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من  Cryptophycinعزل وتشخیص المضاد الحیوي الـ 
  ة من تربة عراقیةالمعزول  Nostoc muscorumالسیانوبكتریا

  منى عبد الامام المازني3 طهران سید زیارة،2موسى جاسم الاعرجي، 1
  جامعة البصرة /كلیة العلوم /قسم علوم الحیاة  3،2/جامعة البصرة / مركز علوم البحار 1

  
  الخلاصة

عینــة تربــة  12انــوع مــن الســیانوبكتریا مــن 8 منت الدراســة الحالیــة عــزل وتشــخیص تضـ     
 ابي الخصیب في مدینة البصرة وتم تنمیتها وتنقیتهـا واكثارهـا فـيمنطقتي الكرمة و جمعت من 

 .مایكروانیشتاین  )150-175(م وشدة اضاءة  º 2±27ظروف مختبریة تمثلت بدرجة حرارة 
تجاه كل من الجرثومة  رت فعالیة تلك الانواعاختب .ظلام:ساعة اضاءة 8:16ولمدة  2ثا / 2م

) الموجبـــة لملـــون كـــرام( Staphylococcus aureus (NCTC 6571)  المرجعیــة
 لعزلــة، وقــد اظهــرت ا)الســالبة لملــون كــرام( Escherichia coli (NCTC 5933)و

Nostoc muscorum مقارنـــة مـــع بقیـــة  بقطـــر تثبـــیط واســـعمثبطـــة لكـــل منهـــا و  فعالیـــة
  .العزلات
في ثلاثة اوساط  ت الحیویةفي انتاج المضادا N. muscorumقابلیة العزلة اختبرت      

یــــة بــــین الاوســــاط الثلاثــــة المضــــادات الحیو  وتبــــین وجــــود تفــــاوت فــــي افــــرازمختلفــــة  تخمریــــة
من خلال الاختلافات فـي فعالیـة المضـاد اعلى قابلیة على الافراز  التخمري الثالث الوسطأظهر 

ا افیـــكروماتوغر بتقنیـــة  نقـــي المضـــاد الحیـــوي .المســـتخلص تجـــاه العـــزلات الجرثومیـــة المـــذكورة
شــخص المضــاد المنــتج  .TLCام كروماتوغرافیــا الطبقــة الرقیقــة باســتخد العمــود واكــدت تنقیتــه

، الذائبیــــة، تقــــدیر الــــوزن الجزیئــــي MP الانصــــهار كونـــه الكربتوفایســــین باخضــــاعه لاختبار 
وطیـف الاشـعة  UV عـن طیـف الاشـعة فـوق البنفسـجیة والاختبارات الكیمیائیة الاخرى فضـلاً 

  .مع الكربتوفایسین القیاسيضاد المنتج الم ذ تشابها  IRتحت الحمراء
  
  المقدمة
مـــن مجـــامیع الاحیـــاء المجهریـــة القـــادرة علـــى انتـــاج  Cyanobacteriaتعـــد الســـیانوبكتریا       

ــــد مــــن المضــــادات الحیویــــة ذات  ــــواع مختلفــــة مــــن المضــــادات الحیویــــة، اذ عزلــــت منهــــا العدی ان
  .(Burja et al., 2001)یضیة ثانویة اخرى الاستعمالات التطبیقیة المختلفة ومواد ا

ــات كــالترب  ــى النمــو فــي معظــم البیئ ـیانوبكتریا بشــكل واســع فــي الطبیعــة فهــي قــادرة عل تنتشــر السـ
ــــي الینــــابیع الحــــارة ذات درجــــات الحــــرارة العالیــــة ـــة كمــــا یعــــیش بعضــــها ف ــــاه العذبــــة والمالحـ  والمی

Thermophilic 
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ـــــر مـــــن ـــــى اكث ـــــات المتجمـــــدة º 70حیـــــث تصـــــل درجـــــة حرارتهـــــا ال م ومنهـــــا مـــــا یعـــــیش فـــــي البیئ
kryophilic وبعضـــها یعــــیش فــــي مســــتوى ملوحــــة عالیـــة جــــداً فیتواجــــد فــــي عمــــق الصــــحاري ،

(Tamagnini et al. 2002).  
الجوانـــب البیئیـــة  تـــرة الماضـــیة حـــولللف نوبكتریا فـــي العـــراقدراســـات عـــن الســـیاتركـــزت معظـــم ال   

، ودراسـة (Al-Aarajy, 1996) الفسـلجیة، منهـا دراسـةوالتصنیفیة وكانت هناك بعض الدراسات 
، وعــزل وتشــخیص بعــض الســموم منهــا متمثلــة بدراســة )2003الركــابي، (المحتــوى البایوكیمیــائي 

الجعفــر، (عــن دراســة محتواهــا مــن الفیتامینــات ، فضــلاً )2002الشــاهین، و    2002الركــابي،(
-Mehdi and Al(دراسـة  كانـت وحـول الفعالیـة الحیویـة للسـیانوبكتریا كمضـاد حیـوي) 2004

