بيماري كشان يك بيمـاري كارديوميوپـاتي همـه        
شايع در مناطق شمال غرب چين است كـه از نظـر سـلنيوم              

اطلاعات دربـاره نقـش سـلنيوم در تغذيـه          ). 5(فقير هستند   
يلادي افـزايش يافـت و در        م 1980انسان به سرعت در سال      

 مقدار دريافت توصيه شده روزانه آن براي زنان و          1989سال  
  شـده اسـت    ميكروگـرم پيـشنهاد      70 و   55مردان به ترتيب    

)7،  6.(  
اي انسان بـه سـلنيوم از طريـق          از آنجا كه نيازهاي تغذيه    

شـود، دريافـت سـلنيوم در        منابع گياهي و حيواني تامين مي     
سترس سلنيوم خاكي كه مـاده غـذايي        انسان به سطوح در د    

با توجه به اين كه شرايط آب       . در آن رشد يافته، بستگي دارد     
و هوايي مـسئول شـست و شـوي سـلنيوم و تركيبـات آن از                
خاك هستند، ميزان ايـن عنـصرممكن اسـت در محـصولات            

دسترسي  كشاورزي به دليل كمبود در خاك يا كاهش زيست        
هـاي غـذايي     استفاده از مكمل در نتيجه، ). 8،  9(كافي نباشد   

سلنيوم در مناطقي كه دريافت سلنيوم از طريق رژيم غـذايي           
اداره غـذا و     (FDA. شـود   در حد كـافي نيـست، توصـيه مـي         

ــا ســلنيوم   غنــي) داروي امريكــا ســازي غــذاي حيوانــات را ب
 تأييـد   ppm3/0در غلظـت    ) سلنيت سديم يا سلنات سـديم     (

  ).6(كرده است 
هاي سلنيوم به ويـژه      ي استفاده از مكمل   امروزه، تقاضا برا  

سـلنيوم  . روزافـزون شـده اسـت     ) سلنيوم آلي (مخمر سلنيوم   
اسـت؛ يعنـي در      آلي با الگوبرداري از طبيعـت سـاخته شـده           

ساختار اسيدهاي آمينه گـوگردار سـلنيوم جـايگزين گـوگرد           
بهترين شكل سلنيوم بـراي متابوليـسم       ). 10-13(شده است   

ايــن شــكل ســلنيوم ). 14، 15(اســت انــسان، ســلنومتونين 
تواند در توده سلولي مخمر رشد يافتـه در محـيط كـشت              مي

  ).11(حاوي سلنيوم معدني تجمع پيدا كند 
مخمــر ســلنيوم يــك محــصول مخمــري خــوراكي داراي 

-19(ميزان بالايي سلنيوم داخل سلولي و به شكل آلي است           
ها  يسمدهد كه برخي ميكروارگان    تحقيقات نشان مي  ). 11،  16

گيـري از قنـدهاي محلـول        تواند با بهره   به خصوص مخمر مي   
هاي آلي توده سلولي با محتواي بالاي پـروتئين توليـد            واسيد
كــه زيــست (توانــد ســلنيوم معــدني را  در ضــمن مــي. كنــد

كـه  (به شكل آلـي     ) دسترسي كمي دارد و بالقوه سمي است      
  ).20، 21(تبديل كند ) تر است تر و از نظر زيستي فعال ايمن

مخمــر يــك حامــل مناســب بــراي بيوترانــسفورماسيون  
ترين منايع سـلنيوم     يكي از اقتصادي  ). 22،  23(سلنيوم است   

آلي، مخمر رشد يافته در محيط كشت غني شده بـا سـلنيوم         

سويه مخمر مورد استفاده در توليد مخمـر غنـي          ). 21(است  
ساكارومايـسس  (شده با سـلنيوم، مخمـر نـانوايي اسـتاندارد           

چندين گروه مواد غـذايي را   FDA ).24  ،25(است ) سرويزيه
هـا تعريـف كـرده اسـت؛          جهت استفاده مخمر سلنيوم در آن     

ها، غـلات صـبحانه،       محصولات نانوايي، پودر نوشيدني   : شامل
  .محصولات لبني

علاوه بر اين، حداكثر سروينگ روزانه جهت استفاده ايـن          
افت سـلنيوم از هـر      بيني دري  موادغذايي به همراه سطح پيش    

حداكثر دريافت سلنيوم از طريق     . سروينگ تعيين شده است   
 كه كاملا ايمن    است ميكروگرم در روز     150اين منابع غذايي    
  ).25(تعريف شده است 

تا كنون در زمينه توليد مخمر غني شده بـا سـلنيوم              
حــداكثر ) Ferhance)2001 . مطالعــاتي انجــام شــده اســت

ساكارومايــسس در مخمــر نــانوايي ميــزان جــذب ســلنيوم را 
 در سطوح مختلف سلنيوم معدني به شـكل سـلنيت           سرويزيه

