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آركي بسيار  Haloarcula sp. IRU1 كاروتنوئيدي پيگماننسبي  سازي و شناساييخالص 
  اروميهنمك جدا شده از درياچة  دوست نمك

  2داود زارع و 1، نسيم صفري*،1عزت عسگراني
  ، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي)س(دانشگاه الزهراتهران،  1

 يوتكنولوژيپژوهشكده ب، پژوهشگاه عصر انقلابتهران،  2

 15/5/91: تاريخ پذيرش    1/8/89: تاريخ دريافت

  چكيده

كه  Haloarcula sp. IRU1نام   هبو مقاوم به پرتوهاي پونيزه كننده گاما و نور فرابنفش  يك سوية آركيايي بسيار نمك دوست
قيق، ابتدا به منظور استخراج در اين تح. هاي كاروتنوئيدي است رنگيزهاسازي شده قادر به توليد داز آب درياچة اروميه ج

شكستن سلول به كمك پودر شيشه نسبتاً  ،امتحان روشهاي متداول و استفاده از حلالهاي مختلف در نهايت ها، پس ازكاروتنوئيد
جداسازي پيگمانها به روش  سپس  .انتخاب گرديد بهترين روشبه عنوان   نرم و استفاده از حلالهاي استون و هگزان

بدين منظور، حلالهاي مختلف با نسبتهاي متفاوت مورد بررسي قرار گرفت و بهترين . ي با لايه نازك انجام شدكروماتوگراف
در اين حالت شش باند . آمد به دست 65:  35الگوي جداسازي، با استفاده از حلالهاي استون و پترولئوم اتر و به ترتيب با نسبت 

همچنين در . بود RFترين باند در قسمت پايين و با كمترين مقدار رين و قوي مشاهده شد كه بزرگت TLCمختلف بر روي پليت 
بزرگترين باند مشاهده شده بر . اين مرحله، از تعدادي استاندارد كاروتنوئيدي براي شناسايي مقدماتي پيگمانها استفاده گرديد

جذب  سپس .ته شدين باكتري در نظر گرفبه عنوان پيگمان اصلي در ا ) :Rf-value   17/0، درصد TLC ) 70 روي صفحه 
آمده  به دستنانومتر اندازه گيري شد كه طيف حاصله و نقاط ماكزيمم  300-600ي موجهانوري پيگمان اصلي در ناحيه طول 

شباهت زيادي بين نيز كاروتنوئيد اصلي  FT-IR نتايج  .استبا باكتريوروبرين  كاروتنوييداين  يساختماناهت بشنشان دهنده 
پيوند دوگانه كانجوگه و چهار گروه  13كه داراي  باكتريوروبرينو  Haloarcula sp. IRU1  اصلي يگمان كاروتنوئيديپ

علاوه بر مشاهده كششهاي مربوط به كاروتنوئيد اين آركي   FT-IRالبته در طيف. را نشان مي دهد هيدروكسيل نوع سوم است،
نيز باشد، كشش نسبتاً ضعيفي نيز مربوط به گروه كتوني قابل تشخيص مي در طيف حاصل كه به خوبي O_Hو   C_Oپيوندهاي

 43را براي اين پيگمان نشان مي دهد كه  783از طرف ديگر، نتايج اسپكتروفتومتري جرمي وزن مولكولي . قابل مشاهده است
هاي ، علاوه بر مشخصهH-NMRف آمده از طي به دستبر طبق اطلاعات  .دالتون با وزن مولكولي باكتريوروبرين اختلاف دارد

 .توان حضور يك گروه متيل كتون را نيز در ساختار اين كاروتنوئيد مورد توجه قرار دادكاروتنوئيد باكتريوروبرين، مي ساختار
پيشنهاد آمده از طيف سنجيهاي انجام شده براي شناسايي پيگمان اصلي در اين باكتري  به دستبا توجه به نتايج  بنابراين،

باشد كه در لوفيل نيز مانند ساير باكتريهاي اكستريم هالوفيل، كاروتنوئيد باكتريوروبرين ميآركيهاكاروتنوئيد اصلي اين  شود يم
   .جا به صورت استري شده با گروه استات وجود دارداين

، H-NMR ،جرمي متريفتواسپكترو ،FT-IR ،جذب نوري،  TLC،كاروتنوئيد،  Haloarcula sp. IRU1 :كليدي واژه هاي
  درياچه نمك اروميه

  asgarani@gmail.com: پست الكترونيكي،   88044055  :تلفن ،نويسنده مسئول* 
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  مقدمه
كاروتنوئيدها رنگيزه هاي ايزوپرونوئيدي محلول در چربي 

اين تركيبات . شوندباشند و در طبيعت به وفور يافت ميمي
برگهاي عامل رنگهاي سبز، زرد، قرمز و نارنجي در 

ها، گلها و حيوانات مانند پرندگان، حشرات، گياهان، ميوه
 كاروتنوئيدها. )5(باشند  پوستان ميماهيها وسخت

هايي هستند كه معمولاً در گياهان، جلبكها و رنگدانه
باكتريهاي فتوسنتتيك، به دليل نقش حياتي آنها در 

- همچنين اين رنگدانه. شوندهاي فتوسنتزي يافت ميفرآيند

ها در بعضي از باكتريهاي غير فتوسنتزي، مخمرها و كپكها 
كنندة غشاهاي سلولي ربه عنوان آنتي اكسيدانت و پايدانيز 

در برابر آسيبهاي ناشي از نور و و به منظور حفاظت 
حيوانات قادر به توليد اين . )8( شوندمي توليد اكسيژن 
. كنندميها نيستند و آنها را از رژيم غذايي دريافت رنگدانه

و در  شدهكاروتنوئيدها در حيوانات باعث رنگي شدن آنها 
بدن آنها بعنوان آنتي اكسيدانهاي بيولوژيك و پيش ساز 

علاوه بر دفاع دروني بدن  و) 9(كنند فعاليت مي Aويتامين 
در مقابل استرسهاي اكسيداتيو، در حفاظت بدن در مقابل 

  .)17و  2( و پديده پيري نيز نقش دارند بيماريها

و  )7( كاروتنوئيد مختلف شناسايي شده است 700تاكنون 
به عنوان مواد افزودني  اين رنگيزه هادر حال حاضر 