Mosawi, 1999( ـــة للمضـــادات الحیویـــة قـــد شـــكل ، لهـــذا الســـبب ولظهـــور المقاومـــة الجرثومی
ــة المشــكلة الاساســیة فــي العــلاج المضــاد للجــراثیم وســاهم بالحاجــة الما ســة لتطــویر مضــادات حیوی

لتكــون مــن  ، لــذا فقــد وضــعت الدراســة الحالیــة(Katzung, 1989)جدیــدة غیــر معروفــة مســبقاً 
ــة وخاصــة الســیانوبكتریا لانتــاج  الابحــاث الجــادة فــي العــراق ــة تطویــع الاحیــاء المجهری حــول امكانی

  .مضادات حیویة نافعة جدیدة ممكن ان تستخدم كبدائل محلیة لبعض الادویة 
 .Nostoc sp( من العزلـة1990 عام   Merchعزل المضاد الكریبتوفایسین لاول مرة من قبل 

(ATCC 53789  بشـــكلdepsipeptide  ـــات ـــة قاتلـــة وســـمیة عالیـــة تجـــاه الفطری ذات فعالی
fungicide  خاصـــــــــــة جــــــــــــنسCryptococcus  واســـــــــــتعمل فــــــــــــي الحقـــــــــــول الصــــــــــــیدلانیة

Pharmaceutical  والزراعیـةAgricultured (Schwartz et al., 1990) . اطلـق فیمـا
  . Cryptophycin (Hirsch et al., 1990)بعد على هذا المضاد أسم الكربتوفایسین 

یحتـاج  ء ثمنـه فهـوهذا المضاد بتركیبه المعقد جـداً فضـلا عـن صـعوبة انتاجـه صـناعیاً وغـلا یتمیز
الانتـاج او  طریقـة لتقصـیر البـاحثون بالبحـث لایجـاد الى خمسة وثلاثین خطوة لانتاجه لذلك اسـتمر

ایجاد مصدر لانتاجه الطبیعي، واكتشفوا سلالات اخرى لها القدرة على انتاج الكربتوفایسـین بصـورة 
 antiproliferativeیعمـــل الكربتوفایســین ضــد التكـــاثر  .(Moore et al., 1996)طبیعیــة 

ـــــــیمن  ذلكــــــــــــــــــــــة وبـــــــــــــــــــــــــللخلیـــــة الحقیقی antimitoticالخیطیـــــة وضدالانقســـــامات  ع دورة ـــــــــــــــــــ
 ,.Panda et al) ور المتوسـطــــــــــــــــــــــــلال الطـــــــــــــــــي خــــــــــــــــــام الخیطــــــــــــــــــــة من الانقســــــــــــــــــــــــالخلی

1997 ;  Smith and Zhang, 1996) ف انـه مضـادً لاورام الرئـة والبنكریـاس والقولـون فوصـ
 .(Pratt.,  1994)والبروستات والدماغ عند الانسان 
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  المواد وطرائق العمل
  العزلات الجرثومیة المرجعیة 
       ون كـرام ـــــــــــــة لملــــــــــــــــــــداهما موجبــــــــــــــــــــان احـــــــــــــــــــــــــان جرثومیتـان مرجعیتـــــــــــــــــــــخدمت عزلتــــــــــــــــــاست 

Staphylococcus aureus (NCTC 6571) ون كـرامـــــــــــــــــــــة لملــــــــــــــــــــــرى سالبــــــــــــــــــوالاخ    
Escherichia coli (NCTC 5933). لاجــراء الغربلــة الاولیــةPrimary Screening 

  .وتقییم الفعالیة البایولوجیة للمضاد الحیوي المنتج
كلیــة  /تــم الحصــول علــى هــاتین العــزلتین مــن مختبــر ابحــاث التقنیــة الحیویــة فــي قســم علــوم الحیــاة

  .جامعة البصرة/العلوم
  وساط الزرعیة المجهزةالا 
    Chu-10الوسط الزرعي السائل  - أ

  .(Al-Mousawi, 1984)الموضحة مكوناته من قبل  Chu-10استخدم الوسط الزرعي 
  Chu-10الوسط الزرعي الصلب  -ب

 له بتركیز Agarبعد اضافة الاكار  Chu-10حضر الوسط من مكونات الوسط الزرعي السائل 

جو 1وضغط   مº  121الكهربائیة بدرجة حرارة بجهاز الموصدة بعدها عقم الوسط% 1.5 - 2
    .دقیقة 20ولمدة 

  Fermentation media (FM) اوساط التخمر -ج
ــــاعتم مختلف استخدمت ثلاثة اوساط تخمریة ــ ـــ ــ ــ ــ ـــ ـــاداً عــ ــ ــلى الطریقـ ــ ـــ ــ ــ ـــ ــ ــ ـــة المــ ــ ــ ـــ ــ ــ          ذكورة من قبلـ

(Back and Liang, 2005).  
  