 و مـدت زمـان      C 27°سديم و سطوح تلقيح مختلف در دمـا         
حداكثر جذب سلنيوم بـا     .  ساعت بررسي كرد   24 و   8تخمير  
 سلنيوم به شكل نمك سلنيت به محيط        mmol 6/12افزودن  

 gr/l60 ن تلقـيح   ساعت و ميـزا 24كشت و تخمير در مدت 
در نهايت، مخمر نانوايي غني شـده بـا سـلنيوم           . مشاهده شد 

 ).8( حاصل شد µg Se/g Yeast 1550 ± 35حاوي 
Olena  فرايند توليد نان غنـي شـده   ) 2008( و همكاران

با مخمر نانوايي حاوي سلنيوم بالاي داخل سلولي و به شـكل   
 ـ  100آلي را بررسي كردند و نشان دادند كـه           ان رولـي   گـرم ن

گندم آماده شده با مخمري كه در محيط كشت حاوي سديم           
 سـلنيوم بـه شـكل    µg 50هيدروسلنيت رشد كـرده، حـدود     

 ). 10(سلنومتيونين دارد 
Hongfei  عامـل دمـا،  3اثـر  ) 2010(  و همكاران  pH  و

 غنـي   ساكارومايسس سـرويزيه  حجم فرمانتور بر توليد مخمر      
 Response Surface(اسـخ  شده با سلنيوم را به روش رويه پ

Methodology (   ــا ــي دم ــه وقت ــد ك ــد و يافتن بررســي كردن
°C4/27 8/5 و=pH و حجــم محــيط كــشت ml4/89 ،باشــد 

بيـشترين  . توليد مخمر غني شده با سلنيوم بهينه خواهد بود        
 حاصـل شـد     mg/l9/5هاي مخمـري     جذب سلنيوم در سلول   

)13.(  
ده اسـت   طراحي آزمايش بر اساس اصول آماري ثابت كـر        

، 27(سازي شرايط كـشت اسـت    كه ابزار ارزشمندي در بهينه   
اين طراحي به تعدادي آزمايش محـدود و كارآمـد نيـاز            ). 26
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29 
مفيد بودن اين طراحي در واقع به دليل معين كردن اثر    . دارد

  .طور مستقل بر پاسخ سيستم است تعداد متغير زياد به 
ر مستقل مؤثر بر     متغي 7بار اثر    در اين مطالعه براي اولين      

 متغير وابـسته    3زمان بر     توليد مخمر غني شده با سلنيوم هم      
بازده نهايي تـوده سـلولي، بـازده نهـايي بيوترانـسفورماسيون         

هـاي   سلنيوم و محتوي سلنيوم آلـي تجمـع يافتـه در سـلول            
چنين، در اين تحقيق كـاربرد        هم. مخمري بررسي شده است   

گري بـراي ارزيـابي     پلاكت برمن به عنـوان يـك طـرح غربـال          
شـامل مـدت زمـان تخميـر، زمـان          ( متغيـر    7اهميت نسبي   

افزودن منبع سلنيوم به محيط كشت مخمـر، غلظـت منبـع            
بـر متغيرهـاي    )  و دمـا   pHسلنيوم، ميزان تلقيح، دور همزن،      

 مخمـر ساكارومايـسس   هـاي    وابسته مـورد آزمـون در سـلول       
بي شـده   غني شده با سلنيوم براي اولـين بـار ارزيـا          سرويزيه  

  .است
  ها مواد و روش •

از ) مخمــر نــانوايي (ساكارومايــسس ســرويزيهمخمــر : مــواد
 بـه صـورت مخمـر خـشك فعـال           Lesaffreشركت فرانسوي   

)active dried yeast (   و سلنيت سديم مورد اسـتفاده جهـت
 خريـداري  Sigmaسازي محيط كشت مخمـر از شـركت         غني
ام آزمـايش از    ساير مواد شيميايي استفاده شـده در انج ـ       . شد

  . تهيه شدMerckشركت آلماني 
مـلاس نيـشكر بـا آنـاليز        : سازي محيط كشت پايـه      آماده

 57/88 بريكس   و319مطابق استاندارد ملي ايران به شماره 

توسط آب مقطر رقيق و بـه       1به1درجه بومه تقريبا به نسبت      
. منظور حذف مواد معلق با استفاده از قيف بوخنر صـاف شـد            

 تنظـيم   C°20 درجه بومه در دماي      40ن در   سپس بريكس آ  
  .شد

مخمـر نـانوايي     :تهيه محـيط كـشت و شـرايط تخميـر         
 منظور توليـد تـوده سـلولي غنـي            به ساكارومايسس سرويزيه 

سطوح مختلـف مخمـري بـه       . شده با سلنيوم كشت داده شد     
ــدت     ــه م ــيح ب ــه تلق ــوان ماي ــاعت در 48 و 24عن  100 س