بيوسنتز . )15(مجازغذايي اهميت ويژه اي پيدا كرده اند 
كاروتنوئيدها در ميكروارگانيسم ها نيز مورد مطالعه قرار 

ليد شده در اين پژوهش كاروتنوئيدهاي تو). 6( گرفته است
. بررسي گرديده است Haloarcula sp. IRU1توسط سوية 

و از  استمتعلق به آركيهاي بسيار نمك دوست  هسوياين 
). 1(آب درياچة اروميه جداسازي و شناسايي شده است 

ي به دليل حضور پيگمان كاروتنوئيدي آركنيهاي اين وكل
ك ي نمآركيهاپيگمانتاسيون معمولاً . قرمز و نارنجي هستند

نارنجي رنگ،  - كاروتنوئيدهاي قرمز منجر به توليددوست 
 10( مي گرددن كربنه با نام باكتريوروبري 50ار غالباً با ساخت

هاي كاروتنوئيدي ، ابتدا رنگدانهمطالعهدر اين ). 11و 

ترين كاروتنوئيد ميكروارگانيسم مورد نظر به ويژه فراوان
 .گرديدي موجود در آن تخليص و تا حد امكان شناساي

 اصلي كاروتنوئيدي پيگمان به منظور تعيين ساختار سپس
 UV، TLC ، NMR ي اسپكتروفتومتريروشهااين سويه از 

 .استفاده گرديد اسپكتروفتومتري جرميو

  روشهامواد و 
بررسي سويه مورد  قبلي مطالعهدر  :محيط كشتي و آرك

ي روشها و با از آب درياچه اروميه جداسازي شده
يكي، بيوشيميايي و توالي يابي رد ميكروبيولوژاستاندا

 و در بانك ژني  مورد شناسايي قرار گرفته  16S rRNAژن

NCBIبا شماره   HM625751.1 اين . به ثبت رسيده است
به صورت ليوفيليزه در آزمايشگاه ملي  جدايه

نگهداري  )س(ميكروبيولوژي صنعتي دانشگاه الزهرا
بهينه  شيرزادفته توسط صورت گر آزمايشاتطبق  .شود مي

اين آركي اكستريموفيل انجام شده سازي شرايط رشد 
بنابراين در اين تحقيق، محيط كشت مناسب و با  .است

 .Haloarcula spبراي رشد آمده  به دست بهينهشرايط 

IRU1  براي تهيه يك ليتر  ).1(مورد استفاده قرار گرفت
 250 :دمواد بر حسب گرم استفاده شاين محيط كشت از 

NaCl ،6/34MgCl2.6H2O ، 4/49MgSO4.7H2O ، 
5extract  Yeast ،92/0CaCl2.2H2O ، 58/ 0NaBr، 
5/0KCl، 17/0NaHCO3 .  همه مواد از شركتMerck  تهيه

 . شده است

 اصلي محيط كشتمحيط كشت، نمكهاي اين براي تهيه 
، در يك ارلن MgSO4.7H2OوNaCl ، MgCl2.6H2Oشامل 

يط كشت كه  شامل نمكهاي با درصد پايين و ساير مواد مح
طور مجزا، ه باشند، در يك ارلن ديگر، بو عصاره مخمر مي

 pHپس از  اضافه كردن نيمي از آب مورد نياز و تنظيم 
 دماي در، نهايي به حجمرساندن و  8/6 -  7محيط بين 

اتوكلاو شده و  دقيقه 15به مدت  درجه سانتي گراد 120
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پس . ايط استريل با هم مخلوط شدندسپس بلافاصله در شر
 به نسبت، محيط كشت تهيه شده ميكروارگانيسم از تلقيح

به مدت چهار  تقسيم شده و ماير ارلن چنديك به ده در 
درجه سانتي  47روز در انكوباتور شيكردار با شرايط دماي 

پس از اين مدت، . دور در دقيقه قرار داده شد 200و  گراد
به  ،هاي فالكونتري، ابتدا در لولهمحيط كشت حاوي باك

سانتريفيوژ شد و پس از  g× 11000 دقيقه و با  20مدت 
دور ريختن مايع رويي، رسوب حاصله توسط آب نمك 

درصد به صورت سوسپانسيون درآمد و مجدداً  15
سپس بيومس باكتريايي جمع آوري و . سانتريفيوژ گرديد

  .شدنگهداري  درجه سانتي گراد -20در فريزر 

حاوي مقادير  سويهمحيط كشت اين   :يآركتعيين بيومس 
بنابراين براي تعيين وزن بيومس  ،زيادي نمك مي باشد

نياز به برآورد ميزان رسوب نمكي مي باشد ، يآركخالص 
كه احتمالاً در هنگام سانتريفيوژ كردن همزمان با بيومس 

ميلي ليتر  100حدود  بدين منظور. حقيقي رسوب مي كند
ميلي ليتر محيط كشت   100ي و آركيط كشت حاوي مح

 آركيي كه داراي تمام شرايط محيط كشت حاوي آركفاقد 
بود، در لوله هاي فالكوني كه از قبل وزن آنها اندازه گيري 

پس از خارج كردن محلول . شده بود سانتريفيوژ شدند
و با كم كردن وزن  هن شديوزترويي، مجدداً فالكونها 

آمده در فالكون حاوي محيط كشت  دستبه رسوب نمك 
آمده از رسوب حاصله از  به دستفاقد باكتري از وزن 

ي، وزن دقيق بيومس آركفالكون حاوي محيط كشت واجد 
فالكون  آركيبراي تعيين وزن خشك . ي محاسبه گرديدآرك

درجه سانتي  70ساعت در آون  72حاوي بيومس به مدت 
ت، وزن رسوب خشك پس از اين مد. قرار داده شدگراد 

  .  آمده، اندازه گيري گرديد به دست

 :شكستن ديواره سلول و استخراج عصاره كاروتنوئيدي
ي درون يك لوله شيشه اي آركميزان مشخصي از بيومس 

سرپوش دار ريخته شد و تقريباً به اندازه سه برابر وزن 
افزودن  پس از. بيومس، به آن پودر شيشه نرم اضافه گرديد