   FM1 الاول وسط التخمر - أ

              Arnon's solutionمحلول ارنون : حضر هذا الوسط من المكونات التالیة
فوســفات البوتاســیوم احادیــة الهیــدروجین  ،)لتــر /مــل 0.19(، كلوریــد الامونیــوم )لتــر /مــل 0.12( 

، كلوریـد الكالسـیوم المـائي )لتـر /مـل 0.2(ة ، كبریتـات المغنسـیوم المائیـ)لتـر /مل 0.175(المائیة 
 morpholine propane-sulfonic-4  )لتر /مل 2.3(، نترات الصودیوم )لتر /مل 0.1(

acid (0.625 g / L) ،7الىالاس الهیدروجیني ثم عدل  )لتر /مل 1(  محلول المعادن النزرة.  
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  FM2الثاني  وسط التخمر -ب

ــة  0.2(، كاربونــات الصــودیوم )لتــر /غــم 1(نتــرات الصــودیوم : حضــر الوســط مــن المكونــات التالی
، كبریتـات المغنسـیوم )لتـر /مـل(0.175 ، فوسـفات البوتاسـیوم احادیـة الهیـدروجین المائیـة)لتـر /مل

 morpholine-4،)لتــــر /مــــل (0.25لوریــــد الكالســــیوم المـــائي ، ك)لتــــر /مــــل 0.3(المائیـــة 

propane-sulfonic acid (0.625 g / L) ،عـدل و ) لتـر /مـل (1    محلول المعادن النزرة
  7. الاس الهیدروجیني الى

   FM3 الثالث وسط التخمر -ج
    م، كاربون الصودیو )لتر /غم(1.5نترات الصودیوم: حضر هذا الوسط من المكونات التالیة

، كبریتات )لتر /غم (0.04، فوسفات البوتاسیوم احادیة النیتروجین المائیة)لتر /غم 0.2(
، حامض )لتر /غم(0.036 ، كلورید الكالسیوم المائي)لتر /غم (0.075نسیوم المائيالمغ

-، ثنائي الصودیوم)لتر /غم (0.006 ، نترات امونیوم الحدیدیك)لتر /غم(0.006 السترك 
          نزر، محلول المعادن ال)لتر /غم  (0.001امین رباعي حامض الخلیك -يثنائ -اثیلین

  .7عدل الاس الهیدروجیني الى ، و )لتر /مل(1
    طرائق العمل  
  جمع العینات وفحصها  

عینات تربة اخرى من منطقة ابي  6عینات تربة من منطقة كرمة علي و 6 جمعت     
ل المرئیة للطحالب النامیة على سطح التربة مباشرة الخصیب بصورة عشوائیة، اذ جمعت الكت

ووضعت في اكیاس نایلون نظیفة، جلبت بعد ذلك الى المختبر مباشرةً . باستخدام ملعقة نظیفة
المراد عزلها وتشخیصها وذلك بفحصها تحت  لغرض التحري عن انواع السیانوبكتریا

  .ح زجاجیة نظیفة بتحضیر شرائ Bausch and Lombالمجهرالضوئي المركب نوع 
 Mercuric thermometerوقد تم قیاس درجة حرارة التربة حقلیاً باستعمال محرار زئبقي 

وكذلك تم قیاس الأس  Jenway (4070) tabanوقیست نسبة الملوحة حقلیاً باستخدام جهاز 
  . Saturated paste methodالهیدروجیني بطریقة العجینة المشبعة 

  العزل والتشخیص 
ــة التخطــیط       للوســط  Streaking methodلغــرض عــزل انــواع الســیانوبكتریا اتبعــت طریق

للوسط الزرعي السـائل والموضـحتین مـن  Dilution methodالزرعي الصلب وطریقة التخفیف 
   انواع من السیانوبكتریا التي تمثلت 8تم عزل  .Stein (1973)قبل 
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 Oscillatoria tenuis ،Oscillatoria limnetica ،Lyngbya diguetii(بــــ 
،Lyngbya martensiana ،Nostoc muscorum ،Nostoc commune 
،Nostoc linkia ،Nostoc ellipsosporum ( شخصـت اعتمـاداً علـى المصـادر   والتـي

ــــم  ;Desikachary,1959) Prescott,1975; (McGuire ,1984لیــــة التا ــــك ت بعــــد ذل
-Chuمل مـن الوسـط المعقـم  70العزلات بحقن عدد من الدوارق الزجاجیة الحاویة على  استزراع

بعـزلات الســیانوبكتریا ثــم اغلقـت فوهــات الــدوارق بـالقطن المعقــم ونقلــت الـى كابینــة النمــو تحــت  10
ســــاعة  16:8ولمـــدة  2ثــــا 2م .مایكروانیشـــتاین  ) 175- 150( اضــــاءةم و º 2± 27درجـــة حـــرارة 

ــى التــوالي، : اضــاءة ــم تنقیتهــا  ثــم ) Weideman et al.,1984( وحســب طریقــة ظــلام عل ت
   .وحفظها بعدها تم اكثار العزلات وحصادها Axenic cultures للحصول على عزلات نقیة

  از مضادات حیویةالغربلة الاولیة واختبار قابلیةالانواع على افر 
على انتاج مضادات حیویة باتباع طریقة من السیانوبكتریا انواع 8تم اختبار قابلیة      

(Biondi et al., 2004) . اذ حضر المستخلص الخام للانواع بحصاد المزارع خلال فترة
 Auto Benchباستعمال جهاز الطرد المركزي Stationary- phase طور الثبوت

centerfuge نوع IV  صنع شركةbaird and Tatlack  دقیقة / دورة  4000بسرعة
عن راشح كل مزرعة وحفظت في  biomassدقیقة، فصلت بعد ذلك الكتلة الحیة  15ولمدة 