هاي متفاوت منبع    غلظت و   pHكشت داراي    ليتر محيط    ميلي
سلنيوم در دستگاه انكوباتور شيكردار تحـت دمـاي كـشت و            

مـلاس نيـشكر اسـتريل بـا        . دور همزن مختلـف كـشت شـد       
اجزاي . به عنوان محيط كشت پايه استفاده شد      % 40بريكس  
 g/l33/1 : هاي مغذي دهنده محيط كشت شامل نمك تشكيل

  تيــامين، g/l2/0  كلريــد منيــزيم، g/l 16/1كلريــد روي، 

g/l025/0 ،كلسيم پانتوتنات  g/l15  ،سيترات سـديم  g/l10 
جهت بهبود رشد و جذب سلنيوم و آمونيوم        ) سديم گلوتامات 

محـيط كـشت   pH كننـده   به عنوان منبع نيتـروژن و تنظـيم  
هـاي   سلنيوم به صورت محلول سلنيت سديم در غلظت  . است
 اضافه كشت هاي مختلف به محيط  در زمانµg/ml 25  و 15
در نهايت، ميزان رشد مخمر در محـيط كـشت غنـي از             . شد

هـاي مخمـري     گيـري دانـسته سـلول      سلنيوم به وسيله اندازه   
 نـانومتر   540توسط دستگاه اسـپكتروفتومتر در طـول مـوج          

  ).10(تعيين شد 
گيري ميـزان بيوترانـسفورماسيون سـلنيوم در         اندازه
پـس از   سوسپانسيون مخمري غني شده بـا سـلنيوم          :مخمر

 به مدت   g 3000×(دار   عمل تخمير توسط سانتريفوژ يخچال    
از محيط كـشت جـدا شـده و بـه      ) C°25دقيقه در دماي    15

منظور جداسازي سلنيوم معدني متصل شده به ديواره سلولي      
سه مرتبه با آب ديونيزه شسته و سانتريفوژ و سـپس توسـط             
دستگاه خشك كن انجمادي تا رسيدن به وزن ثابت، خـشك           

  . دش
 منظور تعيين ميزان سلنيوم جذب شده در متابوليسم          به
. اي اسـتفاده شـد    هاي مخمر از روش جذب اتمي كـوره        سلول

 10 گــرم پــودر مخمــر غنــي شــده بــا ســلنيوم توســط  2/0
 15 به مـدت     C105°ليتر اسيد نيتريك غليظ در دماي        ميلي

بررسي . هضم و سپس خنك شد) در داخل بالن هضم (دقيقه  
ليتـر اسـيد       ميلـي  2 دقيقه با    10ل هضم به مدت     تكميل عم 

 حـرارت داده شـد پـس از         C80°كلريدريك غليظ در دمـاي      
و با آب ديونيزه به حجم      ) mµ45/0( فيلتر شده    ،خنك شدن 

بـه دسـتگاه     كل   گيري سلنيوم  ثابت رسانده شد و براي اندازه     
گيـري محتـوي     جهت انـدازه  . اي تزريق شد   جذب اتمي كوره  

 گرم پودر مخمر سلنيوم 2/0 ،كيل شده مخمرسلنيوم آلي تش 
 ساعت در حمام جوش قرار گرفت و پس از خنـك         1به مدت   

سـپس محلـول، سـانتريفوژ      . شدن به حجم ثابت رسانده شد     
و محول رويي از فيلتـر      )  دقيقه 15 به مدت    g 8300×(شده  

اي  عبور داده شد تا براي تزريق به دستگاه جذب اتمي كـوره           
اسبه اختلاف سلنيوم تام و سلنيوم معـدني،        با مح . آماده شود 

ميزان بازده نهايي سلنيوم آلي در مخمـر سـلنيوم بـه دسـت              
  ).13(آمد 

به منظور تعيـين عوامـل مـؤثر در فراينـد       : طراحي آزمايش 
پلاكـت بـرمن    سازي مخمر با سـلنيوم، از طـرح آمـاري    غني

PBD )Plackett-Burman Design  (ــد ــتفاده ش ــذا . اس  7ل
بــازده نهــايي رشــد ســلولي مخمــر،     ر بــر مــوثمتغيــر 

بيوترانسفورماسيون سلنيوم و ميزان سلنيوم جـذب شـده در          
مدت زمان تخمير، زمان افـزودن منبـع         (مخمر به شكل آلي   
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٣٠

سلنيوم به محيط كشت مخمر، غلظت منبع سـلنيوم، ميـزان         
 در دو سـطح     1به شرح جدول    )  و دما  pHتلقيح، دور همزن،    

  .انتخاب شدند
 PBDمؤثر برتوليد مخمر سلنيوم در غيرهاي مت. 1جدول

 (+)سطح زياد  )-(سطح كم  متغيرها 
A  مدت زمان تخمير)h( 24 48 
B  زمان افزودن منبع سلنيوم)h( 0 9 
C   غلظـــت منبــــع ســــلنيوم