به مدت پنج دقيقه ورتكس ، ه بيومس و پودر شيشهاستون ب
سپس لايه رويي جمع آوري و مجدداً به رسوب . شد

باقيمانده استون اضافه گرديد و عمل ورتكس كردن تكرار 
پس از انتقال .  طور كامل بي رنگ گردده شد تا بيومس ب

كامل پيگمانها به استون، محلول حاصل به مدت ده دقيقه و  
سانتريفيوژ شد تا ذرات پودر شيشه و باقي  g  ×11000 با

. مانده سلولهاي باكتري متلاشي شده از محيط خارج شوند
حجم محلول استون جمع آوري شده، هگزان  بهسپس 

و به منظور جدا كردن دو فاز از يكديگر،  اضافه گرديد
اين كار چندين بار . شد نجامشستشو توسط آب مقطر ا

و  هكامل از هگزان جدا شد وربه طتكرار گرديد تا استون 
به لايه رويي . تمامي پيگمانها به لايه هگزان منتقل شدند

جمع آوري شده نمك سولفات سديم بدون آب اضافه شد 
براي . كامل گرفته شود به طورتا آب باقي مانده در محيط 

تأييد روش انجام شده براي استخراج پيگمانها، اين مراحل 
و هر بار بلافاصله  كرار گرديددر شرايط مشابه سه بار ت

جذب محلول توسط دستگاه اسپكتروفتومتر و در طول 
  .نانومتر خوانده شد  490موج 

براي تعيين ميزان  :اندازه گيري مقدار كل كاروتنوئيدها
تا مرحله  كاركل كاروتنوئيدهاي استخراج شده مراحل 

 ده و حجم هگزان يادداشتشاستخراج در هگزان انجام 

سپس با اسپكتروفتومتر جذب آن را در طول موج . گرديد
و با توجه به فرمول زير غلظت  خواندهنانومتر  490

كاروتنوئيدها بر حسب ميكروگرم در هر گرم وزن خشك 
  : گرديدباكتري محاسبه 

Total carotenoid (μg/g of biomass) = (ml of acetone) 

× (A490) ×10000 / 2500 × (biomass dry weight) 

پس از استخراج كاروتنوئيدها در هگزان، محلول حاصل 
طور كامل تغليظ ه ب vacuum evaporator توسط دستگاه 

كه به  سپس عصاره باقي مانده در حجمي از استون. گرديد
طيف جذب  .كار رفته بود، حل شده اندازه حجم هگزان ب

آمده در  به دستنوري محلول حاوي عصاره كاروتنوئيدي 
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نانومتر توسط   300 -  600ناحيه طول موجهاي  هگزان، در
دستگاه اسپكتروفتومتر ثبت شد و نقاط جذب ماكزيمم آن 

  .آمد به دست

پس از تهيه عصاره  :جداسازي و شناسايي پيگمانها
 شناسايي پيگمانها كاروتنوئيدي، به منظور جداسازي و

 ازاستفاده با  )TLC(روش كروماتوگرافي با لايه نازك 
 شامل بتاكاروتن، اركر استاندارد كاروتنوئيديتعدادي م

براي  .به كاربرده شد آستاگزانتين، كانتاگزانتين و زئاگزانتين
اي و پودر سيليكاژل هاي شيشهاز پليت TLCتهيه صفحات 

60F254  ميكرون  300ها با ضخامت پليت. مرك استفاده شد
سپس براي فعال . و توسط دستگاه مخصوص تهيه گرديد

، پليت هاي تهيه شده به مدت يك TLCصفحات سازي 
قرارداده  درجه سانتي گراد 100ساعت در آون با دماي 

به منظور انجام كروماتوگرافي، ابتدا محلول . شدند
كامل  به طور vacuum evaporatorكاروتنوئيدي توسط 

تغليظ شد و عصاره روغني باقي مانده در مقدار بسيار كمي 
قداري از نمونه توسط لوله سپس م. استون حل گرديد

مويين برداشته شده و به فاصله يك سانتيمتري از انتهاي 
قرار داده شد و بلافاصله   TLCپليت بر روي صفحه  

ي حلالهادرون تانك كروماتوگرافي كه داراي حجمي از 
بود، به  65:  35استون و پترولئوم اتر به ترتيب با نسبت 

لازم به ذكر است كه  .شد دقيقه قرار داده 45مدت تقريباً 
براي انجام كروماتوگرافي حلالهاي مختلف با نسبتهاي 

ها شامل اتيل اين حلال. متفاوت مورد استفاده قرار گرفت
 -كلرفرم و استون -بنزن، متانول -بنزن، استون  -استات

پترولئوم اتر بود، كه در اين ميان، بهترين الگوي جداسازي 
ز استون و پترولئوم اتر و به مشاهده شده، با استفاده ا

پس از اين كه حلال  .آمد به دست 65:  35ترتيب با نسبت 
كامل از  به طوررسيد و لكه ها  TLCبه انتهاي صفحه 

يكديگر تفكيك شدند، پليت از تانك كروماتوگرافي خارج 
در مراحل . تمامي لكه ها محاسبه گرديد RFو بلافاصله 

هاي موجود با لكه هاي بعدي و به منظور مقايسه ماركر
مشاهده شده، هر يك از استانداردهاي بتاكاروتن، 

جداگانه و  طوره آستاگزانتين، كانتاگزانتين و زئاگزانتين، ب
همزمان با نمونه حاوي عصاره كاروتنوئيدي بر روي 

 حلالهانسبت قرار داده و با همان  TLCصفحات 
 .كروماتوگرافي شدند

پس  :TLCستفاده از روش ص كاروتنوئيد اصلي با ايتخل
از انجام كروماتوگرافي و جداسازي پيگمانها و آشكار شدن 

تر و تا حد باندهاي متعدد ، به منظور انجام آناليزهاي بيش
امكان شناسايي دقيق تر، قوي ترين و بزرگترين باند 

بدين .  برداشته شد  TLCمشاهده شده، از روي صفحه  
ن پليت از تانك منظور بلافاصله پس از خارج كرد

 TLCكروماتوگرافي،  ناحيه باند مورد نظر از روي صفحه 
تون ريخته ي حاوي اسويالهاجمع آوري شد و فوراً درون 

