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هاي در این راستا مولکول. امروزه مواد زیستی، کاربردهاي وسیعی در صنایع مختلف پیدا کرده است - چکیده
باکتریورودوپسین در . استاند که یکی از آنها باکتریورودوپسین هاي مختلف شناسایی شدهزیستی با قابلیت

پایداري و خواص مختلف آن  دلیلباکتریورودوپسین به . شودیافت می هالوباکتریوم سالیناریومارغوانی  غشاي
یکی از مهم ترین مراحل تولید . از جمله خاصیت پمپ پروتونی، کاربردهاي زیادي در صنایع مختلف دارد

در این پژوهش پس از . استارغوانی  غشايسازي  نیمه صنعتی باکتریورودوپسین، جداسازي و خالص صنعتی و
براي تولید . جداسازي باکتریورودوپسین بر اساس روش یوسل انجام شد ،هالوباکتریوم سالیناریومکشت 

باکتریورودوپسین در مقیاس نیمه صنعتی، روش بهبود یافته با جایگزینی روش مکانیکی به جاي روش آنزیمی 
این روش منجر به  شد؛ و اجرا و استفاده از شوك اسمزي به جاي عمل دیالیز طراحیDNA تخریب  براي

نتایج حاصل از روش بهبود یافته با روش یوسل . و هزینه جداسازي نسبت به روش یوسل گردید کاهش زمان
درصد خلوص . برآورد شددرصد  5در هر دو روش زیر  DNAبه  ارغوانی غشايمیزان آلودگی . مقایسه شد

دهنده خلوص برابر براي  د که نشانشدرصد محاسبه  68±4و براي روش یوسل  67±1براي روش بهبود یافته، 
 2/8±4/0میزان باکتریورودوپسین براي روش بهبود یافته به ازاي هر لیتر کشت برابر . استهر دو روش 

سنجش میزان فعالیت به روش کویاما نشان داد . آمد دست بهگرم  میلی 1/8±6/0گرم و براي روش یوسل  میلی
بنابراین روش بهبود . استواحد  1به اندازه  pH، تغییر نباکتریورودوپسی که براي هر دو روش با مقدار برابر

زمان و هزینه جداسازي را کاهش  باکتریورودوپسینیافته در این پژوهش توانسته است با حفظ خصوصیات 
  . دهد

  

  .ارغوانی، باکتریورودوپسین، پمپ پروتون غشاي، هالوباکتریوم سالیناریوم :واژگانکلید
 

  مقدمه -1
گرم منفی و  یک آرکئی هوازي، 1هالوباکتریوم سالیناریوم

                                                             
1. Halobacterium Salinarium 

و زارها در شوره و ؛است 2دوست العاده نمک فوق
 هالوباکتریوم سالینارومسطح . شودمییافت زارها  نمک

                                                             
2. Halophilic Bacteria 
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 ،(PM) 1ارغوانیشامل مسیرهاي غشایی است که غشاي 
پروتئین موجود در غشاي  ترینمهم. شودنامیده می

باکتریورودوپسین . است (BR) 2ارغوانی باکتریورودوپسین
 است ییهابهترین پروتئین مطالعه شده در آرکئی باکتري

و هوادهی پایین که به طور طبیعی تحت شرایط نوردهی 
این پروتئین یک پروتئین غشایی است که . کنندرشد می

و وزن  ؛3موجود در عرض غشاستداراي هفت هلیکس 
  .]1،2[ است kDa8/26مولکولی آن 

باکتریورودوپسین در دو دهه اخیر به عنوان یک ماده براي 
خصوصیات . کاربردهاي تکنیکی به کار رفته است

فوتوالکتریک، فوتوکرومیک و انتقال پروتون آن به 
، اپتیکی -کاربردهاي جالبی در صنایع الکتریکی

 منجر بیوتکنولوژي، شیمیایی و پزشکی نانوتکنولوژي،
براي این هدف لازم است که مقدار زیادي . ]3[ شده است

بنابراین رسیدن به مقدار . از این پروتئین در دسترس باشد
  .استنیاز فراوان و خالص از این پروتئین مورد 

ارغوانی و  غشايهاي فیزیکی بین از آنجایی که تفاوت
که  هالوباکتریوم سالیناریومی آلوده کننده یقطعات غشا

