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  من الطحلب Calothrixin-Aعزل وتشخيص مركب قلويدي 

  Cladophora   crispata (Roth.) Kützing الاخضر
  

  1 و اريج فرج الناصر2 و اقبال جاسم الاسدي1احمد محسن عذبي

  

  قسم علوم الحياة/ كلية التربية / جامعة البصرة  1                                        
  قسم الكيمياء/ كلية العلوم / جامعة البصرة 2                        

  

  الخلاصة
تضمنت الدراسة استخلاص وتشخيص مركب قلويدي شبيه  

Calothrixin-Aلأول مرة من الطحلب الاخضر Cladophora 

crispataالعراق حيث تم تنقية . الذي عزل من نهر كرمة علي في البصرة 

سجل ثابت النمو ). Chu -10( العزلة الطحلبية واكثارا في الوسط الزرعي

 عزل المركب  ).G=0.23(وأقل زمن لتكاثر الجيل ) K= 1.3(أعلى قيمة له 

ات الكيميائية ًالقلويدي على هيأة مادة لزجة نقية وشخص اعتمادا على الصف

والفيزيائية له وذلك باستخدام عدد من التقنيات تمثلت بكروماتوغرافيا الطبقة 

الرقيقة وكروماتوغرافيا العمود ودرست الاطياف لهذا المركب متضمنة طيف 

كما تم تحديد ، الاشعة فوق البنفسجية والمرئية وطيف الاشعة حت الحمراء

.  واللاعضوية  المذيبات العضويةرت ذائبيته فيدرجة الانصهار له واختب

حدت الفعالية الحيوية للمركب القلويدي المعزول بتقدير التركيز المثبط الادنى 

 Staphylococcusتجاه عزلتين جرثوميتين مرجعيتين تمثلت ببكتريا موجبة 

aureus (ATCC25922) والسالبةscherichia coli 

ATCC25923) ، 5.5(مثبط بلغ اذ سجلت هذه العزلات ادنى ركيز (

 لجراثيم السالبة 3سم / مايكروغرام) 6( للجراثيم الموجبة و3سم / مايكروغرام

كما اختبرت السمية الخلوية للمركب القلويدي المنتج تجاه كريات الدم الحمر 

  . للانسان ولم يظهر  المركب القلويدي أي تأثير يذكر كطوال مدة المراقبة
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  المقدمة 
ثبت استعمال الطحالب في التطبيقات الطبية منذ العصور القديمة ويعد أول تسجيل  

 ,Hoppe( سنة قبل الميلاد 2700الصين منذ حوالي  لاستخدامها في هذا المجال في

يتامينات  سوء التغذية كونها غنية بالبروتينات والفلأمراض ذ تم استعمالها كعلاجإ.)1979

 كونها تعتبر ، كما استخدمت الطحالب في مجال الطب والصيدلةةوالعناصر المعدني

ًمصدرا مهما للمركبات  ً  

حيوي  الكيميائية الفعالة وخاصة المركبات القلويدية التي تعتبر نواتج ثانوية لعملية البناء ال

 قدرة تثبيطية عالية تجاه الجراثيم الموجبة لامتلاكهاللبروتينات وتتميز بكفاءتها العلاجية 

ط ـــــــــــــــــــــــــــى تثبيـــــــــــــــــــــــــــل علـــــــــــــــــــــــــا تعمــهـــما إنــــــــــــرام كــــــــــــــــــــــــــة كــــــــــــــــــــــــوالسالبة لصبغ

  .)Marr et al., 1999; Pezzuto et al., 1991 ( ة ـــلايا السرطانيـــــــــــــــــــــــالخ

بقابليتها على تحوير وتخليق هذه ) السيانوبكتريا(رفت الطحالب الخضر المزرقة عُ     

 Lyngbyatoxin-Aفقد تم عزل المركب القلويدي . المركبات ضمن ايوضها الثانوية

 واسع لعلاج  والذي يستعمل على نطاق طبيLangbya majusculeمن الطحلب  

المركب القلويدي كما تم عزل . (Paul et al., 2005) الجلدية الأمراض

Calothrixin-A من الطحلب Calothrix الأوراملنشاط ً الذي يعمل مضادا 

من عزل المركب ) 2007( وتمكنت الموسوي، (Chen et al., 2003)السرطانية 

كما  .Hapalosiphon aureus من الطحلب N-methyle cystineشبيه القلويدي 

من الطحلب  Lophocladin-B و -A Lophocladin تم عزل المركبين

ًذين أظهرا نشاطا مضادا للأورام السرطانية ل  وال .Lophocladia spالأحمر ً
Harold et al. (2009) .  

 عن مجاميع الطحالب الاخرى في امتلاكها أهميةر فلا تقل أما الطحالب الخض     

 Glaucine وProunueiferineى ـــــــــــــــ علوتـــــــــــــــاحتد ــــــــــــــة فقـــــــــــــــــــــــللمركبات القلويدي

 والتي تعمل Yeserpin وEvodianin وAnuomrthineو Nuciferineو

 .);Calixto  et al.,2005 Radwan et al.,2007(كمضادات للالتهابات 

قلويدية المركبات على عدد من ال  Cladophora glomerataوامتلك  طحلب 

   الذي يستخدم كعلاج في تنظيم ضربات القلبDecahydroquinolinومنها مركب 

)(Bagwell et al., 1973 ،القلويدي  كما تم عزل المركبLeptoclinidamin-A   
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ً مضادا للبكتريا والفطريات ثبت أنه الذي Cladophora fracta من الطحلب
)(Carrol et al., 2007.  