ده و سپس در دستگاه شورتكس  ويالهادر ادامه، . شد
سانتريفيوژ  g×  15000 ميكروفيوژ به مدت پنج دقيقه و با 

، محلول اويالهبلافاصله پس از خارج كردن . ندگرديد
رويي توسط پيپت پاستور از روي رسوب پودر سيليكاژل 

  . برداشته شد و به ظرف ديگري منتقل گرديد

پس از تخليص و  :گيري مقدار كاروتنوئيد اصلياندازه
جمع آوري محلول استون حاوي كاروتنوئيد اصلي، محلول 

سپس عصاره باقي مانده، مجدداً . حاصل كاملاً  تغليظ شد
كار رفته ه ز استون كه به اندازه حجم هگزان بدر حجمي ا

در مرحله استخراج كل پيگمانها براي ميزان مشخصي 
  490بيومس بود، حل گرديد و جذب آن در طول موج 

سپس مقدار تقريبي اين كاروتنوئيد بر . نانومتر خوانده شد
حسب ميكروگرم در هر گرم وزن خشك باكتري محاسبه 

  . گرديد

براي آناليز پيگمان  :ي كاروتنوئيد اصليآناليز و شناساي
وماتوگرافي با لايه كاروتنوئيدي تخليص شده با روش كر

،  UV-Visible  ،FT-IRهاي طيف سنجي  نازك، از روش
MS  وNMR استفاده شد.  
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در اين مطالعه، با كمك دستگاه  :UV-Visible طيف سنجي
 اسپكتروفتومتر، نقاط ماكزيمم جذب كاروتنوئيد اصلي در

نانومتر اسكن شده و با   300 – 600ناحيه طول موجهاي 
آمده از  به دستطيف حاصل و نقاط ماكزيمم جذب 

نزديك آن در حلال  كاروتنوئيد باكتريوروبرين و مشتقات
 .)18 و 10( استون، در منابع موجود مقايسه گرديد

گرفتن طيف پيگمان خالص  براي: FT-IRطيف سنجي 
 KBrآمده ديسك  به دست ، از عصاره خشكسازي شده

تهيه شد و طيف حاصل با طيف مربوط به كاروتنوئيد 
باكتريوروبرين و مشتقات نزديك آن در منابع موجود 

  .)18 و 10( مقايسه گرديد

در اين تحقيق، اسپكترومتري  :طيف سنجي جرمي
براي تعيين وزن مولكولي پيگمان   (EI MS)جرمي

  .قرار گرفت كاروتنوئيدي مورد نظر مورد استفاده

، عصاره  H-NMRبراي گرفتن طيف :NMRطيف سنجي 
كاروتنوئيد مورد نظر كاملاً خشك شده و با حلال كلروفرم 

مگاهرتز،  طيف آن رسم  NMR 500 دوتره در دستگاه 
 . گرديد

  جنتاي
در . باشدي مورد مطالعه يك ميكروارگانيسم هوازي ميآرك

در ارلن  صورت تهيه محيط كشت آن در حجم يك به ده
ماير، باكتري از سرعت رشد بالاتري برخوردار بوده و در 

رسد، كه اين زمان زمان كمتري به حداكثر رشد خود مي
در طي اين مدت رنگ محيط كشت . باشدميروز  ارهچ

پس  .كندنارنجي تغيير پيدا مي  – كدر شده و به رنگ قرمز
از سانتريفيوژ كردن محيط كشت حاوي باكتري و جمع 

گرم در  2/8آمده، ميزان بيومس  به دستوري بيومس آ
وزن خشك بيومس حاصل نيز، پس از  .ليتر محاسبه شد

 72و به مدت درجه سانتي گراد  70 قرار دادن در آون
  .گرم در هر گرم از بيومس تر محاسبه شد17/0 ساعت،

اولين مرحله براي استخراج پيگمانهاي كاروتنوئيدي، 
آركي اين . باشدكروارگانيسم ميشكستن ديواره سلولي مي

بالاي نمك را  غلظتاكستريموفيل كه توانايي زيستن در 
دارد، حداكثر تا نيم ساعت قادر به تحمل فشار اسمزي 

سلولها بلافاصله متلاشي  باشد و بيشترپايين آب مقطر مي
البته در روند استخراج كاروتنوئيدها از اين . دنشومي

قطر و سپس اضافه كردن حلال، باكتري، استفاده از آب م
كرد و ترجيحاً از اين كار شرايط چندان مطلوبي ايجاد نمي

در اين تحقيق، ابتدا سعي بر اين بود كه . نظر شدصرف
شكستن سلول و استخراج پيگمانها توسط متانول صورت 

متانول به تنهايي حلال بسيار خوبي براي استخراج . گيرد
شود ين باكتريها محسوب ميپيگمانهاي كاروتنوئيدي از ا

كه در مرحله بعد با  اين مشكل وجود داشت لبتها). 4(
اضافه كردن حلال هگزان و شستشو با آب مقطر، مقدار 
قابل توجهي از كاروتنوئيدها تمايل زيادي به متانول از 

دادند و انتقال آنها از متانول به هگزان به خود نشان مي
در صورت انجام تكانهاي البته . خوبي اتفاق نمي افتاد

شد، رنگ ميكامل بي به طورشديد، در نهايت لايه متانول 
اي شكل قرمز ولي مقداري از پيگمانها به شكل ذرات توده

. گرفتندرنگ از محيط خارج شده و بين دو لايه قرار مي
اتيل اتر و همچنين حلالهاي آلي ديگري از جمله دي

جاي هگزان مورد ه اتيل اتر نيز بمخلوط هگزان و دي
استفاده قرار گرفت  كه تأثير چنداني بر روند استخراج اين 

هاي ديگري مورد امتحان روشناگزير، . پيگمانها نداشت
جاي متانول در ه قرار گرفت كه از جمله استفاده از استون ب

استون نيز يكي از حلالهاي رايج براي . مرحله اول بود
از سلولهاي مختلف استخراج پيگمانهاي كاروتنوئيدي 

يي آن به اندازه آشود، اما در اغلب موارد كارمحسوب مي
باشد و براي افزايش بازده كار، استفاده از متانول نمي

. رسدنظر ميه روشهاي فيزيكي در كنار استون ضروري ب
بدين منظور همزمان با استون، پودر شيشه نسبتاً نرم نيز 