(µg/ml) 
15 25 

D ميزان تلقيح(g/l)  30 60 
E  دور همزن(rpm) 130 160 
F pH 5/4 8/5 
G  دما(°C) 28 30 

 
مـورد اسـتفاده در ايـن        PBD طرح هشت تايي     2جدول

هاي مثبت و  علامت. دهد تحقيق را با اعداد كد شده نشان مي
هـر متغيـر    براي  سطح بالا و پايين     نمايانگر  منفي در جدول،    

هاي قبلي و يا مـرور         انتخاب سطوح با استفاده از تجربه      .است
الا يـا   منابع به نحوي انتخاب شده است كه يكي از دو سطح ب           

 بـراي تجزيـه و      .پايين حدود نقطه بهينه احتمالي قرار گيـرد       
 Minitab11تحليل اطلاعـات بـه دسـت آمـده، از نـرم افـزار               

 به دست آمده بـراي هـر متغيـر، كـاملا     pمقدار . استفاده شد 
) p>05/0≤ 01/0( بـودن  دار معني، )p≥01/0( بودن دار معني

روي هريـك از    اثـر آن متغيـر      ) p<05/0( نبـودن    دار معنيو  
بـازده نهـايي رشـد سـلولي مخمـر، بـازده نهـايي              ( هـا    پاسخ

بيوترانسفورماسيون سلنيوم، محتوي سلنيوم آلي جذب شـده        
  .كند را مشخص مي) در مخمر به شكل آلي

  

  PBDتايي  طرح هشت.2جدول
 A B C D E F  G آزمايش

1 -1 -1 1 -1 1 1 1 
2 1 -1 -1 1 -1 1 1 
3 1 1 -1 -1 1 -1 1 
4 1 1 1 -1 -1 1 -1 
5 -1 1 1 1 -1 -1 1 
6 1 -1 1 1 1 -1 -1 
7 -1 1 -1 1 1 1 -1 
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 

  
  هايافته •

در اين مطالعه امكان غني سازي مخمر با سـلنيوم مـورد            
به منظور بررسي عوامل مـؤثر بـر فراينـد          . بررسي قرار گرفت  

يي از طـرح عـاملي      بيوترانسفورماسيون سلنيوم در مخمر نانوا    
اثر متغيرهـاي مختلـف فراينـد بـر         . پلاكت برمن استفاده شد   

  . هاي مخمر تعيين شد ميزان جذب سلنيوم در سلول
ــايي      ــازده نه ــلولي، ب ــوده س ــايي ت ــازده نه ــانگين ب مي
بيوترانسفورماسيون سلنيوم و مقدار سلنيوم آلي تجمع يافتـه         

 نـشان   3هـا در جـدول      هاي مخمري هريك از تيمار     در سلول 
  .داده شده است

 بــه ترتيــب مقايــسه بــين تيمارهــاي  2 و 1نمودارهــاي 
مختلــف آزمــايش از نظــر بــازده نهــايي بيوترانــسفورماسيون 

هاي مخمر   سلنيوم و مقدار سلنيوم آلي تجمع يافته در سلول        
و بازده نهايي رشد توده سلولي بر طبق طرح پلاكت بـرمن را             

ــي  ــشان م ــد ن ــودار . . دهن ــست3در نم ــك از   همب ــر ي گي ه
  . پاسخ سيستم نشان داده شده است3متغيرهاي فرايند با 

 سلنيوم آلي تجمع يافته در مقدار نتايج ميانگين بازده نهايي توده سلولي، بازده نهايي بيوترانسفورماسيون سلنيوم و .3جدول
  هاي مخمر در طراحي پلاكت برمن سلول

  بازده نهايي رشد سلولي آزمايش
(g/l) 

سفورماسيون سلنيوم نايي بيوترابازده نه
)mg/kg( 

 سلنيوم آلي تجمع يافته در مخمر 
)mg/kg( 

1 59/47 55/232 82/213 
2 50/72 20/181 77/174 
3 83/38 55/232 75/222 
4 69/53 65/287 05/269 
5 77/65 05/224 4/215 
6 37/98 20/145 92/139 
7 37/98 90/107 27/93 
8 32/46 55/130 32/123 
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  هاي مختلف انجام شده طبق طرح پلاكت برمن طي آزمون)  رنگمشكينمودار (مخمري 
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   انجام شده طبق طرح پلاكت برمنهاي مختلف  مقايسه بازده نهايي توده سلولي طي آزمون.2نمودار 

  
  هاي سيستم  همبستگي هريك از متغيرهاي فرايند با پاسخ.3نمودار

A: مدت زمات تخمير  
:B زمان افزودن منبع سلنيوم   

 :C غلظت منبع سلنيوم  
 : Dميزان تلقيح  

 :E دور همزن  
pH :G   

F :دماي كشت  
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٣٢

رد بررسـي بـر بـازده نهـايي         بررسي اثر متغيرهاي مو   
بيوترانسفورماسيون سـلنيوم و مقـدار سـلنيوم آلـي          