بنابراین  ؛حاوي باکتریورودوپسین نیستند کم است
ها مسأله مورد آلودگی زجداسازي غشاي ارغوانی ا

در اطراف باکتریورودوپسین موجود در این . استتوجهی 
و قطعات غشایی حاوي هاي لیپیدي و نمکی آلودگی غشا

که براي استفاده کاربردي  ؛شودمشاهده میباکتریوروبرین 
. ها حذف شوندباید این آلودگی ،این پروتئیناز 

کربنه است، در  50که یک کاروتینوئید  4باکتریوروبرین
و موجب ایجاد رنگ صورتی یا  سلول حضور دارد غشاي

نقش باکتریوروبرین حفاظت سلول از  .شود قرمز می
سازي در نتیجه مسأله خالص .است UVصدمات ناشی از 

-کنون روشتا. ]4،5[ استباکتریورودوپسین امر مهمی 

 .صورت گرفته است PMهاي مختلفی براي جداسازي 
                                                             
1. Purple Membrane 
2. Bacteriorhodopsin (BR) 
3. Trans Membrane 
4. Bacterioruberin 

روش التراسانتریفیوژ همراه با گرادیان ساکارز، 
هاي روشکروماتوگرافی، سانتریفیوژ همراه با دیالیز و 

هایی روشتاکنون  دوفازي همراه با التراسانتریفیوژ،
. ]8-4،6[ انداستفاده شده PMکه براي جداسازي  اند بوده

هاي آزمایشگاهی روشالتراسانتریفیوژ جزء  استفاده از
هاي ؛ و استفاده از این دستگاه در حجماستگران قیمت 

 .استصنعتی و نیمه صنعتی مقرون به صرف هزینه زیادي 
که از سانتریفیوژ  بنابراین در این پژوهش روش یوسل

استفاه کرده  PMمعمولی همراه با دیالیز براي جداسازي 
روش بهبود  همچنین ؛انتخاب شد به عنوان روش پایه بود

یافته در این پژوهش براي کاهش زمان و هزینه تخلیص 
در حجم هاي صنعتی و نیمه صنعتی بر پایه آن طراحی 

سلولی از روش بهبود یافته براي تخریب دیواره در  .شد
شوك اسمزي به جاي عمل دیالیز که مستلزم صرف زمان 

براي  در این روشهمچنین . دشاستفاده  ؛زیادي است
سلولی،  تجزیهشده ناشی از  آزاد DNAهاي  تخریب رشته

 DNAروش مکانیکی جایگزین روش آنزیمی تخریب 
  .شد
  
  ها مواد و روش -2
 مواد و دستگاه -2-1

از بانک  R1سویه  سالیناریومهالوباکتریوم باکتري 
از   DNase، آنزیم671با کد  (DSMZ) 5میکروبی آلمان

از شرکت سیگما  30KS شرکت سیگما و سانتریفیوژ
  .خریداري شدند

  
  هالوباکتریوم سالیناریومکشت  -2-2

براي تخلیص و  R1  سویه هالوباکتریوم سالیناریوماز 
 استهاي گازي جداسازي استفاده شد؛ زیرا فاقد واکوئل

یند جداسازي وجود او مشکل حذف واکوئل گازي طی فر
  . ]4[ ندارد

                                                             
5. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
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براي کشت باکتري ابتدا محیط کشت اختصاصی 
 HSمحیط کشت . تهیه شد (HS) هالوباکتریوم سالیناریوم

 : حاوي

250g NaCl, 20g MgSO4.2H2O, 64/3 g trisodium 

citrate 3.H2O, 2g KCl and 10g bacteriological 

peptone L-37 
تنظیم و پس از استریل  7محیط کشت روي  pH. باشد می

به یک  سپس ؛شدن، باکتري داخل محیط کشت تلقیح شد
درجه سلسیوس، دور  39شیکر انکوباتور با دماي 

rpm150  لوکس منتقل شد 6300و نور مهتابی با شدت 
]4[.  
  