كردن استون و پودر با اضافه . مورد استفاده قرار گرفت
طور قابل ه ورتكس كردن آن، پيگمانها بو  شيشه به بيومس
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پس از اضافه كردن هگزان به . قبولي از بيومس خارج شد
طور كامل به لايه ه استون و شستشو با آب مقطر، پيگمانها ب

 در ابتدا، استخراج پيگمانها برايبنابراين، . هگزان منتقل شد
با اضافه كردن استون و پودر  سپس . استفاده شدمتانول  از

شيشه به بيومس و ورتكس كردن آن، هر بار به مدت پنج 
. قابل قبولي از بيومس خارج شدند به طوردقيقه، پيگمانها 

پس از جمع آوري . اين عمل دو الي سه بار تكرار گرديد
محلول استون و سانتريفيوژ كردن آن، محلول شفافي 

شيشه و باقي مانده حاصل شد كه فاقد ذرات پودر 
پس از اضافه كردن . ي متلاشي شده بودآركسلولهاي 

هگزان، براي جدا كردن دو فاز از يكديگر، محلول حاصل 
در نهايت، لايه . چندين بار با آب مقطر شستشو داده شد

هگزان جمع آوري شد و توسط نمك سولفات سديم بدون 
ن كم اضافه كردن نمك، هر بار به ميزا. آب، آبگيري شد

اي شود كه ديگر ذرات تودهبوده و تا زماني ادامه داده مي
هر بار استخراج ). 7(شكل از نمك تشكيل نشود 

گرم بيومس انجام شد و در هر بار  2/0كاروتنوئيدها از 
ميلي ليتر محلول هگزان حاوي پيگمانها  8تكرار، در نهايت 
 490سپس جذب آنها در طول موج . جمع آوري شد

در سه  ،85/0و  0/ 75، 8/0خوانده شد و  مقادير نانومتر 
طيف جذبي پيگمانها نيز در . آمد به دست تكرار جداگانه

نانومتر   300 _ 600 هگزان، در ناحيه طول موجهاي 
  ).a  1 -شكل(گيري شد اندازه

، متوسط سويهبراي محاسبه ميزان كل كاروتنوئيدها در اين 
ي براي ضريب خاموشي براي ماكزيمم جذب اصل

 2500كاروتنوئيدها در استون در نظر گرفته شد، كه مقدار
وزن  ي موجود درمقدار تقريبي كاروتنوئيدها .باشدمي

ميكروگرم در هر گرم  2/828 مخصوص خشك طبق رابطه
  .محاسبه شدي آركوزن خشك 

پس از تهيه عصاره كاروتنوئيدي، به منظور جداسازي، 
، از روش تخليص و همچنين شناسايي پيگمانها

كروماتوگرافي با لايه نازك و تعدادي از ماركرهاي 

پايان در . استاندارد كاروتنوئيدي استفاده گرديد
شش باند مختلف بر روي پليت  كروماتوگرافي با لاية نازك

TLC و مشاهده شد Rf گيري شد، محاسبه و اندازهآنها  )
95/0،88/0 ، 78/0، 51/0، 4/0، 17/0  ،(Rf –values:  ه ك

ترين ترين باند، بزرگترين و قويدر بين آنها، اولين و پايين
ي مد نظر قرار گرفت آركبود و به عنوان پيگمان اصلي اين 

)Rf-value: 17/0، 70  اين پيگمانها عمدتاً طيفي  ).درصد
ه ب .دگرفتناز رنگهاي قرمز، نارنجي و صورتي را در بر مي

منظور شناسايي اوليه كاروتنوئيدها، از تعدادي ماركر 
آستاگزانتين،  شامل بتاكاروتن، استاندارد كاروتنوئيدي

لازم به ياد آوري   .استفاده شدكانتاگزانتين و زئاگزانتين 
است به دليل عدم وجود باكتريوروبرين به صورت تجاري 

مقايسه ماركرهاي  جهت .امكان تهيه آن وجود نداشت
د با لكه هاي مشاهده شده، استانداردهاي ذكر شده موجو

طور جداگانه و همزمان با نمونه حاوي عصاره ه هر يك ب
قرار داده شد و با   TLCكاروتنوئيدي بر روي صفحات 

نتايج نشان داده (كروماتوگرافي شدند  حلالهاهمان نسبت 
طبق نتايج مشاهده شده از كروماتوگرافي ). نشده است

 Rf وتنوئيدي با استانداردهاي موجود،كارنمونه عصاره 
 هيچ Rfاستانداردهاي آستاگزانتين و كانتاگزانتين، مشابه با 

اما با . نبودTLC هاي موجود بر روي صفحه يك از لكه 
 استانداردهاي بتاكاروتن و زئاگزانتين Rf مشابهت توجه به

توان ، ميTLCدو پيگمان موجود بر روي صفحه  Rfبا 
ظر ي مد نآركر اين كاروتنوئيدها را در اين احتمال حضو

   .قرار داد

منظور انجام آناليزهاي بيشتر و تا حد امكان شناسايي ه ب
ترين و بزرگترين باند مشاهده شده، از روي تر، قويدقيق

ابتدا، براي تعيين ميزان تقريبي . برداشته شد  TLCصفحه  
ي، آرك ترين رنگدانه كاروتنوئيدي موجود در اين فراوان

 گرم بيومس و 2/0پس از استخراج عصاره كاروتنوئيدي از 
انجام كروماتوگرافي و جمع آوري پيگمان مورد نظر در 

سپس عصاره . استون، محلول حاصل كاملاً تغليظ شد
ميلي ليتر استون  8آمده، مجدداً در  به دستكاروتنوئيدي 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1392، 3، شماره 26جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

332 

نانومتر خوانده  490حل گرديد و جذب آن در طول موج 
ميكروگرم در هر گرم  7/564مقدار اين كاروتنوئيد،  .شد

  .محاسبه شدوزن خشك باكتري 

 

 
  

  .طيف جذبي كاروتنوئيد اصلي در استون b)  طيف جذبي مجموعه پيگمانها در هگزان  a)  -1 شكل
 

 
 