 متغيـر   7تأثير هريك از    : هاي مخمر  تجمع يافته در سلول   
مورد بررسي بر بـازده نهـايي بيوترانـسفورماسيون سـلنيوم و            

هاي مخمري همـراه     مقدار سلنيوم آلي تجمع يافته در سلول      
  .  نشان داده شده است5 و 4هاي  با ضريب مربوطه در جدول

نتايج به دست آمده در اين تحقيق نشان داد كـه غلظـت             
منبع سلنيوم، ميزان تلقيح مخمر، دما، زمـان افـزودن منبـع            

 داري معنـي سلنيوم به محيط كشت و مدت زمان تخمير اثـر           
روي بازده نهايي بيوترانسفورماسيون سلنيوم و مقدار سلنيوم        

  .خمر داشتندهاي م آلي تجمع يافته در سلول
بازده نهايي جذب سلنيوم و مقدار سلنيوم جذب شده به          
شكل آلي با غلظـت سـلنيوم در محـيط كـشت در محـدوده               

). 3نمـودار   (تغييرات مورد بررسي همبستگي مثبت داشـتند        
يعني با افزايش غلظت منبع سلنيوم در محيط كشت افزايش          

 سـلنيوم   داري در بازده نهايي بيوترانسفورماسيون      كاملا معني 
هاي مخمر مشاهده  و مقدار سلنيوم آلي تجمع يافته در سلول      

  ).p≥01/0(شد 
داري در بازده     با افزايش ميزان تلقيح، كاهش كاملا معني      

نهايي بيوترانسفورماسيون سلنيوم و مقدار سلنيوم آلي تجمع        
دهنـده   كه نشان) p≥01/0(هاي مخمر رخ داد      يافته در سلول  

 متغير  2يير مستقل ميزان تلقيح و      همبستگي منفي بين متغ   
وابسته مورد آزمون در محدوده تغييرات مورد بررسـي اسـت           

  ). 3نمودار (
ــر كــاملا معنــي  ــازده نهــايي  دمــاي كــشت اث ــر ب داري ب

بيوترانسفورماسيون سلنيوم و مقدار سلنيوم آلي تجمع يافتـه         
ــزايش دمــاي كــشت،  . هــاي مخمــر داشــت در ســلول ــا اف ب

گيـري سـلنيوم آلـي در        سلنيوم و شـكل   بيوترانسفورماسيون  
  ).p≥01/0(هاي مخمر افزايش يافت  سلول

زمان افزودن منبـع سـلنيوم بـه محـيط كـشت از ديگـر               
زمـان افـزودن   .  پاسخ مورد بررسـي بـود    2متغيرهاي مؤثر بر    

داري بر بـازده نهـايي       منبع سلنيوم به محيط كشت اثر معني      
 آلي تجمع يافتـه     بيوترانسفورماسيون سلنيوم و مقدار سلنيوم    

نتايج نشان ). p>05/0≤ 01/0(هاي مخمري  داشت  در سلول
 ساعت پس از شـروع تخميـر        9داد كه افزودن منبع سلنيوم      

تواند سبب بهبود جـذب       مي) يعني در مرحله رشد لگاريتمي    (
گيـري سـلنيوم    هاي مخمر و همچنين شكل   سلنيوم در سلول  

  . شود آلي 
دار در    فـزايش معنـي   افزايش مدت زمـان تخميـر سـبب ا        

گيـري   چنـين شـكل     هاي مخمر و هم    جذب سلنيوم در سلول   
  ).p>05/0≤ 01/0(سلنيوم آلي شد 

 pHتمام فرايندهاي سـلولي و متابوليـسمي تحـت تـأثير           
 محـيط   pH. اسـت ) غلظت يون هيـدروژن در محـيط مـايع        (

توانــد بــر عملكــرد ديــواره ســلولي، ســاختمان و  كــشت مــي
هـا و بيوسـنتز محـصول        مورفولوژي سلولي، جذب ريزمغـذي    

 محيط، بـازده نهـايي رشـد سـلولي          pHبا افزايش   . مؤثر باشد 
در نتيجه، با افـزايش بـازده   ). p>05/0≤ 01/0(افزايش يافت 

ي هـا  نهايي توده سلولي، جذب سلنيوم در متابوليـسم سـلول         
  .افزايش يافت) p<05/0(مخمري و تشكيل سلنيوم آلي 

نتايج تحقيـق حاضـر نـشان داد بـا افـزايش سـرعت دور               
ــه 130همــزن از  ــسفورماسيون 160 ب  دور در دقيقــه بيوتران