 إلىلاني هدفت الدراسة الحالية  الطحالب في الجانب الطبي والصيدونظرا لاهمية     

و ذ Cladophora crispata من الطحلب الاخضر مركب قلويديتخلاص اس

            .الاهمية الطبية

  طرق العمل مواد و
استعملت قناني ،  العراق/ البصرة مدينةنهر كرمة علي في جمعت عينات المياه من 

 أعدت لهذا الغرض وجلبت بعد ذلك الى 3سم) 500(بلاستيكية نظيفة محكمة الغلق سعة 

ر مباشرة لغرض التحري عن النوع الطحلبي المراد عزله وتشخيصه وهو الطحلب المختب

  .Cladophora   crispataالاخضر  

  عزل الطحلب وتشخيصه 

، بــــي الصلــــط الزرعــــ للوسStreaking methodطيط ــــريقة التخـــدت طــــاعتم

 بعدها Stien (1973( والموضحتان من قبل Dilution method التخفيف ريقةــــوط

 (Prescott, 1975 :ًادا على المصادر التصنيفية التاليـةـب اعتمصنـف الطحل

Bourrely, 1980;.(  

  
Division :  Chlorophyta                                                                                     
Class       : Chlorophyceae                                                                                 
Order     :  Cladophorales 
Family   :  Cladophoraceae 
Genus    :  Cladophora 
Species  :  Cladophora  crispata  (Roth.) Kützing 
 

  أستزراع الطحلب

له الى الوسط السائل بواسطة ماصة معقمة أو من بعد عملية  التشخيص للطحلب تم نق 

المعقم أو من كلا الوسطين الى عدد من الدوارق ) Loop(الوسط الصلب بواسطة اللاقح 

 من الوسط 3سم) 70( يحتوي كل دورق على 3سم) 100(الزجاجية المعقمة حجم 

 واستمرت عملية الزرع لحين الحصول ،)Chu-10( )Chu, 1942(الزرعي المعقم 

  .على نمو جديد
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  تنقية العزلة 

    ًتم تنقية الطحلب المعزول من الجراثيم اعتمادا على الطريقة الموصوفة من قبل

)Weidman  et al., 1984(لى عزلة نقية  وعليه تم الحصول عAxenic 

culture.  
  

  تقدير معدل النمو 

لتقدير النمو حيث قيست كثافة ) Stein , 1973(أتبعت الطرق القياسية الموضحة في 

باستعمال جهاز المطياف ) Optica density(الخلايا من خلال الكثافة الضوئية 

 650عند طول موجي ) Uviko810(نوع ) Spectrophotometer(الضوئي 

  وعبر عن .ومتر نان

  

 ,Fogg(والذي قدر حسب معادلة ) K(بثابت النمو ) Growth rate(معدل النمو 

  : التالية) 1975

 

   
   

 
 
المادة  = N0 ،يوم) t(المحصول بعد  = Nt ،)ثابت النمو(معدل النمو  = K  ان إذ

  ) .بالايام(الوقت   =  t،الطحلبية عند بداية التجربة

   فقد  حسب وفق  المعادلة G (Generation  time(ضاعف أما بالنسبة لوقت الت
 ـ:التالية 

            
 
  

 إكثار العزلة  وحصادھا
 
  

لتر من ) 1.4(أضيف لكل دورق  ، لتر) 2(استعملت دوارق زجاجية جافة ونظيفة سعة 
 من المزرعة وفي الطور 3سم) 140(رعي المعقم ولقح كل دورق بـ الوسط الز

  اللوغاريتمي 

  

         Log Nt – Log No 
K =  
                    T 

 
           0.301 
G =  
             K      
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 بعدها حصد الطحلب وجفد biomassللحصول على كميات كافية من الكتلة الحية 

  .بجهاز التجفيد وحفظت في الثلاجة لحين إجراء الإختبارات
  تحضير المستخلص القلويدي للطحلب

  

  . )1983( السامرائيلويدي حسب طريقة ير المستخلص القتم تحض
   

   حول  اختبار فعاليته الحيويةللمستخلص القلويديالغربلة الأولية 

 Plate Agar Dick Diffusion  أتبعت طريقة الانتشار على السطح الصلب

Method (Spooner and Sykes, 1972)لغرض إجراء الغربلة الأولية .   