.ي ايزوپرونوئيد به خوبي قابل مشاهده استان هاپلي  باندهاي جذبي ويژة. پيگمان اصلي  FT-IR طيف -2شكل    
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 600طيف جذبي كاروتنوئيد اصلي در ناحيه طول موجهاي 

مقادير جذب   ).b1 -  شكل(گيري شد نانومتر اندازه 300_
 41/528و  98/494و  9/468ماكزيمم آن در حلال استون 

شباهت زيادي بين طيف جذبي و  بنابراين،. مي باشند
همچنين نقاط ماكزيمم جذب مربوط به كاروتنوئيد 

اكتريوروبرين و پيگمان كاروتنوئيدي باكتري مورد نظر ب
، ماكزيمم )18( در مقاله دكتر سايتو و همكاران .وجود دارد

جذب كاروتنوئيد باكتريوروبرين در حلالهاي اتانول، 
مقادير ذكر شده براي . متانول و استون، ارائه شده است
نانومتر  527و 494، 469ماكزيمم جذب در حلال استون، 

، )10( و همكاران اهاهمچنين در مقاله دكتر كوشو. باشدمي
علاوه بر نقاط ماكزيمم مطرح شده در استون، به وجود دو 

 385و  368پيك كوچك مجاور نيز در طول موجهاي 
هاي نانومتر اشاره شده است كه اين پيكها از مشخصه

  .  باشندهاي آليفاتيك و كاملاً بدون حلقه ميرنگدانه

پيگمان كاروتنوئيدي مورد نظر در مقايسه با  FT-IRطيف 
، تا حد زيادي مشابه طيف رد استفادهمنابع مو

هاي انباكتريوروبرين بوده و باندهاي جذبي ويژه پلي
 cm-1مانند باندهاي ايزوپرنوئيد در آن قابل مشاهده است

و  CH2–از   C-Hدنبالة OH( ،  cm-1 2929 )دنبالة ( 3447
–CH3( ،cm-1  1090 ) امتدادC-O( و ،cm-1 809   كه

). 2شكل (دروكسيل درجه سوم هستند يمعرف گروههاي ه
در طيف حاصل به  O_Hو   C_Oپيوندهاي كششبنابراين، 

بخشي از كشش مربوط به . باشدمي يصخوبي قابل تشخ
گروههاي هيدروكسيل نوع سوم ضعيف است، اما قابل 

گرفته  نكته قابل توجه در طيف. صرف نظر كردن نيست
  C=Oشده، مشاهده پيك كوچكي مربوط به كشش گروه

باشد كه اگر چه چندان قوي نيست ولي حائز اهميت مي
دهنده تفاوتي جزئي در ساختار اين تواند نشانمي و است

پيگمان نسبت به باكتريوروبرين و مشتقات شناخته شده 
  .نزديك آن باشد

سه مشتق  باكتريوروبرين و FT-IRطيفهاي مقايسه با در 
تتراانهيدرو  نوانهيدرو، بيس انهيدرو وونزديك آن شامل م

طيف كاروتنوئيد  ،)10- 12( در منابع موجودباكتريوروبرين 
مورد نظر، بيشترين شباهت را با طيفهاي باكتريوروبرين و 

. دهدنوانهيدرو باكتريوروبرين نشان ميوم
اقد نسبت به باكتريوروبرين، ف مونوانهيدروباكتريوروبرين

در ساير تركيبات به ترتيب دو . باشدمي OH يك گروه
  .، وجود ندارندOHگروه و چهار گروه 

  FT-IRبه منظور تأييد نتيجه مشاهده شده در طيف سنجي
و به دست آوردن اطلاعات بيشتر راجع به ساختار اين 

جرم مولكولي پيگمان مورد نظر توسط دستگاه پيگمان، 
بر اساس . گيري شداندازهز ني  (EI MS)طيف سنجي جرمي

دالتون براي اين  783طيف گرفته شده، وزن مولكولي 
با بزرگنمايي طيف حاصل سه . آمد به دستكاروتنوئيد 

وزن مولكولي شاخص ساختار كاروتنوئيد باكتريوروبرين و 
دو مشتق نزديك آن در طيف اسپكترومتري جرمي مشاهده 

 704و  722وبرين، دالتون براي باكتريور 740شد، كه شامل 
انهيدرو نوانهيدرو و بيسودالتون به ترتيب براي م

دو تركيب اخير به ترتيب با ). 3شكل (باكتريوروبرين بود 
از دست رفتن يك و دو مولكول آب از باكتريوروبرين به 

در مقايسه با باكتريوروبرين با جرم مولكولي . آيندوجود مي
 43ف وزني حدود دالتون، اين پيگمان داراي اختلا 740

با بزرگنمايي طيف . باشددالتون با اين كاروتنوئيد مي
حاصل سه وزن مولكولي شاخص ساختار كاروتنوئيد 
باكتريوروبرين و دو مشتق نزديك آن در طيف 

گونه  توان اينبنابراين مي. اسپكترومتري جرمي مشاهده شد
نتيجه گيري كرد كه به احتمال قوي پيگمان اصلي موجود 

اي داراي ساختاري مشابه با اين باكتري از نظر پايه در
باشد، با اين تفاوت كه اين كاروتنوئيد باكتريوروبرين مي

اي به اندازه وزن پيگمان داراي گروه عملكردي اضافه
  .باشدمولكولي به دست آمده مي
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وزنهاي  .و خالص سازي آن 60اسازي بر روي ستون سيليكاژل پس از جدطيف بزرگنمايي شده اسپكترومتري جرمي كاروتنوئيد اصلي   -3شكل 
  .مي شود مشاهده در اين طيف دالتون  722و  740مولكولي 

  

 
 كاروتنوئيد اصلي   H-NMR طيف بزرگنمايي شده -4 شكل

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1392، 3، شماره 26جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

335 

با وجود محدوديتهاي موجود، به منظور دستيابي به 
ان تر، از پيگماطلاعات بيشتر و تا حد امكان شناسايي كامل

براي گرفتن  .نيز گرفته شد  -NMR Hمورد نظر طيف 
با . باشدنياز به مقدار زيادي ماده مي NMRطيف 
تا حد امكان كاروتنوئيد مورد نظر  وجودم هايمحدوديت

 -NMR Hآوري شد و توسط دستگاه استخراج و جمع
البته به دليل كم بودن نمونه، در  .آمد به دستطيف آن 