  ).p<05/0(يافت  گيري سلنيوم آلي كاهش  سلنيوم  و شكل
هاي مخمر به شكل آلي يا معدني تجمع  سلنيوم در سلول 

اي مايل به زرد تا صـورتي و قرمـز           كه رنگ قهوه  كند    پيدا مي 
مقدار سلنيوم معـدني شـكل      . دهد به سوسپانسيون مخمر مي   

اي نبـود   هاي مخمر در تحقيق حاضر به اندازه گرفته در سلول  
 دهـاي مخمـر ايجـا      در سلول %) 25بيش از   (كه رنگ صورتي    

بـه   مايلاي   قهوهها    هاي مخمر در همه نمونه     رنگ سلول . كند
هـاي   مقدار سلنيوم معدني شـكل گرفتـه در سـلول         . بود زرد

  .به دست آمد% 6مخمري در حدود 
بررسي اثر متغيرهاي مورد بررسي بر بازده نهايي رشد         

 متغير مورد بررسي بر بازده نهـايي        7تأثير هريك از    : سلولي
 نـشان داده    6توده سلولي همراه با ضريب مربوطه در جـدول          

 بـه ترتيـب     pH، دور همـزن،     ميـزان تلقـيح، دمـا     . شده است 
داري در    عوامل مؤثر بر رشد سـلولي بودنـد كـه تـأثير معنـي             

  .افزايش بازده نهايي رشد توده سلولي داشتند
با افزايش غلظت سلنيوم، رشد مخمر در محيط كشت تـا           

ــت  ــزايش ياف ــدودي اف ــه و   . ح ــيدهاي آمين ــنتز اس ــرا س زي
ن مايـه  بـه عنـوا  ( ها در مخمر با ميزان بلـوغ خـاص        پروتئين
 طور مؤثر و كاراتري      تواند به  تر است و مي     نسبتا سريع ) تلقيح

ــد ــين ســميت ســلنيوم روي  هــم. ســلنيوم را جــذب كن چن
هاي مخمر رشد يافته اثر نسبتاً كمتري دارد، در حـالي            سلول

توانـد در مـورد اسـتفاده از       كه جلوگيري از رشد سـلولي مـي       
در نتيجـه،   . كشت ميكروبي به عنوان مايه تلقيح ديـده شـود         

هاي مخمري با بلوغ رشدي معين به عنـوان          استفاده از سلول  
مايه تلقيح دليل اين مقاومت نـسبت بـه سـلنيوم در محـيط              

بنابراين سلنيوم نه تنهـا     .  بوده است  µg/ml25كشت تا مقدار    
هاي مخمر جلـوگيري نكـرده، بلكـه در شـرايط      از رشد سلول  

زين گـوگرد در  كمبود گوگرد در محيط كشت، سلنيوم جـايگ    
.متابوليسم مخمر شده و رشد سـلولي را افـزايش داده اسـت            
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  *بازده نهايي بيوترانسفورماسيون سلنيوم در مخمر :  پاسخ– نتايج آماري پلاكت برمن .4جدول 

 t-value p-value ضريب متغير اثر متغير  متغيرها

 h( 89/37 94/18 43/2 041/0(مدت زمان تخمير 
 h( 66/40 33/20 61/2 031/0( سلنيوم زمان افزودن منبع

 31/59 66/29 81/3 005/0 (µg/ml)غلظت منبع سلنيوم 
 24/56- 12/28- 61/3- 007/0 (g/l)ميزان تلقيح 

 31/26- 16/13- 69/1- 130/0 (rpm)دور همزن 
pH 24/19 62/9 24/1 252/0 
 76/49 88/24 20/3 0013/0 (C°)دما 

*t-value05/0 و 7ساس درجه آزادي  محاسبه شده بر ا = αباشد  مي.  
  

  *هاي مخمر  محتوي سلنيوم آلي تجمع يافته در سلول:  پاسخ– نتايج آماري پلاكت برمن .5جدول 
 t-value p-value ضريب متغير اثر متغير متغيرها

 h( 17/40 08/20 64/2 030/0(مدت زمان تخمير 
 h( 16/37 58/18 44/2 040/0(زمان افزودن منبع سلنيوم 

 02/56 01/28 68/3 006/0 (µg/ml)غلظت منبع سلنيوم 
 39/51- 70/25- 38/3- 010/0 (g/l)ميزان تلقيح 

 19/28- 10/14- 85/1- 101/0 (rpm)دور همزن 
pH 38/12 19/6 81/0 439/0 
 29/50 15/25 31/3 011/0  (C°)دما

*t-value 05/0 و 7 بر اساس درجه آزادي = α  استمحاسبه شده.  
  