ت بوساطة جهاز التجفید م لحین الاستخدام بعدها جفدº) 20-(الثلاجة بدرجة حرارة 
Freezing drier  نوعLABCONCO (18) ومزجت  ة الحیة المجفدةغم من الكتل1، اخذ

 مل من المیثانول المطلق في دورق زجاجي معقم اغلقت فوهته باشرطة البرافین لمنع 50 مع 
دقیقة، ثم نبذ  / دورة 70بسرعة  Shakerساعة باستخدام جهاز الهزاز 24 ورج لمدة  التبخر

لص من المذیب دقائق للتخلص من البقایا الخلویة وبعدها تم التخ 5المستخلص مركزیاً لمدة 
  .بالتبخیر بدرجة حرارة الغرفة

ــــة الانتشــــار بالاكــــار ــــواع باتبــــاع طریق ــــة البایولویجــــة لمستخلصــــات الان ــــرت الفعالی  Agarاختب

Diffusion Method   وبوســــــاطة عمــــــل حفــــــرWells فــــــي الوســــــط الزرعــــــي الصــــــلب      
(Irobi et al., 1996).  

      ي الاوساط التخمریةاختبار قابلیة العزلة على انتاج مضادات حیویة ف
على انتاج مضادات حیویة في ثلاثة اوساط  Nostoc muscorumاختبرت قابلیة العزلة      

 ، اذ تخلط كمیة معینة من معلق العزلة مع وسط الاستزراع FM1 ،FM2 ،(FM3(انتاجیة 
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Chu-10  40الصلب بدرجة حرارةºمعقمة، ثم  م ویصب بسرعة قبل تصلبه في اطباق بتري
 150-175    وشدة اضاءة بلغت مº 2± 27تحضن في كابینة النمو تحت درجة حرارة 

 ایام، تلقح دوارق زجاجیة سعة  7 لمدة ظلام :ساعة اضاءة  8:16لمدة  2ثا / 2م.میكروانشتاین

 السائل باقراص ذات قطر  Chu-10مل من وسط الاستزراع  200یة على مل محتو 500

المعقم من مستعمرات العزلة النامیة في وسط  coek borerلم ماخوذة بوساطة ثاقب الفلین م6
الصلب، وقد عملت ثلاثة مكررات، ثم وضعت الدوارق الزجاجیة بجهاز  chu-10الاستزراع 

 Mehdi)ایام  5-7    ولمدةنفس الظروف السابقة الذكر لى كابینة النمو تحت الهزاز ونقلت ا

and Al-Mousawi, 1999)لتر یحتوي كل منها على  500 ، حضرت دوارق زجاجیة سعة 

مل من  50، ثم لقحت بـ FM1 ،FM2 ،(FM3(مل من اوساط الانتاج الثلاثة المعقمة 250
قت فوهات الدوارق بسدادة من وسط الاستزراع السائل بواقع ثلاثة مكررات لكل وسط انتاج، اغل
دقیقة ونقلت الى  / دورة 100القطن المعقم ثم وضعت الدوارق الزجاجیة بجهاز الهزاز بسرعة 

یوم بواسطة جهاز   10- 18كابینة النمو تحت الظروف السابقة الذكر، حصدت المزارع بعد مرور
      (Back and Liang, 2005).  دقیقة 15دقیقة ولمدة  / دورة 4000الطرد المركزي بسرعة 

  
  ط التخمراختبار الفعالیة الحیویة للمضاد الحیوي المنتج في اوسا 

تخدام جهاز الطرد المركزي بسرعة ركز معلق العزلة باس لتخمربعد الانتهاء من فترة ا     
  دقیقة، فصل بعد ذلك المعلق عن الخلایا المترسبة وجفف  15ولمدة  دقیقة / دورة 4000

م لحین الاستخدام، ثم º 10 -ثم خزن بدرجة حرارة   Lyophilizerهاز التجفیدباستخدام ج
وسط الانتاج باذابة كمیات متساویة من عزلة على انتاج مضادات حیویة في اختبرت قابلیة ال

على  (1:9)بنسبة  Water : dimethyl sulfoxideمل من مزیج   4المعلق المجفف بـ
      طریقة الانتشار على السطح الصلب ، اتبعت(Ghasemi et al., 2003)التوالي 

Agar diffusion method  الحیویة للعزلة لاختبار الفعالیة (Irobi, 1996) اذ لقحت ،
 S. aureusبالجراثیم المرجعیة  MHAاطباق بتري معقمة حاویة على الوسط الصلب 

(NCTC 6571) وE. coli (NCTC 5933) خلیة  610عدد الخلایا (ساعات  6 عمرب
 تركتثم ، ) Barry, 1990( نانومیتر 540 عند طول موجي 0.1 ) =O.D(والكثافة الضوئیة 