   TLCت المستخلص القلويدي باستعمال تقنية كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة تحديد عدد مكونا
  

  

 في تحديد مكونات المستخلص Harborne) 1984(اتبعت الطريقة الموصوفة من قبل

  . القلويدي
   عزل مكونات المستخلص القلويدي  باستعمال  كروماتوغرافيا  العمود

  

  . كونات المستخلص القلويدي في عزل م  Harborne) 1984( استخدمت طريقة
  

   بتقنية كروماتوغرافيا العمودعزولالممركب القلويدي الحيوية للفعالية الاختبار 
   

  .في الغربلة الأوليةتم اختبار الفعالية الحيوية للمركب القلويدي كما ذكر 
  

   التشخيص الكيميائي للمركب القلويدي المستخلص من الطحلب
  

   مرئية وفوق البنفسجيةالتشخيص بمطياف الأشعة ال
  

أذيــب القلويـــد المـــستخلص فــي الايثـــانول وســـجل طيـــف الأشــعة فـــوق البنفـــسجية باســـتعمال 

UV-Visible spectrophotometer نــــوع )(Pye-unicam sp.8-100 

ـــوال تتــراوح مــن ـــدى مــن الأطـــــ للاشــعة فــوق البنفــسجية   نــانومتر (200 – 400)لمـــــ

              . المرئيةنانومتر للاشعة) 580-400(و
  التشخيص بمطياف الأشعة تحت الحمراء

  

 للقلويـد المـستخلص وذلـك بإسـتعمال جهـاز مطيـاف IRسجل طيف الأشعة تحت الحمراء 

 FTIR-84005-Fourierنوع  IR-Spectrophotometerالاشعة تحت الحمراء
Transform  

  



                            سدي و اريج فرج الناصرحمد محسن عذبي و اقبال جاسم الاا                   58  

  

  .NaClسم على هيئة أقراص  )4000-500( ي المنطقة المحصورة بينف
   كشف الحرق  

 غم من المركب المعزولة في ملعقة صغيرة وتم تعريض المـادة إلـى اللهـب 0.005وضع 

  .من وقت إلى آخر
  

  بية  ئكشف الذا
  

          أنــــواع مختلفــــة مــــن المــــذيبات القطبيــــة وغيــــر القطبيــــة مباســــتخداتــــم الكــــشف عــــن الذائبيــــة 

ـــداي مثيـــل سلفوكـــسيد  المـــاء( ـــانول وال ـــانول والميث وخـــلات   وداي أثيـــل إيثـــرDMSOوالإيث

 مـــل مـــن المـــذيبات 1 غـــم مـــن المكونـــة وأضـــيف إليهـــا 0.005إذ أخـــذ ) الأثيـــل والهكـــسان

  .السابقة

  كشف الرائحة
  

   قبل مجموعة من الأشخاص و سجلت نتائج الإختبارعرضت المكونة للشم المباشر من
  

   الانصھاردرجة 
 

 المواد الصلبة  الانصهار للمركب القلويدي المستخلص باستخدام جهاز درجةقيست

  والبلورات 

Melting Point Apparatus نوع  Gallen Kambi England.  
  

  كشف الصهر بالصوديوم
  

  .(Fieser and Williamson, 1975)تم إجراء الكشف حسب طريقة 
  

  كشف المجاميع الألديهايدية و الكيتونية 
  

  dinitrophenyl hydrazine reagent – 2,4تم الكشف عنها بإسـتعمال كاشـف 

 مل من حـامض الكبريتيـك 15غم من المادة أعلاه مع  3حيث حضر هذا الكاشف بإذابة 

 مل من الإيثـانول 70و مل من الماء المقطر 20 المركز ثم أضيف مع التحريك المستمر

 مـل مـن 2 مل من محلـول الكاشـف إلـى 3ًالمطلق وبعد مزج المحلول جيدا رشح وأضيف 

ـــــــون  ـــــــد والكيت ـــــــا أي وجـــــــود مجـــــــاميع الألديهاي ـــــــة وأن تكـــــــون راســـــــبا برتقالي ًالمـــــــادة المعزول ً ّ
(Shriner, 1980).  
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   كشف الحامض الكربوكسيلي
  

ويــــدل ظهــــور الفقاعــــات مــــع ازيــــز % NaHCO3 10اســــتخدمت بيكاربونــــات الــــصوديوم

  .(Shriner, 1980)وفوران على وجود مجاميع الكاربوكسيل 
  

   الاختبارات الحياتية
                       

    للمركب القلويدي تحديد التركيز  المثبط  الأدنى
  

  :استعمل  في هذه الدراسة نوعان من الجراثيم

1. : coli (ATCC25923) Escherichia 
2.  Staphylococcus aureus (ATCC25922)  

  :الزرعية المستعملة  الأوساطكانت 

 NA(Nutrient Agar(وسط الاكار المغذي .1

 NB( Broth Nutrient(وسط المرق المغذي  .2

 MHA(Mueller Hinton Agar(هنتون-وسط مولر .3

م تحديد التركيز المثـبط الأدنـى للمركـب القلويـدي المـستخلص حـسب الطريقـة الموصـوفة ت 

 والتـي حـضرت عـدد مـن التراكيـز مـن خـلال Sydney and Ellen (1986)  مـن قبـل

، 9، 8.5، 8، 7.5، 7، 6.5، 6، 5.5، 5(اخــــذ الأوزان التاليــــة مــــن المركــــب القلويــــدي 

 100م حيــث أذيــب كــل وزن بحجــم قــدره  مــايكروغرا)12، 11.5، 11، 10.5، 10، 9.5

 بطريقـة (MHA) مل محلول داي مثيل سلفوكيد ثم لقحت أطباق بتري حاوية على وسـط

ـــ  النــشر    Staph. aureusالمــزروع بجرثومــة ) NB( مــل مــن المــرق المغــذي 0.1ل