  جداسازي غشاي ارغوانی حاوي باکتریورودوپسین - 2-3
  روش یوسل -2-3-1

به حجم یک لیتر  هالوباکتریوم سالیناریوممحتویات کشت 
ــا دور  ــدت   g12000ب ــه م ــاي   20ب ــه در دم  C°4دقیق

لیتـر محـیط    میلـی  20در  رسوب سـلولی . سانتریفیوژ شد
ق سـلولی در  یتعل. تعلیق درآمد حالتکشت پایه نمکی به 

مدت ه بنور ملایم مهتابی  زیر به حالت ساکن C°20دماي 
میکرولیتـر از محلـول    300 سپس. یک شب قرار داده شد

تهیه شـده   تعلیق سلولی. افزوده شدبه آن DNase  آنزیمی
. داخل کسیه دیالیز که از قبل آماده شده بـود ریختـه شـد   

مـولار   NaCl 1/0لیتـري حـاوي   2کیسه دیالیز درون بشر 
 ـ C°4در دماي  بشر بر روي همزن. قرار گرفت  3دت به م

بار تعویض  روز قرار داده شد و بافر آن طی این مدت سه
داخل  دیالیز در پایان دیالیز، محتویات درون کیسه. گردید

دقیقـه و   20به مدت  C°4و در دماي  شده فالکون ریخته
 C°4 محلول رویی در دمـاي . سانتریفیوژ شد g2500دور 

. سـانتریفیوژ شـد   g 38000 دور دقیقـه و بـا   60به مدت 
محلول رویی که حاوي باکتریوروبرین اسـت دور ریختـه   

مولار چندین بار  NaCl 1/0شد و رسوب ارغوانی رنگ با 
عمل شستشـو  . شستشو داده شد شرایط مرحله قبلتحت 

رنـگ و   تا جایی صورت گرفـت کـه محلـول رویـی بـی     

رسـوب حاصـل در   سپس . شدرسوب ارغوانی رنگ جدا 
  .داري شد نگه -C°20آب مقطر استریل حل و در دماي 

  
  روش بهبود یافته -2-3-2

دقیقه در  20به مدت  g12000محتویات کشت با دور 
لیتر  میلی 20 به وسیلهرسوبات . سانتریفیوژ شد C°4دماي 

 50و به داخل یک فالکون  تبدیلآب مقطر به شکل تعلیق 
فالکون حاوي تعلیق سلولی در یک . لیتري منتقل شد میلی

، rpm180دار قرار گرفت و با دور  شیکر انکوباتور یخچال
تعلیق حاصل . شدهمزده ساعت  48به مدت  C°4دماي 

به  C°4قطعات لیز نشده سلولی در دماي  براي جداسازي
 ته رسوب. سانتریفیوژ شد g2500دقیقه و دور  20مدت 
 ،PM حاوي محلول رویی و شد ریخته دور فالکون

 بعد مراحل براي ها آلودگی دیگر و باکتریوروبرین
براي جداسازي  رنگ قرمز محلول رویی .شد نگهداري

 مدت به C°4 دماي در هاباکتریوروبرین و دیگر ناخالصی
 محلول رویی. شد سانتریفیوژ g38,000 با دور و دقیقه 60

این کار تا جایی . شد ریخته دور باکتریوروبرین حاوي
. ادامه یافت که محلول رویی بی رنگ یا کمرنگ شد

 تعلیقآب مقطر استریل  درآوري و  ارغوانی جمع رسوبات
از روش یوسل و . نگهداري شد -C°20و در دماي 

و نتایج  ]8[ هنیز براي تخلیص استفاده شد کارانهم
 این پژوهش مقایسهارائه شده در آن با روش حاصل از 

  .شد
  
-و سایر پروتئین باکتریورودوپسینمحاسبه مقدار  -2-4

  ارغوانی غشايهاي موجود در 
روش  به وسیلهجداسازي شده  ارغوانی غشايمقدار 

به علت . لامبرت محاسبه شد -اسپکتروفتومتري بیر
، مقدار ضریب باکتریورودوپسینوضعیت چند شکلی 

. استهاي مختلف، متفاوت در طول موج εیا  1خاموشی

                                                             
1. Extention Cofficient 
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به ترتیب  570و  568، 280هاي در طول موج εمقدار 
 محاسبه شده است) 63000و  62800، 65000(برابر 