ملم  6 بقطرwells عمل بعد ذلك حفر  .دقائق 5لتجف بدرجة حرارة الغرفة لمدة  الاطباق
  مایكرولیتر من المعلق الى كل100 باستخدام ثاقب الفلین المعقم في الوسط الصلب ثم اضیف 
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، مع استخدام طبق زرع كسیطرة اضیف Micro pipetteحفرة باستخدام ماصة میكانیكیة دقیقة 
 24م لمدة º 37من مزیج الاذابة بعدها حضنت الاطباق بدرجة حرارة  مایكرولتر100 في حفرته 

  .ساعة ثم سجلت النتائج بقیاس اقطار منطقة التثبیط
  اختیار افضل عزلة وافضل وسط انتاج  

مضادات  على افراز بعد اجراء عملیة الغربلة الاولیة لاختبار قابلیة عزلات السیانوبكتریا     
ت العزلة الثلاثة، اختیر  للمضاد المنتج في اوساط التخمر حیویة وعملیة اختبار الفعالیة الحیویة

Nostoc muscorum الثالث  والوسط التخمري(FM3) على انتاج المضاد الحیوي.  
  استخلاص وتنقیة وتشخیص المضاد الحیوي المنتج

  استخلاص المضاد الحیوي - أ 
فصلت الخلایا عن راشح المزرعة بوساطة جهاز الطرد المركزي  لتخمربعد الانتهاء من فترة ا     

قمع فصل  دقیقة، تمت عملیة الاستخلاص باستخدام 15قة ولمدة دقی / دورة 4000بسرعة 
Separatory funnel مل من راشح  1000مل من كلورید المثیلي الى  150، إذ اضیف

  .ساعة24 رجت الطبقة العضویة مع الطبقة المائیة كلیاً وتركت لتستقر لمدة ، المزرعة
القطن المكتظ لازالة أي راسب ربما قد فصلت الطبقة العضویة عن الطبقة المائیة ورشحت خلال 

 anhydrous magnesiumغم كبریتات المغنسیوم اللامائیة 3-6 تكون، ثم اضیف 

sulfate  الى الطبقة العضویة المرشحة ومزج جیداً ثم ترك لساعات عدة بعدها رشح خلال
طبق بتري لیجف  القطن المكتظ لازالة كبریتات المغنسیوم بشكل راسب، ثم ترك الراشح النازل في

(Back and Liang, 2005).  بعد ذلك تم تنقیة المضاد الحیوي واختبار نقاوته باتباع طریقة
(Back and Liang, 2005).  

    تنقیة المضاد الحیوي المستخلص -ب
 Column تــم تنقیـــة المضـــاد الحیـــوي المســـتخلص باســـتعمال تقنیـــة كروماتوغرافیـــا العمـــود     

chromatographyــــــئ العمــــــود  )35× 1.5(تخدم عمــــــود زجــــــاجي ابعــــــاده ، إذ اســــــ ســــــم ومل
غـم مـن مـادة هـلام  1.5بواقع   Silica gel (mesh 230-400 µm)بمستحلب هلام السلیكا 

غـــم مــن المـــادة المستخلصـــة 0.1 الســلیكا فـــي كلوریــد المثیلـــي الــذي یمثـــل الطــور الثابـــت، اذیـــب 
یلـي  واضـیف بلطـف فـي العمـود بعـدها تـم مل من كلورید المث5  المحتویة على المضاد الحیوي في

 ethyl)وهـــــــــو عبـــــــــارة عــــــــن مـــــــــزیج مـــــــــن Eleuntحقــــــــن العمـــــــــود بالســـــــــائل المفـــــــــرق 

acetate:isopropanol)  على التوالي والذي یمثل الطور المتحرك لحین انتهاء ) 4:1(بنسبة  
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ــان وكــان عملیــة الفصــل،  ــد تــم جمــع . دقیقــة /مــل 0.5 فــي العمــود Flow Rateمعــدل الجری وق
مـل لكـل انبوبـة ثـم اختبـرت نقـاوة تلـك  1نواتج الفصـل النـازل مـن العمـود فـي انابیـب اختبـار وبواقـع 

 Thin Layer Chromatography الانابیـب باسـتخدام تقنیـة كروماتوغرافیـا الطبقـة الرقیقـة
(TLC) .(Back and Liang, 2005)    

  
  اختبار نقاوة المضاد الحیوي المستخلص -ج

 Thinاختبرت نقاوة المضاد الحیوي المستخلص باستخدام تقنیة كرموتوغرافیا الطبقـة الرقیقـة      

Layer Chromatography (TLC) (Sherman and Fried, 1986) ،  
 )10× 2( رقیقــة مغطــاة بهــلام الســلیكا جــل وبابعــاد إذ اســتخدمت فــي هــذه التقنیــة صــفائح زجاجیــة

حمـــل . م لمـــدة ســـاعة100ºســـم، وقـــد تـــم تنشـــیط هـــذه الصـــفائح بوضـــعها فـــي فـــرن بدرجـــة حـــرارة 
ثـم وضـعت فـي حـوض  TLCمایكرولتر من المضاد الحیوي المستخلص على صـفائح  5مایقارب 

). 1:1(وبنسـبة  (ethyl acetate:hexane) زجـاجي مشـبع بـابخرة نظـام التصـعید المكـون مـن
وباسـتخدام بخـار  Ultraviolat (UV)ثم اسـتظهرت الصـفائح باسـتخدام الاشـعة فـوق البنفسـجیة 