ثـم تركـت ، )مـل /خليـة  106 عـدد الخلايـا ( ً سـاعات تقريبـا 6بعمـر   E. coliوجرثومـة

 دقـــائق، وزعـــت الأقـــراص المحملـــة بـــالتراكيز 5 لتجـــف بدرجـــة حـــرارة الغرفـــة لمـــدة الأطبـــاق

الــسابقة باســتعمال ملقــط معقــم ويــتم مراعــاة تــرك مــسافة بــين قــرص وآخــر وتركــت الأطبــاق 

م  ° 37 دقيقـــة لتأخـــذ الأقـــراص اســـتقرارها ثـــم نقلـــت إلـــى الحاضـــنة بدرجـــة حـــرارة 15 لمـــدة 

  . تركيز مثبطساعة، بعدها تم تحديد أقل24ولمدة 
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    Cytotoxicityالسمية الخلوية 
  

        تــــم تحديــــد الــــسمية الخلويــــة للمركــــب القلويــــدي المــــستخلص مــــن الطحلــــب حــــسب طريقــــة 

Xian-gno and Ursella (1994) .   
  

  :معدل النمو
 

تم قياس معدل النمو للطحلب حيث بدأ بالطور الأسي في اليوم الثامن من زراعته 

ثم بدأ طور ،  والذي استمر إلى اليوم الثلاثين، وحصلت زيادة مطردة في عدد خلاياه

  الذي  الاستقرار

لتناقص في اليوم الثالث والأربعين استمر الى اليوم الثاني والأربعين وبعدها بدأ طور ا

ولقد  ولذلك حصد هذا الطحلب في اليوم السابع والثلاثين في منتصف طور الاستقرار

بينما قيمة زمن تكاثر الجيل هو ) K=1.3(ًأظهر الطحلب ثابتا للنمو مقداره 

)G=0.23  (1 والجدول 2الشكل  كما في.  

  

   والمناقشة النتائــج
  

  وصف الطحلب

ًلطحالب الخضر الخيطية المتعددة الخلايا والمتفرعة تفرعا حقيقيا ومتعاقباهو احد ا ً ً ،

ًيتواجد في المياه العذبة والضحلة ملتصقا أو حرا طافيا ً والمحور ، خلاياه اسطوانية الشكل، ً

أما الأفرع الجانبية فهي أصغر ، مايكروميتر) 40 – 75(الرئيسي ذو قطر يتراوح بين 

جدار الخلية ، مايكرميتر) 20 – 35(رئيسي ذات قطر يتراوح بين ًحجما من المحور ال

ًيكون سميكا مكون من عدة طبقات سليلوزية متكونة من لويفات مرتبة بشكل مغزلي 
  ).1الشكل (والبلاستيدة الخضراء شبكية متعددة البايرونويد  كما في 
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 Cladophora  crispataالطحلب   )  1شكل  ( 

  
  
   

 Cladophora  crispataمنحني نمو الطحلب   ) 2شكل  (
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  والفترة الزمنية للنمو، )G(وزمن تكاثر الجيل ، )K(يبين قيمة ثابت النمو ) 1جدول (

  Cladophora  crispataوالحصاد لطحلب           
  

  نتائج الكشوفات النوعية للمستخلص القلويدي 

 على مركبات قلويدية للمستخلص القلويدي بانه يحتوي أظهرت نتائج الكشوفات النوعية 

كاشف اضافة برتقالي اللون في حالة ال فقد ظهر الراسبأظهرتها الكواشف المستخدمة 

 المركبات  وجود كاشفي واكنر ومايردلالة علىعند اضافة وراسب ضبابي دراكندروف

 Radwan et al. (2007( واتفقت هذه النتيجة مع دراسة القلويدية داخل  المستخلص

ًواتفقت أيضا مع ،  على مركبات قلويدية بتراكيز عالية C. proliferaمن احتواء طحلب
قلويدية المستخلصة من طحلب في دراسة حول المركبات ال) 2007، الموسوي(

Hapalosiphon aureus.  

  

  

  

  

  

زمن 

تكاثر 

الجيل 

)G(  

ثابت 

النمو 

)K(  

فترة 

  الحصاد

فترة طور 

  المستقر

فترة 

الطور 

  الأسي

فترة 

الطور 

  التمهيدي

  العزلات الطحلبية

0.23  1.3 36 – 

37  

30 – 

42  

8 – 

30  

0 – 8 Cladophora 

 crispata   
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  الكشوفات النوعية للمستخلص القلويدي) 2 الجدول(

  

  الغربلة الأولية للمستخلص القلويدي  واختبار فعاليته الحيوية 

بــأن المــستخلص القلويــدي امتلــك قطــر تثبــيط ) 4 و3الــشكلين (و) 3الجــدول (يتــضح مــن 

 ملـم اتجـاه البكتريـا الـسالبة امـا المركـب القلويـدي 10و ملم اتجاه البكتريا الموجبـة 15قدره  

 ملـم تجـاه 13 ملم اتجاه البكتريـا الموجبـة و17  زول فقد امتلك قطر تثبيط بكتيري قدرهالمع

ويعزى السبب في تغلـب فعاليـة المـستخلص ) 6 و5 الشكلين(و) 3 الجدول(البكتريا السالبة