 باکتریورودوپسینبراي محاسبه مقدار  )1(رابطه از . ]6،8[
   .]9[ استفاده شد

)1(  CBR = (A570nm/εbr.L) × Mrbr 
εbr  نانومتر 570در  باکتریورودوپسینضریب خاموشی،  

 L  طول مسیر اسپکتروفتومتر نانودراپ وMrbr   
؛ که به ترتیب برابر است باکتریورودوپسینوزن مولکولی 

l.mol- 1.cm-163000  ،cm1وg.mol-1 26800 باشدمی.  
درصد غشاي ارغوانی  75با توجه به اینکه حدود 

مقدار باشد درصد آن لیپید می 25باکتریورودوپسین و 
غلظت پروتئین  .محاسبه شد CPMارغوانی  غشايغلظت 

غلظت  .]10[ شد گیرياندازهکل از روش برادفورد 
به جز  ارغوانی غشايهاي همراه پروتئین

با تفاضل غلظت  2طبق رابطه  باکتریورودوپسین
از غلظت  )2(محاسبه شده از رابطه  باکتریورودوپسین
  .شد محاسبهروش برادفورد  باپروتئین حاصل 

)2(  C=Cbradford- CBeer-Lambert 
C  هاي همراه باکتریورودوپسین؛  نیروتئپغلظتCbradford 

غلظت پروتئین  CBeer-Lambertغلظت کل پروتئین و
  .استباکتریورودوپسین 

  

  DNAبه  PMمیزان آلودگی  -2-5
این . شوندآزاد می DNAهاي سلولی، رشته تجزیهپس از 

در طول شده و به عنوان یک آلودگی محسوب  ها رشته
با محاسبه نسبت جذب . ]7[ شوندتخلیص باید حذف 

 و استفاده از نمودار (A260\A280) نانومتر 280به  260
به  ارغوانی غشايمیزان آلودگی  وئیک،ئاسید نوکل-پروتئین

DNA 9[ مشخص شد[.  
  
   BRنحوه محاسبه خلوص  -2-6

از میزان براي محاسبه درصد خلوص باکتریورودوپسین 
درصد . استفاده شد 560و  280هاي طول موج جذب در

  :محاسبه شد )3(خلوص از رابطه 
)3(  BRpurity(%)=(୅ହ଺଴/୅ଶ଼଴)

଴/ହ
×100 

 هانانومتر مربوط به کل پروتئین 280طول موج جذب در 
نانومتر مربوط به جذب  560و طول موج 

الکتروفورز همچنین از روش  .]7[ استباکتریورودوپسین 
SDS-PAGE 15 % نیز براي تعیین میزان خلوص استفاده

  .شد
  
روش تیمار محاسبه فعالیت باکتریورودوپسین به  -2-7
  اسید ضعیف با

گیري میزان فعالیت باکتریورودوپسین داخل براي اندازه
 باارغوانی  غشايگرم از  میلی 5/0ارغوانی،  غشاي

ها با ویزیکول. سونیکاسیون به صورت ویزیکول در آمد
ساعت تیمار  1به مدت  =5/3pH-4یک اسید ضعیف با 

آن  pHنوردهی قرار گرفتند و تغییرات  در معرضشدند و 
  .]11[ ثبت شد

  

  نتایج -3
  ارغوانی غشايجداسازي  -3-1

 با هالوباکتریوم سالیناریوم یک لیتر کشت باکتري
9/1=660OD  درg12000  دقیقه سانتریفیوژ  20به مدت

به ارغوانی  غشايشد؛ و سلول حاصل براي جداسازي 
  .روش یوسل و روش بهبود یافته استفاده شد وسیله

  

  ارغوانی غشاي طیف سنجی -3-2
میزان خلوص از روش پس از اتمام جداسازي براي تعیین 

سنجی استفاده شد و جذب نوري در نواحی مختلف  طیف
  ).1 شکل(گیري و نمودار مربوط رسم شد طیفی اندازه

نشان  ارغوانی غشاينمودار جذب حاصل از طیف سنجی 
 در طول ارغوانی غشايدهد که بیشینه جذب براي می

جذب در طول موج  .دهدنانومتر رخ می 560و  280موج 
نانومتر مربوط  560ها و نانومتر مربوط به کل پروتئین 280

  . به باکتریورودوپسین است
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   سانتی متر 1در دماي محیط و طول نانودراپ  ارغوانی غشاينمودار طیف سنجی   1 شکل