   ،Iodine Vaporالیود 
  :للبقعة المستظهرة اعتماداً على القانون التالي (Rf)حُسب  بعد ذلك معدل الجریان 

  
  
  

. ومعقمة وبدرجة حرارة الغرفةجفف المضاد الحیوي المستخلص بوضعه في اطباق بتري نظیفة 
تقدیر الوزن  ،درجة الانصهار ،ثم اجریت اختبارات التشخیص الكیمیائي المتمثلة بقیاس الذائبیة

                       شعة تحت الحمراءطیف الاشعة فوق البنفسجیة وطیف الا ،الجزیئي
) Fieser and Williamson, 1975؛Vishnoi, 1979 (.  
  فعالیة المضاد الحیوي المنتجید تحد 

ــــم تحدیــــد فعالیتــــه       ــــوي المســــتخلص ت ــــة للمضــــاد الحی ــــة الاســــتخلاص والتنقی بعــــد اتمــــام عملی
 E. coli (NCTC 5933)و S. aureus (NCTC 6571)البایولوجیـة تجـاه الجرثـومتین 

ملغـم  100، إذ ذوب Disk diffusion method (Bauer et al., 1966)باتبـاع طریقـة 
علـــى ) 9:1(بنســـبة  (DMSO:water)مـــل مــن المحلـــول المعقــم  10لمضـــاد الحیــوي فـــي مــن ا

  لمدة ساعة في المضاد م 100ºبدرجة  Ovenالتوالي، ثم تغمس اقراص ورقیة معقمة بالفرن 

  المسافة التي قطعتھا المادة من نقطة البدایة                             
  = Rf)(معدل الجریان 

  المسافة التي قطعھا المذیب من نقطة البدایة                             
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وبعـد تعقیمـه یصـب  MHAیحضـر وسـط . سـاعة للتشـبع 24رى في مزیج الاذابة وترك لمدة واخ
و  S. aureus (NCTC 6571) في اطباق زجاجیة معقمة تلقح الاطبـاق بـالعزلتین الجرثـومتیین

E. coli (NCTC 5933)  وبالطریقة السـابقة الـذكر، توضـع الاقـراص الورقیـة المشـبعة بالمضـاد
ملقــــط معقــــم فــــوق الوســــط والملقــــح بــــالعزلات  بارهــــا اقــــراص ســــیطرة بواســــطةبــــة باعتوبمــــزیج الاذا

ــاق بدرجــة حــرارة  ــائج بقیــاس اقطــار   24م لمــدةº 37الجرثومیــة وتحضــن الاطب ســاعة ســجلت النت
  .منطقة التثبیط

  التحلیل الاحصائي 
ام وباستخد ANOVA testتم التحلیل الاحصائي للنتائج باستخدام اختبار تحلیل التباین      

  ).1980 ،الراوي وخلف االله( Minitabبرنامج 
  ائجـالنت

  الصفات الفیزیائیة والكیمیائیة لعینات التربة  
اظهرت نتائج تحدید الصفات الفیزیائیة والكیمیائیة لعینـات التربـة التـي جمعـت اثنـاء الدراسـة، وجـود 

یـــدروجین ومعتدلـــة تشـــابه فـــي صـــفات تلـــك البیئـــات، إذ ظهـــرت انهـــا متعادلـــة مـــن ناحیـــة الاس اله
  ).1(الملوحة ومتقاربة في درجة الحرارة، وكما مبین في جدول 

  .التربة لعیناتالصفات الفیزیائیة والكیمیائیة  ): (1جدول               

  
  عزل وتشخیص انواع السیانوبكتریا المعزولة خلال الدراسة  

ــة منطقتــي كرمــة علــي وابــي  ــة مــن ترب ــواع الســیانوبكتریا المعزول اظهــرت نتــائج عــزل وتشــخیص ان
  .)2(كما موضح في الجدول ،انواع  8 الخصیب بوجود

  .ةتربواع السیانوبكتریا المعزولة من عینات الان): 2(جدول                  
  

  انـواع السیـانوبكتریا                 ت   
1     Oscillatoria tenuis 
2     Oscillatoria limnetica 
3    Lyngbya diguetii  
4    Lyngbya martensiana 
5    Nostoc muscorum 
6    Nostoc commune  
7    Nostoc linkia  

   8    Nostoc ellipsosporum 

  درجـة الحـرارة  العــینــة       
       )º م(  

الاس الھیѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧدروجیني     
(pH)            

الملوحѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧة                 
  )2سم/ موز(

 1.42 7.4 31  تربة كرمة علي
 1.38 7.2 33  تربة ابي الخصیب
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  الغربلة الاولیة لاختبار قابلیة انواع السیانوبكتریا على انتاج مضادات حیویة 
انوبكتریا المختبـــرة فـــي مـــدى فعالیتهـــا الحیویـــة المضـــادة لكـــل مـــن الجـــراثیم تباینـــت انـــواع الســـی     

          Nostoc muscorumاذ امتلكـــت العــــزلات  ،)3(الموجبـــة والســـالبة لملـــون كـــرام جـــدول 
  Lyngbya diguetiiو  Oscillatoria tenuisو N. linkia و N. commune و