القلويــدي تجــاه البكتريــا الموجبــة مقارنــة بالــسالبة إلــى الاخــتلاف فــي تركيــب الجــدار الخلــوي 

   على نسبة قليلة من الدهون في حالة الموجبة مقارنة بالسالبة وبالتالي لهما حيث يحتوي

المستخلص   الكاشف المستخلص

  القلويدي

  الكشف الموجب يدل على

  دراكندروف

  رماي

  واكنر

++  

++  

++  

  وجود القلويدات

  وجود الصابونينات ــ % 5كلوريد ألزئبقيك المائي تركيز 

FeCl3 1 % + وجود الفينولات ــ  بخار الامونيا  

  وجود الفلافونيدات ــ %5هيدروكسيد البوتاسيوم الكحولي

  وجود التانينات ــ % 1خلات الرصاص 

  لكيوماريناتوجود ا ــ  %  5هيدروكسيد الصوديوم    

  وجود التربينويدات الثلاثية ــ  كلوروفورم+ حامض الكبريتيك المركز 

  وجود البروتينات  ــ  بايوريت

  وجود الببتيدات و مجاميع الأمين الحرة ــ % 1الننهيدرين 

  وجود التربينات الثلاثية والسيترولات ــ  ليبرمان بورخارد

  وجود الكاربوهيدرات ــ  موليش

  وجود الكلايكوسيدات ــ   التحللبندكت بعد
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هـا أمـا وتثبـيط نمو اـــــــــتتمكن المركبات الموجودة في المستخلص القلويدي من اختراق جداره

السالبة لصبغة كرام فتحتوي على نسبة عالية مـن الـدهون والتـي تعمـل علـى مقاومـة مـرور 

كمــا تغلبــت فعاليــة المركــب القلويــدي ) 1997، أبــو الــذهب( المركبــات إلــى داخــل البكتريــا

 طبيعـــة  جـــدار الخليـــة البكترييـــة الـــىأعـــلاه  وربمـــا يعـــود مـــا ذكـــر، تجـــاه البكتريـــا الموجبـــة

مـــا امـــتلاك الخليـــة البكتيريـــة الـــسالبة الـــى الكثيـــر مـــن الميكانيكيـــات لمقاومـــة وتركيبـــه أو رب

دخــــول المركــــب القلويــــدي كــــإخراج المــــضادات خــــارج الخليــــة البكتيريــــة وفــــق آليــــة الــــضخ 

المـضاد مـع       المعاكس أو عن طريق تغيير شكل الرايبوسومات بحيـث تمنـع مـن ارتبـاط

      نتيجـــة اتفقـــت مـــع مـــا توصـــل إليـــه الموســـويوهـــذه ال). Criswell, 2004(الرايبوســـوم 

 Hapalosiphon   حول فعالية المركب القلويدي المـستخلص مـن طحلـب ) 2007(

aureus ،حول تـأثير المـواد القلويديـة المستخلـصة مـن نبـات ) 2002(ًوأيضا مع السعيد

 المـستخلص ويلاحظ مـن النتـائج إن فعاليـة. الشنان على الجراثيم الموجبة أكثر من السالبة

القلويـــدي أقـــل فعاليـــة مقارنـــة بالمركـــب القلويـــدي المعـــزول منـــه ويعـــزى الـــسبب إلـــى الفعـــل 

التــضادي لمجموعــة المركبــات الكيميائيــة المتواجــدة فــي المــستخلص والتــي ربمــا نجــدها مــن 

  ). Hugo and  Rusell,1987(فعالية مجموعة دون أخرى 

          

  

  

  

  

  Staphylococcus  aureusلويدي تجاه جرثومة فعالية المستخلص الق) 3(شكل 

  

S 

C 

S 
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  للمستخلص والمركب القلويديترميأقطار تثبيط النمو مقدرة بالـمل) 3الجدول 

  
  
  
  
  

 

  

  

  

  

  

  

  

             

  Escherichia  coli فعالية المستخلص القلويدي تجاه جرثومة  ) 4(شكل 

  

  المستخلصات

  العزلات المرجعية

المستخلص 

 القلويدي

ركب الم

  القلويدي

E. coli (ATCC25923) 10 ملم 13  ملم 

Staph. aureus (ATCC25922)  15 ملم 17  ملم 

Control (DMSO) داي مثيل 

  سلفوكسايد

  ــــــ  ــــــ

S 

C
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   Staphylococcus   aureusفعالية المركب القلويدي تجاه جرثومة  ) 5(شكل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   Escherichia   coliفعالية المركب القلويدي تجاه جرثومة ) 6(شكل          

  

  

S 

C 

C 

S



                        67                                من الطحلب الاخضرعزل وتشخيص مركب قلويدي                    

  

  

  تحديد عدد مكونات المستخلص القلويدي باستخدام تقنية كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة 
  

مكونـــات  أظهـــرت نتـــائج كروموتوغرافيـــا الطبقـــة الرقيقـــة للمـــستخلص القلويـــدي وجـــود ثـــلاث 