  
نانومتر مربوط به جذب اسیدهاي نوکلئوئیک  260جذب 

 280نانومتر به جذب  260است؛ هرچه نسبت جذب در 
کمتر  DNAباشد درصد آلودگی به  1نانومتر کمتر از 

 498و  470هاي هاي مربوط به طول موججذب .است
، که ]5[ استنانومتر مربوط به آلودگی باکتریوروبرین 

هرچه این اعداد کوچکتر باشد میزان آلودگی به 
  .باکتریوروبرین کمتر است

  
  تعیین غلظت باکتریورودوپسین -3-2-1

هاي حاصل از اسپکتوفتومتر، غلظت پس از استخراج داده
محاسبه  2باکتریوردوپسین و غشاي ارغوانی طبق رابطه 

سلول . آورده شده است 1نتایج در جدول . شد
علاوه بر باکتریورودوپسین سه  هالوباکتریوم سالیناریوم

هاي هالورودوپسین، پروتئین دیگر متصل به رتینال به نام
بنابراین هنگام  ،سنسوري ردوپسین و فوبورردوپسن دارد

ممکن است مقادیري از این  باکتریورودوپسینتخلیص 
باشند که آلودگی  ارغوانی غشايها نیز همراه پروتئین

  . ]12[ شوندپروتئینی محسوب می
نشان  باکتریورودوپسینبراي  1هاي جدول مقایسه داده

دهد که غلظت باکتریورودوپسین براي هر دو روش می
ند؛ یعنی بازیافت پروتئین برابري را ا هم تقریباً نزدیک به

-مشاهده شده بخشی میهاي جزئی تفاوت. دهندنشان می

هنگام  باکتریورودوپسینتواند مربوط به از دست رفتن 
  .]7[جداسازي رسوب از محلول رویی باشد 

  
ن، باکتریورودوپسینتایج حاصل از تعیین غلظت   1 جدول

 در دماي آزمایشگاه و پروتئین کل ارغوانی غشاي

  روش یوسل  
(mg/l)   

  روش بهبود یافته
(mg/l)   

  2/8±4/0  1/8±6/0 باکتریورودوپسین 
  9/10±5/0  8/10±8/0  ارغوانی غشاي 
  6/13±2/0  1/13±2/0  پروتئین کل 
  4/5±6/0  5±8/0  آلودگی پروتئینی 

  
هاي حاصل از برادفورد نشان دهنده مقدار کل داده

آمده  دست بهبا مقایسه این مقادیر با مقادیر  .استپروتئین 
مقدار و درصد حضور  باکتریورودوپسینبراي غلظت 

 1با توجه به جدول . استهاي دیگر قابل مقایسه پروتئین
هاي دیگر را همراه توان مقدار حضور پروتئینمی

هاي پروتئین. کردتخلیص شده مشاهده  باکتریورودوپسین
ناخالصی محسوب شده و درصد  باکتریورودوپسینهمراه 

با مقایسه درصد ناخالصی به . دنآورخلوص را پایین می
که  شودروش مشاهده می دو هاي دیگر براي هرپروتئین
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روش یوسل و روش هاي دیگر براي ناخالصی به پروتئین
  .استهم  هنزدیک ب اًتقریب بهبود یافته

  
  DNAبه  ارغوانی غشايسنجش میزان آلودگی  -3-2-2

محلول بالا  گرانروي DNAهاي طویل با آزاد شدن رشته
کند به همین را با مشکل رو به رو می جداسازيرفته و 

به قطعات کوچکتر  DNAهاي لازم است تا رشته دلیل
به روش آنزیمی، شیمیایی  DNAهاي رشته. هیدرولیز شود

در روش یوسل از . دنا و روش مکانیکی قابل تخریب
شود و استفاده می DNAروش آنزیمی براي هیدرولیز 

هاي این آنزیم رشته. باشدمی DNaseآنزیم مورد استفاده 
DNA در حالی. ]13[ دهدرا در موقعیت داخلی برش می 

از روش مکانیکی براي تخریب  بهبود یافته در روشکه 
DNA هاي در روش بهبود یافته رشته. استفاده شده است
DNA  ن دهمز به وسیلهدر اثر تنش مکانیکی ایجاد شده