. ده پيكهاي نسبتاً ضعيفي ثبت شدبخشي از طيف گرفته ش
و بر اساس ) 4شكل (آمده بزرگنمايي شد  به دستطيف 

مورد تجريه و تحليل قرار ) δ(جاييهاي شيميايي  هجاب
نكته قابل توجه در طيف گرفته شده، مشاهده پيك  .گرفت

نسبتاً قابل توجهي براي هيدروژنهاي گروه متيل متصل به 
مرتبط براي ساختار گروه كتوني علاوه بر پيكهاي 

جرم مولكولي اين گروه . كاروتنوئيدهاي باكتريوروبرين بود
باشد كه  دقيقاً معادل اختلاف جرمي است كه دالتون مي 43

  . در طيف سنجي جرمي ثبت شده بود

 ppm  3/4  -  6/3  =δ گروههاي الكلي  براي هيدروژنهاي  

 ppm  4/5   1/1  - 4/1و  =δ  براي هيدروژنهاي
  وههاي اولفينيگر

ppm   7/1  =δ براي هيدروژنهاي كربنهاي آليلي  

ppm  1 -  85/0  =δ  براي هيدروژنهاي گروههاي متيل
  سير شده

ppm   2/2  =δ  براي هيدروژنهاي گروه متيل، متصل به
  )  متيل كتون(گروه كتوني 

آمده از  به دستبر طبق نتايج مشاهده شده و اطلاعات 
كاروتنوئيد  هاي ساختارمشخصه ، علاوه برH-NMRطيف 

توان حضور يك گروه متيل كتون را نيز باكتريوروبرين، مي
  .قرار داد در ساختار اين كاروتنوئيد مورد توجه

  بحث 

 .Haloarula sp  سويه در مطالعات قبلي نشان داده شد

IRU1مقاومت از درياچه نمك اروميه جداسازي شده كه ،
و نور پرتوهاي يونيزه كننده گاما در برابر نيز بالايي  نسبتاً

متعلق به اين سويه ). 1( فرابنفش از خود نشان مي دهد
يي به رنگ كلونيهاو  مي باشد  Halobacteriaceaeخانواده

اعضاي اين خانواده داراي . نارنجي توليد مي كند
توليد . گروه باكتريروبرين هستند C-50كاروتنوئيدهاي 

نارنجي در ميان ميكروارگانيسم  يي در دامنه قرمز تاپيگمانها
هايي كه در درياچه هاي نمك و شورابه ها زندگي 

 پيگمانهادامنه جذب اين ). 16، 12( كنند متداول است  مي
نانومتر قرار دارد و بيشترين جذب  300- 600محدودة در 

نقش اين . نانومتر نشان داده مي شود 482نوري در 
پرتوهاي فرابنفش نور  در محافظت در برابر اثرات پيگمانها

خورشيد موجود در زيستگاههاي طبيعي اين 
  ).14و  3(ها به اثبات رسيده است  ميكروارگانيسم

، متوسط سويهاين  براي تعيين ميزان كل كاروتنوئيدها در
ضريب خاموشي براي ماكزيمم جذب اصلي براي 

مقدار تقريبي . كاروتنوئيدها در استون در نظر گرفته شد
محاسبه شد  آركيدها براي هر گرم وزن خشك كاروتنوئي
- اين مقدار نشان مي. آمد به دستميكروگرم  830و حدوداً 

 آركيدهد كه ميزان توليد پيگمانهاي كاروتنوئيدي در اين 
هاي شناخته شده در مقايسه با تعدادي از ميكروارگانيسم

 mediterranei Haloferax از جمله توليد كننده كاروتنوئيد
 R. Radiotoleransهمچنين باكتري مقاوم به پرتو ، )16(

ليكن بر اساس ). 18(شود محسوب ميمطلوبي نسبتاً  ميزان
مطالعات صورت گرفته بر روي باكتريهاي مشابه، امكان 
بهينه كردن توليد پيگمانهاي كاروتنوئيدي توسط اين 
باكتريها، با ايجاد تغييراتي در ميزان نمك و شرايط رشد 

توان تأثير عوامل در اين راستا مي باشدمي آنها ميسر
اثر عوامل  نيزمختلف ديگري نظير تركيبات جهشزا و 

متعدد ديگري از جمله نور و تغييرات فشار اكسيژن را نيز 
  ).20 و 13( داد مد نظر قرار
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كاروتنوئيدهاي اين سويه با  جداسازي و شناساييدر 
TLC، باند  با وجود داشتن پيش فرض براي بزرگترين

مشاهده شده و نياز به استاندارد براي شناسايي مقدماتي آن، 
امكان تهيه ماركر آن مانند ساير استانداردهاي رايج فراهم 

اين پيگمان در درصدهاي پايين استون، تمايل زيادي . نشد
داد و به سختي بر به فاز ثابت سيليكاژل از خود نشان مي

ش نسبت استون با افزاي. كردحركت مي TLCروي صفحه 
به پترولئوم اتر، مشاهده شد كه اين باند با سهولت بيشتري 

با توجه به ويژگي مشاهده . كنداز نقطه مبداء حركت مي
توان حضور گروههاي عملكردي قطبي شده از اين باند، مي

با . و متعددي را در ساختار اين پيگمان پيش بيني كرد
رنگدانه موجود در  ترينتوجه به اينكه اين پيگمان فراوان

باشد به عنوان پيگمان كاروتنوئيدي اصلي اين باكتري مي
  . در آن مد نظر قرار گرفت

ميزان كاروتنوئيد اصلي در هر گرم از وزن خشك باكتري، 
از  درصد 70ميكروگرم محاسبه شد كه حدود   565تقريباً 

- كل پيگمانهاي كاروتنوئيدي موجود در اين باكتري مي

-ن رقم، مقدار نسبتاً قابل توجهي محسوب ميباشد، كه اي

 Rubrobacterدر مقايسه با باكتري مقاوم به پرتو . شود

radiotolerans  كه در مجموع از باكتريوروبرين و
از   درصد 70مونوانهيدرو باكتريوروبرين به ميزان حدود 

همچنين بسياري  و) 18(كل كاروتنوئيدها برخوردار است 
كمتر  آنهاميزان توليد باكتريوروبرين در  از هالوباكتريها كه