 الكشف عنها بمـصباح تمRf 0.03 ، 0.15 ،  0.76ذات قيم  ) 7الشكل( برتقالية اللون

  ).4 الجدول(بخار اليود كاشف دراكندروف و وكاشف ماير وUVالأشعة فوق البنفسجية  
  

  عزل مكونات المستخلص باستخدام تقنية كروماتوغرافيا العمود
  

ود الحاوي على مادة السليكا جيـل واختبـرت بتقنيـة تم جمع المكونة القلويدية من نهاية العم

TLCويعـود الـسبب لاسـتخدام ) 8 الـشكل( تم الحصول علـى بقعـة واحـدة  مرة اخرى حيث

ًمادة السيليكا جيل لكونها سريعة في عملية الفـصل وغالبـا مـا تـستعمل للمـواد قليلـة الـذوبان 
            ستخلاصـه فـي الدراسـة الحاليـةفي الماء عادة كما هو الحال في طبيعة المركـب الـذي تـم ا

)Harborne, 1984.(  

نتائج كروموتوغرافيا الطبقة الرقيقة للمركب القلويدي المعزول من الطحلب )  4الجدول ( 

  Cladophora crispata  الأخضر

  الملاحظات RFقيم   المستخلص القلويدي  الكاشف

 اتدلالة على وجود القلويد spot 0.76  - 1  دراكندروف

 دلالة على وجود القلويدات spot  0.76  - 1  ماير

 دلالة على وجود مركبات عضوية غير مشبعة spot  0.76  - 1  بخار اليود

UV– 254 

nm 

1 -  spot  0.76  دلالة على وجود الآصرة المزدوجة  
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  للمستخلص القلويديكروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة ) 7الشكل (
 
كروماتوغرافيѧѧا الطبقѧѧة الرقيقѧѧة للمركѧѧب القلويѧѧدي المعѧѧزول بكروماتوكرافيѧѧا ) 8الѧѧشكل (

  العمود
 
 
 

Component 3 
Rf 0.76 

Component 2 
Rf 0.15 

Component  1  
Rf 0.03 

7شكل   
8شكل   
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   التشخيص الكيميائي والفيزيائي للمركب القلويدي 

  التشخيص بمطيافية الأشعة فوق البنفسجية والمرئية

سجل طيف الأشعة فوق البنفسجية للمكونة القلويدية المعزولة لمدى من الأطوال 

ثلاث حزم امتصاص الأولى عند الطول ) 9الشكل ( نانومتر (200–500)الموجـية 

 المميزة (*π - π)الانتقال الالكتروني  نانومتر التي  تعزى إلى) 298(ألموجي 

، )Silverstein et al.,1982( للمركبات غير المشبعة المحتوية على أواصر مزدوجة

 - n) نانومتر عائدة الى الانتقال الالكتروني نوع) 415(والثانية عند الطول ألموجي 

π*) المميزة للمركبات المحتوية على مزدوجات الكترونية غير تآصرية .  

  التشخيص بمطيافية الأشعة تحت الحمراء 

             )10الشكل (نلاحظ من طيف الأشعة تحت الحمـــراء للمكونــــة القلويديــة فـــي 

 والتي 1 -سم) 3363.62(أن المكونة القلويديـــة أعطت حزمــة عـنــد التردد   )5 الجدول(و

) 3168.83(العائدة إلى الأمين الثانوي، أما الحزمة )  N-H(تدل على وجود مجموعة 

ً  الأروماتية مما يثبت أن للمركب تركيبا اروماتيا، وحزمة عند )C-H( تعود إلى 1 -سم ً
الأليفاتية وحزمة عند التردد ) C-H( تعود إلى مجموعة 1 -سم) 2925.81(التردد 

والتي تكون حزمة مميزة ) C=O(يل ن عائدة إلى مجموعة الكاربو1 -سم) 1728.10(

 ( C - N) عائدة لمجموعة 1 -سم) 1660.60(يلية وحزمة عند التردد نللمجاميع الكاربو

) C=C( عائدة لمجموعة 1 - سم) 1458.08(المميزة لمركبات الامايد وحزمة عند التردد 

) C-H( عائدة لمجموعة 1 -  سم)730.97(تردد في نظام حلقة البنزين وحزمة عند ال

ًالأروماتية مما يثبت بشكل قاطع أن للمركب تركيبا أروماتيا وهذه النتيجة تتف ق ــــــــــــــــــــــً

 A - Calothrixin لمركب Chen et al.(2003(ه ــــــــل إليــــا توصــــــــــــــــع مــــــــــــــــــــــــــــم

   .Calothrix من طحلب المعزول
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)
الشكل
 

10
(  

ف الأشعة تحت الحمراء للمرك
طي

ب
ضر

 القلويدي المعزول من للطحلب الأخ
 C

ladophora crispata
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      نتائج طيف الأشعة تحت الحمراء للمركب القلويـدي المعـزول مـن الطحلـب )  5الجدول (

  Cladophora crispataخضر الا

BAND 

FREQUENCY 

CM-1 

BAND 

SHAPE 

BAND FUNCTIONAL GROUP 

3363.62 Sh N-H NH2 secondary amine  

3168.83 M-Sh C-H CH- aromatic 

2925.81 Sh C-H CH-Asym aliphatic   

2856.38 M-Sh C-H C-H- symal aliphatic  

1728.10 M-Sh C=O Sterch carbonyl group 

1660.60 Sh C-N Amide 

1620.09 M-Sh H-N H-N- bending 

1458.08 M-Sh C=C C=C- ring stretch 

1265.22 M-Sh C-N C-N stretch 

1099.35 M-Sh C-H C-H bend out of plaine aromatic 

730.97 M-Sh C-O C-O- in plane 

Sh= Sharp                     M= medium                     
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  الكشوفات الكيميائية والفيزيائية للمركب القلويدي  