 غشايمیزان آلودگی  .]14،15[ شوندتخریب می 1مکانیکی
 280به  260 گیري نسبت جذببا اندازه DNAبه  ارغوانی

نانومتر و استفاده از نمودار مربوط به میزان آلودگی 
آورده شده  2نتایج در جدول  .شودپروتئین، محاسبه می

  .است
  

 DNAبه  ارغوانی غشاينتایج حاصل از درصد آلودگی   2 جدول

  
  روش یوسل

  )روش آنزیمی(
  بهبود یافتهروش 

  )روش مکانیکی(
A260/A280 96/0~ 98/0~  
  >5  >5  (%) درصد آلودگی

  
شود مشاهده می 2آمده از جدول  دست بهبا بررسی نتایج 

در روش  DNAبه  ارغوانی غشايکه درصد آلودگی 
هرچه ( استقدري کمتر روش مکانیکی نسبت به آنزیمی 
اسید  میزان آلودگی بهباشد، کمتر   A260/A280نسبت 
درصد آلودگی  با این حال. )خواهد بودیک کمتر ئنوکلئو

                                                             
1. Shaking  

  .باشدمی% 5براي هر دو روش کمتر از 
  
با روش  باکتریورودوپسینتعیین خلوص  -3-2-3

  اسپکتروفتومتري
نانومتر و  560و  280با مشخص شدن مقادیر جذب در 

 باکتریورودوپسیندرصد خلوص  3استفاده از رابطه 
و  68±4خلوص براي روش یوسل درصد  .محاسبه شد

درصد  .حاصل شد 67±1براي روش بهبود یافته مقدار 
روش تقریباً در یک  دوهاي محاسبه شده براي هرخلوص

 دوبازه قرار گرفته است که بیانگر خلوص برابر براي هر 
براي تعیین  ارغوانی غشايپس از جداسازي . استروش 

دو  ي هرتخلیص شده برا ارغوانی غشايمیزان خلوص 
 براي این منظور .روش از الکتروفورز استفاده شده است

میکرولیتر بافر نمونه  20با  یپروتئینمحلول میکرولیتر  20
شد  براي ژل استفادهمیکرولیتر از آن  30شده و  طلوخم
  .)3شکل (

و مقایسه باندهاي ظاهر شده براي هر  3با توجه به شکل 
ها واضح است که پهناي باندهاي ظاهر شده کدام از روش

براي هر دو روش و تعداد باندهاي ناخالصی آنها نیز 
به طور بنابراین تخلیص به هر دو روش . استیکسان 
  .دهدمیزان خلوص یکسانی را نشان می تقریبی
  

  ارغوانی غشاينتایج تعیین فعالیت  -3-3
از روش  ارغوانی غشايدر این تحقیق براي اثبات فعالیت 

 غشاي؛ که در طی آن ]11[کویاما و همکاران استفاده شد 
؛ اند هاي غشاییی تخلیص شده که به صورت تکهارغوان

سپس به ) هاي غشاییبستهتبدیل ( ،شده ابتدا وزیکوله
با . صورت تیمار با اسید ضعیف مورد پایش قرار گرفتند

 5/0، باکتریورودوپسینتوجه به محدودیت وجود 
تولید شده براي هر کدام از  باکتریورودوپسینگرم از  میلی

نتایج حاصل . ها تهیه و پایش انجام و مقایسه گردیدروش
  .نشان داده شده است 4در شکل  سنجشاز این 
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  باکتریورودوپسین ژل الکتروفورز براي تعیین میزان خلوص  3شکل 
  سلول اولیه: 5استاندارد،  باکتریورودوپسین: 4مارکر وزن مولکولی، : 3روش بهبود یافته، : 2روش یوسل، : 1

  

  
  در دماي محیط ارغوانی با استفاده از تیمار اسید ضعیف غشاي pHنمودار تغییرات   4شکل 

  
در حقیقت منبع . سنجش میزان فعالیت صورت گرفتحاصل شده،  ارغوانی غشايپس از وزیکوله کردن 

١٢٠ 

 

٨۵ 

 

۵٠ 

 

٣۵ 
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. است ارغوانی غشايهاي پروتون آب درون وزیکول
 +Hشود، ها تابیده میهنگامی که نور به این وزیکول