  *بازده نهايي توده سلولي :  پاسخ – نتايج آماري پلاكت برمن .6جدول
 t-value p-value ضريب متغير  اثر متغير  متغيرها

 h( 337/1 668/0 97/0 360/0(مدت زمان تخمير 
 h( 030/2- 015/1- 48/1- 178/0(زمان افزودن منبع سلنيوم 

 348/2 174/1 71/1 126/0 (µg/ml)غلظت منبع سلنيوم 
 145/37 572/18 00/27 000/0 (g/l)ميزان تلقيح
 225/11 612/5 16/8 000/0 (rpm)دور همزن

pH 715/5 857/2 15/4 003/0 
 017/18- 008/9- 09/13- 000/0 (C°)دما

*t-value 05/0 و 7 بر اساس درجه آزادي = αاست محاسبه شده .  
  

  بحث •
 سـلنيوم بـه     طبق مطالعات انجام شده، افـزايش دريافـت       

صورت مخمر سلنيوم بـه عنـوان يـك روش بـسيار مناسـب،              
ايمن و زيست دسترس در غني سازي مواد غـذايي شـناخته            

زيرا در اين روش يك سد بيولوژيك بين سـلنيوم          . شده است 
چنـين، مخمـر بـه        هم. كننده وجود دارد    معدني و فرد مصرف   

تيـو  عنوان يك نمونه شامل شكلي از سلنيوم با خاصيت بيواك         
  ). 10(بالا انتخاب شده است 

در  S. cerevisiaeمخمر سلنيوم محصول تخمير هـوازي  
منبع سـلنيوم بـه شـكل نمـك         . محيط غني از سلنيوم است    

دما، . شود  به محيط كشت افزوده مي    ) سلنيت سديم (سلنيوم  
pH            غلظت منبع سلنيوم، زمان تزريق آن به محيط كـشت و ،

ب ســلنيوم و توليــد هــوادهي در رشــد بهينــه مخمــر و جــذ
  ).24، 25(حداكثر توده سلولي مؤثر هستند 

در محـيط كـشت،   ) سـولفور (تحت شرايط كمبود گوگرد    
  ).8(كند  مخمر، سلنيوم را به عنوان جايگزين جذب مي
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غلظت سلنيوم در محيط كـشت از عوامـل تأثيرگـذار بـر             
و همكـاران    Olena. رشد مخمر غنـي شـذه بـا سـلنيوم بـود           

لعه خود گـزارش كردنـد كـه غلظـت منبـع            در مطا ) 2008(
سلنيوم در محـيط كـشت عامـل جلـوگيري كننـده از رشـد               

  ).10(مخمر است 
Ferhance     اي شـكل    از خميرمايـه خامـه     در مطالعه خود

)yeast cream (وي معتقد . به عنوان مايه تلقيح استفاده كرد
هاي مخمر با بلوغ رشدي معين بـه         است كه استفاده از سلول    

فاده از كـشت ميكروبـي سـبب مقاومـت بيـشتر در             جاي است 
چنـين، قابليـت جـذب       هـم . شـود   مقابل سميت سلنيوم مـي    

  ). 8(ها بيشتر است  سلنيوم در اين سلول
در تحقيق حاضر از مخمر خشك فعـال بـه عنـوان مايـه              

 Ferhanceنتايج اين مطالعـه بـا تحقيـق         . تلقيح استفاده شد  
  .مطابقت داشت

هرچـه  ) 2010(و همكـاران  Marinescu طبـق مطالعـات  
هـاي مخمـري بيـشتر باشـد،         تجمع سلنيوم معدني در سلول    

). 28(تـر خواهـد شـد        هـاي مخمـر قرمـز رنـگ        رنگ سـلول  
Suhajda    دريافتند كه تجمع سلنيوم بـه      ) 2000( و همكاران

سبب ايجاد رنگ صورتي    % 25شكل معدني به ميزان بالاتر از       
در ). 11(شــود  هــاي مخمــري مــي و ســپس قرمــز در ســلول

هاي مخمـر در     تحقيق حاضر، تجمع سلنيوم معدني در سلول      
اي مايـل بـه      بود و رنگ سوسپانسيون مخمر قهـوه      % 6حدود  

 . زرد مشاهده شد
Ponce de Leon  گزارش كردند كـه  ) 2002(و همكاران

با افزايش غلظت منبـع سـلنيومي در محـيط كـشت، جـذب              
سلنيوم آلـي   چنين تشكيل     هاي مخمر و هم    سلنيوم در سلول  

ايـن نتـايج بـا      ). 12(يابـد    هاي مخمـر افـزايش مـي       در سلول 
  . مطابقت داشتPonce de Leonمشاهدات 

 Marinescuــاران  و ــود در  ) 2010(همك ــه خ در مطالع
 Saccharomyces uvarumسازي ميكروارگانيـسم   زمينه غني

با سلنيوم نتيجه گرفتند كه افزايش ميزان تلقـيح در محـيط            
هـاي مخمـر      جـذب سـلنيوم در سـلول       كشت سبب كـاهش   