تـــم إختبـــار المكونـــة القلويديـــة المعزولـــة بمجموعـــة مـــن الكـــشوفات الفيزيائيـــة منهـــا  الذائبيـــة 

 وكشوفات كيميائية مثل كشف الحرق الكشف عـن المجـاميع الألديهايديـة ودرجة الإنصهار

والكيتونية، الكشف عن الحوامض الكاربوكسيلية والكشف عن النتروجين والكبريت ويوضـح 

اذ تــــم التوصــــل الــــى ان المركــــب حــــاوي علــــى الالديهايــــد ، هــــذه الاختبــــارات  )6 الجــــدول(

بوكسيلية وحـاوي علـى النتـروجين ولـه القابليـة والكيتون وخالي من الكبريت والحوامض الكار

 Chen et توصـل اليـه  مـاعلى الذوبان فـي العديـد مـن المـذيبات وهـذه النتيجـة تتفـق مـع 
al. (2003)   

  تائج الكشوفات الفيزيائية والكيميائية للمركب القلويدي المعزول من الطحلبن )6الجدول (

   Cladophora crispata  الاخضر             

  نتائج المكونة القلويدية  الكشف

  دخان اسود  كشف الحرق

 وذائـب جزئيـا DMSOذائب في الإيثـانول، الميثـانول و  كشف الذائبية

  في الماء وغير ذائب في الهكسان وخلات الاثيل

  130M.P  درجة الانصهار 

  ظهور لون أخضر  الكشف عن النتروجين

  سالب   الكشف عن الكبريت 

الكـــــــــــــــشف عـــــــــــــــن المجـــــــــــــــاميع 

  الأديهايدية والكيتونية 

ــــــى وجــــــود المجــــــاميع  ــــــة عل ــــــالي دلال تكــــــون راســــــب برتق

  الألديهايدية والكيتونية

الكـــــــــــــــشف عـــــــــــــــن الحـــــــــــــــامض 

  الكربوكسيلي

 CO2عدم ظهور فقاعات سريعة من غاز 
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  تحديد التركيب المتوقع للمركب القلويدي

يمكــن مــن خــلال الحقــائق  التــي تــم التوصــل إليهــا وجــود أوجــه تــشابه بــين معظــم القياســات 

 المعــــزول مــــن A Calothrixin–الفيزيائيــــة والكيميائيــــة للمركــــب المعــــزول مــــع مركــــب 

ًملاريــــــــا ومـــضادا ً  والـــذي استخـــــــدم كمـــضــادا للCalothrixالطحلـــب  الأخـــضر المـــزرق 
  حـسب المــصادر  C. crispataلـلأورام وانـــه يعـــزل لأول مــــرة مـــــن الطحلـب الأخـضر

كمـا يحتـوي  1- سـم1728.10فـي الموقـع  C=O المتوفر لدينا كونه يحتوي على مجموعة

كما تشير النتائج إلى احتواء المركـب  1-سم  3363.62في الموقع N-Hعلى مجموعة 

 أمـــا مـــن ناحيـــة 1-ســـم 1660.60فـــي الموقـــع  C-Nزين وكـــذلك مجموعـــة علـــى حلقـــة بنـــ

 - π) تـشير النتـائج إلـى إن المركـب المعـزول يحتـوي علـى الانتقـالات مـن نـوعUVطيـف 

π*)   وهـذا يتفـق مـع مركـب–A Calothrixin باحتوائـه علـى مجـاميع  N-H  وC-

O وأيضا احتوائه على الانتقال نوع n- π*)  (ضمن مجاميعC=C   ) 11الشكل.( 

  

التركيب الكيميائي للقلويد المعزول والمتوقع تشابھه مع مركب ) 11 الشكل(
CCaallootthhrriixxiinn––AA  
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  الاختبارات الحياتية 

    تحديد التركيز المثبط الأدنى 

يد قيمة التركيز المثبط الأدنى للمركب القلويدي المستخلص تجـاه الجـراثيم أسفرت نتائج تح

  Staph. aureusوالموجبـة لـصبغة كـرام   E. coli ببكتريـاالسالبة لصبغة گـرام متمثلـة 

مـايكرو غـرام ) 6(مـل للموجبـة و \  مـايكرو غـرام )5.5(بأنه امتلك أدنى تركيـز مثـبط بلـغ 

 الفعاليـــة تكـــون أكبـــر تجـــاه البكتريـــا الموجبـــة مـــن الـــسالبة ودلـــت النتـــائج أن، مـــل للـــسالبة \

ويعـزى  ذلـك إلـى الاخـتلاف فـي طبيعـة الجـدار الخلـوي بـين النـوعين إذ أن كثافـة الطبقــات 

 ,Protein – lipid, lipoproteinالدهنيــة والمكونــة مــن معقــدات دهنيــة منهــا 

lipopolysacharidesبغة كـــرام تقلـــل مـــن  الموجـــودة فـــي جـــدران البكتريـــا الـــسالبة لـــص