امـا بقیـة العـزلات فلـم تظهـر اي فعالیـة   S. aureus (NCTC 6571)فعالیـة مثبطـة لجرثومـة 
فقد بلـغ عـدد العـزلات المثبطـة   E. coli (NCTC 5933)اما بالنسبة لجرثومة  .تثبیطیة تجاهها

  .عزلات  8من اصل N. communeو   N. muscorumلها هو عزلتین فقط وهما 
  

 S. aureus (NCTC الفعالیـة التثبیطیـة لانـواع السـیانوبكتریا تجـاه جرثـومتياختبـار  )3(جـدول

   E. coli (NCTC 5933)و  (6571
   

  
 ت 

              
  النوع                     

  

  الفعالیة التثبیطیة

S.aureus 
(NCTC6571)  

E.coli 
(NCTC5933) 

  1 Nostoc muscorum           +  +  
  2    Nostoc commune            +  +  

3   Nostoc linkia                   +  -  
4   Nostoc ellipsosporum     -  -  
5   Oscillatoria tenuis          +  -  
6   Oscillatoria limnetica     -  -  
7   Lyngbya diguetii             +  -  
8   Lyngbya martensiana     -  -  

  .عدم وجود فعالیة تثبیطیة ):  -(   .وجود فعالیة تثبیطیة (+ ):       
  

 Nostocوهـــم     Nostocزت الدراســـة الحالیـــة علـــى ثـــلاث انـــواع تعـــود الـــى جـــنس ثـــم ركـــ

muscorum و    N . commune  و   N. linkia   العائـدة الـى عائلـةNostocaceae  
  . Nostocalesضمن الرتبة 
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  -:لنمو للعزلات الثلاثة والمخطط التالي یوضح معدل ا
  
  
  
  
  
  
  
  

  N. linkiaو  N. communeو N. muscorumمنحنى النمو للعزلات    
  Nostoc muscorumوصف جنس 

یتواجد هذا النوع بهیئة مستعمرات بنیة اللون محاطة بمادة هلامیة تظهر الخیـوط  بشـكل كثیـف    
ــة الشــكل یتــراوح ذات نهایــات ب یضــویة الشــكل،عادة الخلایــا الخضــریة شــبه اســطوانیة او شــبه كروی

، امــا بالنســبة الــى الحویصــلة المغــایرة فتكــون )3-3.5(مایكرومیتروعرضــها  (5-6)طولهــا مــا بــین 
ویتواجــد عــادة علــى التــرب الرطبــة وفــي المســتنقعات الضــحلة ، كرویــة او كرویــة مضــغوطة الشــكل

  ). 1 صورة(
  
  
  
  
  

  )400x(قوة التكبیر. Nostoc muscorum): 1 (صورة             

  
  
  
  
                  

 

0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

Ap
so

rb
at

io
n

N. muscorum

N. commune

N.ellipsosporum

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1

0 10 20 30 40

Time (day)

A
bs

or
ba

nc
e

N. muscorum

N. commune
N. link ia



    وجماعتهموسى جاسم الاعرجي                                                            188
  

  مضادات حیویة  قابلیة الانواع الثلاثة على افرازاختبار 
ـــــــــة فـــــــــي جـــــــــدول  ـــــــــةبـــــــــان الم )4(اوضـــــــــحت النتـــــــــائج المبین                   ســـــــــتخلص الخـــــــــام للعـــــــــزلات الثلاث

N. muscorum  ،N. commune  وN. linkia  ذو فعالیـة بایولوجیـة  متباینـة تجـاه كـل
 N. muscorumمن العزلات الجرثومیة المرجعیة الموجبة والسـالبة لملـون كـرام، إذ امتلـك النـوع 

ملـم، یلیـه 12.5 وبقطـر تثبـیط بلـغ  S. aureus (NCTC 6571)فعالیـة عالیـة تجـاه جرثومـة 
امــا بالنســبة . ملـم لكــل منهمــا 9وبقطــر تثبــیط بلــغ   N. linkiaو  N. communeالنـوعین 
اعلـى قطـر تثبـیط بلـغ  N. muscorumفقـد امتلـك النـوع  E. coli (NCTC 5933)لجرثومة 

 .N  وع فــي حــین لــم یمتلــك النــ 7بقطــر تثبــیط بلــغ   N. communeملــم، یلیــه النــوع  )10(

linkia  واظهـــرت نتـــائج التحلیـــل الاحصـــائي وجـــود فـــروق  ).4، 3، 2صـــور(أي فعالیــة تثبیطیـــة
ـــــــة  ـــــــة وعنـــــــد مســـــــتوى احتمالی ـــــــة ) p 0.05>(معنویـــــــة بـــــــین الانـــــــواع الثلاث حیـــــــث كانـــــــت العزل

N.muscorum امـا العــزلتین .ذات قـدرة تثبیطیــة اعلـى مــن بقیـة العــزلات   Oscillatoria 

tenuis وLyngbya diguetii  فقــد اظهـرت فعالیــة تثبیطیـة تجــاه جرثومـة S. aureus 

(NCTC 6571)  ملم لكل منهما ولـم یمتلكـا اي فعالیـة تثبیطیـة تجـاه جرثومـة  7وبقطر تثبیط بلغ
E. coli (NCTC 5933).  