در تحقيق خود گزارش كرد بـا   Ferhance اما ). 28(شود  مي

هـاي مخمـر و بـازده          ، جذب سلنيوم در سلول     g/l 60تلقيح  
 بيشتر بـوده اسـت   g/l45 نهايي رشد سلولي نسبت به تلقيح 

 مطابقت  Marinescuنتايج اين تحقيق با نتايج تحقيقات     ). 8(
  .داشت
  Hongfei  28،  24( عامل دمـا     3اثر  ) 2010(همكاران  و 

و حجـم محـيط     ) 7 و   4  ،5/5 (pH،  )گـراد    درجه سانتي  32و  
 100 و rpm160) (40 ،70بــا دورهمــزن ثابــت    (كــشت 

و افـزودن منبـع سـلنيوم بـا         % 10با ميزان تلقـيح     ) متر  ميلي
 را در بيوترانـــسفورماسيون ســـلنيوم در g/mlµ 15غلظـــت 

بيشترين جـذب سـلنيوم در      . ندهاي مخمر بررسي كرد    سلول
ــاي  ــشت  pH=8/5 و C 4/27°دم ــيط ك ــم مح  4/89 و حج

آنان معتقدند افزودن منبع سـلنيوم بـه     . ليتر حاصل شد    ميلي
هاي مخمـر در مرحلـه رشـد         محيط كشت هنگامي كه سلول    

).  13(دهـد     لگاريتمي هستند جذب سـلنيوم را افـزايش مـي         
  .ابقت داشت مطHongfeiنتايج تحقيق حاضر با مشاهدات 

به طور كلي، نتايج اين مطالعه نشان داد كه مخمر تحـت            
عمل بيوترانسفورماسيون سلنيوم معدني را از محـيط كـشت          
جذب و به شكل آلي با قابليـت جـذب و هـضم بـالا تبـديل                 

شـامل دمـا،    (گيري از شرايط مختلـف توليـد         با بهره . كند مي
pH            ،غلظـت  ، دور همزن، ميزان تلقيح و مدت زمـان تخميـر

ــشت     ــيط ك ــه مح ــزودن آن ب ــان اف ــلنيوم و زم ــع س ) منب
ــلول  ــلنيوم در س ــسفورماسيون س ــري در   بيوتران ــاي مخم ه

  . حاصل شدmg/kg 65/287-9/107 محدوده 
 متغير مورد بررسـي بـراي توليـد مخمـر           7مقادير بهينه   

  :غني شده با سلنيوم به اين شرح است
؛ زمـان  µg/ml25 غلظت منبع سلنيوم در محيط كشت، 

 ساعت پس از شروع     9افزودن منبع سلنيوم به محيط كشت،       
؛ مـدت  rpm 130 ؛ دور همـزن، g/l30 تخمير؛ ميزان تلقـيح،  

 محـيط   pH و   C 28° ساعت؛ دماي كـشت،      48زمان تخمير،   
ــشت،  ــزان     . 8/5ك ــداكثر مي ــا ح ــب متغيره ــن تركي ــا اي ب

هاي مخمـري مـشاهده      بيوترانسفورماسيون سلنيوم در سلول   
  .شد
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Background and Objective: Today dietary deficiency of selenium (Se), an important  mineral in human 
nutrition, is common in many regions and communities. Se-enriched yeast, obtainable by growing 
Saccharomyces cerevisiae in Se-rich media, is considered  as a source of organic Se suitable for 
alleviating  its deficiency due to its  high bioavailability, stability, digestability, and absorbability. 

Materials and Methods: Using a Plackett-Burman design, the effects of various culture medium 
conditions, including temperature (28 and 30 °C), initial pH (4.5 and 5.8), shaking speed (130 and 160 
rpm), fermentation duration (24 and 48 h), size of inoculum (30 and 60 g/l), Se concentration (15 and 25 
µg/ml) and time of Se addition (0 and 9 h), on the bioaccumulation of Se in the yeast were investigated.. 
The Se content in the yeast was determined by graphite-furnace atomic-absorption spectroscopy. 

Results: The results showed that Se concentration, size of inoculums, temperature, time of Se addition and 
fermentation duration were, in ascending order,  the most significant factors on the yield of total Se 
accumulation and organic Se formation in the yeast. Manipulating these conditions/variables could 
markedly affect the magnitudes of incorporation of Se and formation of organic Se in the yeast, the ranges 
being 107.9 to 287.6 mg/kg and 93.27 to 269.05 mg/kg, respectively.   

Conclusion: The most suitable culture medium conditions to attain the highest level of total and organic 
selenium Se biotransformation in yeast are a concentration of 25 µg/ml sodium selenite, an inoculum size 
of 30 g/l, a temperature of 28 °C, an initial pH of 5.8, a shaking speed of 130 rpm, an incubation time of 
48 h, and adding the selenium source to the culture medium 9 hours after the start of fermentation. 

Keywords: Selenium, Yeast, Biotransformation, Plackett-Burman design 
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