، اين باكتري )11( گزارش شده است R. radiotoleransاز 
  .شود يگمان محسوب ميبراي اين پ ارزشمنديتوليد كننده 

كاروتنوئيد  FT-IR و  ي نور طيف جذباز مقايسة شكل 
شباهت زيادي بين  ،)18و11، 10( اصلي با منابع موجود

و  Haloarcula sp. IRU1  اصلي يپيگمان كاروتنوئيد
پيوند دوگانه كانجوگه و چهار  13كه داراي  باكتريوروبرين

البته  .مشاهده مي شود گروه هيدروكسيل نوع سوم است،
علاوه بر مشاهده كاروتنوئيد اين آركي   FT-IRدر طيف

در طيف  O_Hو   C_Oكششهاي مربوط به پيوندهاي

شد، كشش نسبتاً باحاصل كه به خوبي قابل تشخيص مي
ضعيفي نيز مربوط به گروه كتوني قابل مشاهده است، كه 

از طرف ديگر، نتايج . باشددر خور توجه مي
را براي اين  783اسپكتروفتومتري جرمي وزن مولكولي 

دالتون با وزن مولكولي  43پيگمان نشان مي دهد كه 
 بهبا توجه به نتايج  بنابراين،. باكتريوروبرين اختلاف دارد

آمده از طيف سنجيهاي انجام شده براي شناسايي  دست
توان اين احتمال را در پيگمان اصلي در اين باكتري، مي

كاروتنوئيد باكتريوروبرين  نظر گرفت كه با مشتقي از
ي نسبت به اين كه داراي گروه عملكردي اضاف بودهمواجه 

   .دباشكاروتنوئيد مي

 نمك دوست ييهاباكتر كاروتنوئيد شاخص باكتريوروبرين
ا و همكاران باكتريوروبرين و هوشواك .است

 Halobacteriumمونوانهيدروباكتريوروبرين را از

cutirubrum, H. halobium, H. salinarum, H. 

saccharovorum   به دستي نمك دوست باكتريهاو ساير 
البته مسير بيوشيميايي سنتز خانوادة . )10-12(آوردند 

 Halobacteriumريوروبرين تنها در كاروتنوئيدهاي باكت
ي گرم مثبت از جمله باكتريهاديده نمي شود، بلكه در ساير 

ر مقاوم به پرتوهاي يونيزه بسيادر باكتري 
به اثبات رسيده  نيز   Rubrobacter radiotoleransكننده
ي آنزيمهاچنين استنباط كرد كه  بنابراين مي توان  .است

ي يكساني در بيوسنتز اين مشابه يا مسيرهاي بيوشيمياي
ي زيستي ويژگيهاتركيبات دخالت دارند، زيرا انتشار 

گوناگون ممكن است يا تابع يك الگوي ساده باشند يعني 
فقط يكبار در طول تكامل اتفاق افتاده باشند يا از الگوي 

از . پيچيده اي مثل انتقال ژن و تكامل موازي متابعت كنند
جه است كه خانوادة اين ديدگاه ، بسيار جالب تو

 .Rي مقاوم به پرتويي مانند باكتريهاباكتريوروبرين در 

radiotolerans ، H. salinarum   و Haloarcula 

IRU1لازم به يادآوري است كه ساير  .مشاهده مي شوند
 Deinococcusي مقاوم به پرتو از جمله باكتريها

radiodurance  نارنجي توليد  - يي قرمزپيگمانهانيز
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ي بررسيهابنابراين به نظر مي رسد در . كنند مي
حائز  پيگمانهاتر اين  تاكسونوميك، شناخت بيشتر و دقيق

  . اهميت باشد

در ه پيوند دوگانه كانجوگ 13 بودن دارابا  باكتريوروبرين 
مي انرژي پرتوها را جذب  يبه طور مؤثر ساختار خود

ناخته به عنوان پاك كننده راديكالهاي آزاد ش و نيزنمايد 
ين حضور آن در اين آركي اكستريم ابنابر، )19( شودمي

هالوفيل در مقاومت آن به استرسهاي موجود در محيط 
سزايي ه تأثير ب و در شرايط آزمايشگاهي زيست طبيعي

مي توان فعاليت آنتي البته در مطالعات بعدي . دارد

اكسيدانتي اين پيگمان كاروتنوئيدي را مورد  بررسي قرار 
از اين  توليد پيگمانبا بهينه سازي شرايط همچنين و داد 

سويه به عنوان منبعي براي توليد يك تركيب آنتي 
  .مناسب استفاده نمود نتيااكسيد

 بر خود لازم مي دانندنويسندگان مقاله : تشكر و قدرداني
كه بودجه  )س(پژوهشي دانشگاه الزهرا محترم  از معاونت
. قدرداني نمايند ،ندنموده ارا فراهم  اين پروژهتحقيقاتي 

همچنين از همكاري صميمانه سركار خانم دكتر كيارستمي 
پيشبرد اين كار تحقيقاتي كمال تشكر و قدرداني را در 
   .دارند
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Abstract 

An extremely halophilic archaeon, Haloarcula sp. IRU1 which isolated from Uromia 
lake can produce carotenoid pigments. In this study, we assayed several methods for 
pigment extraction by using different solvents, ultimately, the cell breakage by 
employing relatively soft glass powder and acetone:hexane as solvents was selected as 
the best method. Then, the pigments were separated by Thin Layer Chromatography. In 
order to pigment separating, we examined several solvents with different percentages 
and the best separating was performed with acetone:petroleum ether (35:65; v/v). There 
were appeared six bands on TLC plate and the first one with the least RF was the most 
high intensity band. A few carotenoid standards were used for primary identification of 
pigments. The highest intensity band on TLC plate was determined as the main pigment 
component in this archaeon and was scraped off from TLC for identification. For 
pigment analyzing, UV-Visible, FT-IR, Mass Spectrometry and NMR spectrums of this 
band were taken and compared with present references. These results suggested the 
main pigment of this archaeon is bacterioruberin which is sterified with acetate group.  

Keywords: Haloarcula sp. IRU1, carotenoid, TLC, UV-Visible, FT-IR, Mass 
Spectrometry, NMR, Uromia salt lake 
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