 OH–حاصل از تجزیه آب به محیط بیرون پمپ شده و 
-درونی افزایش پیدا می pHمانده و  ها باقیداخل وزیکول

درون  OH–هاي دو ظرفیتی منیزیم با کند، کاتیون
 pH. دهدآن را کاهش می pHها واکنش داده و ویزیکول

درونی یک فاکتور مهم در محاسبه فعالیت 
درونی به بیش  pHبا افزایش زیرا  ؛است باکتریورودوپسین

. دهد باکتریورودوپسین فعالیت خود را از دست می 10از
بنابراین این کاتیون دو ظرفیتی مانند یک بافر در مقابل 

بیرونی ناشی  pHکند و تغییر درونی عمل می pHافزایش 
  . ]11[ دهداز نور را افزایش می

شود در همان دقایق اول دیده می 4طور که در شکل  همان
وزیکوله شده همراه با  ارغوانی غشاي کردنپس از اضافه 

پس از . دهدشدید رخ می pHتیمار اسیدي یک تغییر 
. کنددوباره افزایش پیدا می pH ،خاموش کردن لامپ

هاي کویاما نشان داد که در این حالت بیشترین بررسی
در پژوهش حاضر مقدار . ]11[است واحد  pH ،5/3 تغییر

برابر کمتر از مقدار  5استفاده شده تقریباً  ارغوانی غشاي
 4شکل . کویاما و همکاران بوده است به وسیلهبکار رفته 
 1ها نزدیک هر کدام از روش pHدهد، تغییرات نشان می

که نشان از فعالیت باکتریورودوپسین تخلیص شده  ؛است
روش در  دوحاصل از هر  ارغوانی غشايدارد و فعالیت 

  . باشدیک محدوده می
  
  گیري بحث و نتیجه -4

ارغوانی، شکست دیواره  غشاياولین گام در جداسازي 
و آزاد سازي مواد درون سلولی  هالوباکتریوم سالیناریوم

هاي در غلظت هالوباکتریوم سالیناریوماز آنجایی که . است
شود؛ بنابراین در این می تجزیهچهار مولار نمک کمتر از 

. پژوهش از آب مقطر براي لیز سلولی استفاده شده است
کاهش تدریجی غلظت نمک با استفاده در روش یوسل از 

تفاده شده سدیالیز و تعویض بافر براي لیز سلولی ااز 
است؛ اما در این پژوهش با تعلیق سلول در آب مقطر و 

ه، لیز دیوارایجاد گرادیان شدید اسمزي در دو طرف 
 صورت گرفتهسلولی و آزادسازي مواد درون سلولی 

هاي و در حجم بودهبر ناستفاده از کیسه دیالیز زما. است
لترافیلتراسیون و صرف زمان و هزینه وبالاتر نیاز به ا

  . بیشتري دارد
محسوب موادي  از، (DNA) اسیدهاي نوکلئوئیک

و پاره شدن دیواره سلول به  تجزیهکه پس از  شوند می
افزایش  ه، بDNAهاي طویل  رشته. شوندمحیط رها می

 غشايجداسازي شده و کار منجر محلول  گرانرولی
کنند؛ بنابراین گام بعدي را با مشکل رو به رو می ارغوانی

 DNAهاي ارغوانی تخریب رشته غشايدر جداسازي 
شیمیایی و هاي آنزیمی، ، به روشDNAهاي رشته. است

در روش یوسل از آنزیم  .ندا مکانیکی قابل تخریب
DNase  تهیه این آنزیم براي تخریب استفاده شده است؛

صرف هزینه  مستلزمهاي صنعتی و نیمه صنعتی  در حجم
نسبت به تنش  DNAهاي رشتهاز آنجا که . است

مکانیکی زدن  هم؛ در این پژوهش از روش اند حساس
در این  .استفاده شده است DNAهاي  تخریب رشته براي

نتایج میزان آلودگی پروتئین به اسیدهاي بررسی مطالعه 
 DNAنوکلئوئیک نشان داد که درصد آلودگی پروتئین به 

. استدرصد  5براي هر دو روش آنزیمی و مکانیکی زیر 
هاي بالا ، در حجمDNaseاز آنجا که استفاده از آنزیم 