نفاذيــة هــذه المركبــات إلــى داخــل الكــائن ألمجهــري مقارنــة مــع البكتريــا الموجبــة التــي تمتــاز 

بقلـة محتــواه ألــدهني وبالتــالي يكــون اكبــر نفاذيـة لهــذه المركبــات وبالتــالي تعطــي قــدرة تثبــيط 

  ).2007(وقد اتفقت هذه النتيجة مع المازني  أعلى لهذا النوع من البكتريا

 Cytotoxicityية الخلوية السم

أظهــــــرت نتــــــائج  اختبــــــار الــــــسمية الخلويــــــة للمركــــــب القلويــــــدي  المعــــــزول مــــــن الطحلــــــب 

 تجاه كريات الدم الحمـر للإنـسان أنـه لا يحمـل أيـة Cladophora crispataالاخضر

). 7الجــــدول ( مــــل  /مــــايكروغرام) 1:1000، 1:100، 1:10 ،1:1(ســــمية عنــــد التراكيــــز

عــل هــذا المركــب ذو أهميــة طبيــة عنــد اســتخدامه علــى شــكل مركبــات وأن هــذه النتيجــة تج

  ). 2007(والمازني) 2007(صيدلانية، وقد اتفقت هذه النتيجة مع الموسوي
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 القلويدي المعزول من الطحلب نتائج اختبار السمية الخلوية للمركب)   7الجدول (

    Cladophora crispataالأخضر 

 RBCالسمية تجاه   مل /التركيز مايكرو غرام

1:1  NT 

1 :10  NT 

1 :100  NT 

1 :1000  NT 

Control negative   دم  +
DMSO   

NT 

Control Positive ماء حنفية +دم  T  

                            T = Toxic                                NT=Non toxic  

  

  :المصادر 
، الجѧزء الأول، مطبعѧة دار المعѧارف. علѧم البكتريѧا). 1997(أبو الذھب، مѧصطفى كمѧال 

  .القاھرة
توزيѧع القلويѧدات و أھميتھѧا التѧصنيفة فѧي بعѧض ). 1983(السامرائي، خلود وھيب عبѧود 

رسѧѧѧالة . فѧѧѧي العѧѧѧراق Solanaceaeالأنѧѧѧواع البريѧѧѧة مѧѧѧن العائلѧѧѧة الباذنجانيѧѧѧة 
  .ماجستير، كلية العلوم، جامعة بغداد

دراسѧѧة تѧѧأثير بعѧѧض مستخلѧѧصات نبѧѧات الѧѧشنان ). 2002(الѧѧسعيد، أروى حميѧѧد محمѧѧود 
Haloxylom sp. صابةѧة والمѧب الطبيعيѧي دم الأرانѧسكر فѧستوى الѧى مѧعل 

رسѧѧالة ماجѧѧستير، كليѧѧة العلѧѧوم، . بفѧѧرط الѧѧسكر المحѧѧدث بواسѧѧطة الألوكѧѧسان
  .صرةجامعة الب

عѧѧѧѧѧزل وتѧѧѧѧѧشخيص المѧѧѧѧѧضاد الحيѧѧѧѧѧوي ). 2007(المѧѧѧѧѧازني، منѧѧѧѧѧى عبѧѧѧѧѧد الإمѧѧѧѧѧام أحمѧѧѧѧѧد 
Cryptophycin سيانوبكترياѧن الѧم Nostoc muscorum   نѧة مѧالمعزول

رسѧالة ماجѧستير، كليѧة العلѧوم، . تربة عراقية و دراسة فعاليته الضد ميكروبية
  .جامعة البصرة

ض المركبات الفعالة مѧن بعѧض عزل وتشخيص بع). 2007(الموسوي، نداء جاسم محمد 
 وإختبѧѧѧѧار فعاليتھѧѧѧѧا الحيويѧѧѧѧة Cyanophyta المزرقѧѧѧѧة –الطحالѧѧѧѧب الخѧѧѧѧضر 

أطروحѧة دكتѧوراه، كليѧة العلѧوم، جامعѧة . المضادة للجراثيم والأعفان الفطريѧة
  .البصرة
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Abstract                                
      The  isolation and  identification of an alkaloidic compound  
similar to Calothrixin-A for were done here  first time from the 
green algae (Chlorophyta)  Cladophora   crispata, isolated from  
Garmat-Ali river in Basrah in Iraq,  purified and cultivated in    
Chu-10 medium. The growth rate was K=1.3 and the generation 
time G=0.23. The identification of the compound was made 
depending on its chemical and physical properties by using thin 
layer chromatoghraphy (TLC) and column chromatoghraphy. A 
single compound was isolated and tested by University and IR 
spectra. The melting point and solubility of the purified compound 
were determined using organic and inorganic solvents. 

     The minimal inhibitory concentration (MIC) value was 5.5  μg 
/cm3 against G-positive bacteria Staphylococcus aurrus 
(ATCC25922) and 6 μg/cm3 against G-negetive bacteria 
Escherichia coli (ATCC25923). The toxicity of the alkaloidic 
compound was examined against human red blood cells and no 
toxic effect was detected.  
 
Key words:  Isolation, Identification, alkaloidic compound. 

 