روش بهبود  در ؛ بنابراینتاسصرف هزینه زیادي  مستلزم
می براي حذف ییافته از روش مکانیکی به جاي روش آنز

DNA  است شدهاستفاده.  
و  DNAسلولی، تخریب  تجزیهدر این پژوهش، پس از 

آزادسازي مواد درون سلولی از یک سانتریفیوژ معمولی و 
 غشايهاي همراه آلودگیحذف  براي g38000 بادور

لتراسانتریفیوژ و وهاي اروش. ارغوانی استفاده شده است
کروماتوگرفی انجام شده تا به امروز درصد خلوص 
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بالاتري نسبت به روش ارائه شده در این پژوهش دارند؛ 
لتراسانتریفیوژ و دستگاه کروماتوگرافی جزء واما ا

ند و تهیه این ا هاي آزمایشگاهی گران قیمت دستگاه
روش ارائه شده در در . دگی میسر نیستها به سادستگاه

حذف  براياین پژوهش از یک سانتریفیوژ معمولی 
ها استفاده شده است و درصد خلوص قابل قبولی  آلودگی

  .هاي کاربردي ارائه داده استبراي استفاده
با توجه به نتایج این پژوهش غلظت باکتریورودوپسین 

د یافته محاسبه شده براي روش یوسل و براي روش بهبو
؛ که بیان 2/8±4/0و  1/8±6/0: ند ازا به ترتیب عبارت

درصد . استکننده غلطت برابر براي هر دو روش 
خلوص محاسبه شده براي روش یوسل و روش بهبود 

که ژل  ،67±1و  68±4ند از ا یافته به ترتیب عبارت
با توجه به . استیید کننده این مطلب أتروفورز نیز تکال

باندهاي ظاهر شده براي هر کدام از و مقایسه  4شکل 
ها واضح است که پهناي باندهاي ظاهر شده براي روش

. استهر دو روش و تعداد باندهاي ناخالصی آنها یکسان 
روش تقریباً میزان خلوص  دوبنابراین تخلیص به هر 

  . دهدیکسانی را نشان می
کیلو دالتون  8/26حدود  باکتریورودوپسینوزن مولکولی 

شود که باند مشاهده می 4اما در شکل؛ است
این . قرار گرفته است 25و  4/18بین  باکتریورودوپسین
در  باکتریورودوپسینکه وقتی  است دلیلتفاوت به این 

 SDSشود، می بارگزاري SDSژل الکتروفورز حاوي 
 باکتریورودوپسین آب دوستهاي جایگاهجایگزین 

تحت تأثیر  در طول ژل حرکت پروتئین غشایی و ؛شود می
آب دوست انتهایی و  هايجایگاهدر  SDSجایگزینی 

همچنین مطالعات  .]9[ گیردقرار می لکولوم نهایی شکل
نشان داد که  1988و همکاران در سال  میرك

به این موضوع که  باکتریورودوپسین حالت هتروژن داشته
- N( انتهاي آمینیعلت تفاوت در تعداد آمینو اسیدهاي 

با وزن  باکتریورودوپسیندر نتیجه وجود . است )ترمینال

دالتون به همراه باند اصلی  26800مولکولی پایین تر از 
بنابراین ظهور باند پروتئین در بازه  ؛گزارش شده است

  .]16[ استطبیعی  25و  4/18
بنابراین روش بهبود یافته توانست با حفظ فعالیت پروتئین 

و هزینه ص یتخلو درصد خلوص مناسب، زمان 
هاي صنعتی و نیمه را در حجم ارغوانی غشايجداسازي 

در روش بهبود یافته زمان تخلیص از . صنعتی کاهش دهد
دلار  120معادل با  اي هزینهو  ساعت 48ساعت به  96

 کاهشبراي هر لیتر کشت  DNase l تهیه کیت آنزیم براي
؛ که این هزینه در حجم هاي صنعتی و نیمه صنعتی یافت

تلاش همچنین  .استلیتر قابل ملاحظه  10کشت بالاي 
 برايبراي بهینه سازي دور سانتریفیوژ و ارائه راهکار 

جلوگیري از افت فعالیت  برايکاهش زمان تخلیص 
هاي بعدي  تواند در پژوهش می ،تخلیص وتئین حینپر
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