  
  .لجرثومیةا فعالیة المستخلص الخام لانواع السیانوبكتریا تجاه نمو السلالات تحدید ):4(جدول 

  
  
  

  
  
  
  
  

  
  

  
ـــزلةالعـ   ـ

  mm(iz)قطــر منطقة تثبـیط النمـو 
S. aureus 

(NCTC 6571) 
E. coli 
(NCTC 
5933)  

N. 
muscorum 

12.5 10  

N. commune 9 7 
N. linkia       9 0 
O. tenuis        7 0 
L. diguetii      7 0 
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  الجراثیمتجاه  N. muscorumالفعالیة الحیویة لمستخلص العزلة ): 2(صورة 
                                               

 
  
  
  
  
  
  

  تجاه الجراثیم  N. communالفعالیة الحیویة لمستخلص العزلة ): 3(صورة 
     

  
  
  
  
  

  
  تجاه الجراثیم  N. linkiaالفعالیة الحیویة لمستخلص العزلة ): 4(صورة          

  
  

                  

S. aureus  E. coli 

S. aureus E. coli 

S. aureus E. coli 
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  اختبار افضل وسط تخمري 

ضـادات حیویـة فـي الاوسـاط ج معلـى انتـا N. muscorumاظهـرت نتـائج اختبـار قابلیـة العزلـة 
ــــث  كفــــاءة الوســــط التخمــــري) FM1) ،FM2 ،FM3الثلاثــــة  التخمریــــة مقارنــــة مــــع  FM3الثال

اعلى فعالیـة تثبیطیـة تجـاه  FM3، اذ اظهر الوسط )5(الوسطین الاخریین وكما مبین في الجدول 
  S. aureus (NCTC 6571)كــل مــن العــزلات الجرثومیــة المرجعیــة الموجبــة لملــون كــرام 

، ملـم علـى التـوالي )15,18(وبقطـر تثـبط بلـغ  E. coli (NCTC 5933)والسـالبة لملـون كـرام 
 S. aureusوالـــذي بلغـــت قیمـــة فعالیتـــه التثبیطیـــة تجـــاه جرثومـــة  FM2یلیــه الوســـط الثـــاني 

(NCTC 6571)  14.5ملـم تجـاه جرثومـة 12.5 ملم وE. coli (NCTC 5933) امـا الوسـط ،
FM1 9 - 7.5(لیـة تثبیطیـة مقارنـة بالوسـطیین الثـاني والثالـث وبلغـت قیمتهـا فقـد اظهـر اقـل فعا( 

امـا اطبـاق السـیطرة فلـم تظهـر  ،سالبة لملون كرام علـى التـواليملم تجاه كل من العزلات الموجبة وال
كمـا اظهـرت نتـائج التحلیـل . موجبـة والسـالبة لملـون كـراماي فعالیة تثبیطیة تجـاه كـل مـن الجـراثیم ال

اذ ) p 0.05>( ي بوجــود فروقــات معنویــة بــین الاوســاط الثلاثــة وعنــد مســتوى احتمالیــة الاحصــائ
  .ان الوسط الانتاجي الثالث ذات كفاءة تثبیطیة اعلى من بقیة الاوساط

  .الفعالیة المضادة للجراثیم للمضاد المستخلص في الاوساط الانتاجیة الثلاثة): 5(جدول   
  

   
  العـــزلة       

الاوساط 
  خمریةالت

  mm(iz)قطــر منطقة تثبیط النمـو 
S. aureus 

 (NCTC 6571) 
E. coli  

(NCTC 5933)  
 

N. muscorum  
  

FM1  9 7.5 
FM2 14.5  12.5 
FM3 18  15 

 
  اختبار نقاوة المضاد الحیوي 

ان المــادة الفعالـة هـي عبـارة عـن مركــب  (TLC)اظهـرت نتـائج كروماتوغرافیـا الطبقـة الرقیقـة      
   Rfاحد نتیجة لظهور بقعة واحدة تعود للمضاد الحیوي المستخلص وبمعدل جریان و 

) الكربتوفایسـین(وكـان مشـابهاً للمضـاد الحیـوي القیاسـي   (5)كما مبین فـي صـورة 0.52بلغ قیمته 
  .0.53له  Rfوالتي بلغت قیمة 
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  كروماتوغرافیا الطبقة الرقیقة للمضاد الحیوي المستخلص): 5(صورة                

  التشخیص الكیمیائي 
  الذائبیة -أ

ــانول، ــانول، الایث ــة فــي كــل مــن المــاء، المیث ــتج ذائبی ــك المضــاد الحیــوي المن الاســیتون، خــلات  امتل
ــائي مثیــل سلفوكســاید، الكلوروفــورم، البنــزین والهكســان وغیــر ذائــب فــي  ــین، ثن ــد المثل الاثیــل، كلوری

  .الایثر
  رجة الانصهارد -ب 

م وقــد قورنــت النتــائج مــع درجــة º (123- 124)تراوحــت درجــة انصــهار المضــاد الحیــوي المنــتج 
  .مº )123(انصهار المضاد الحیوي القیاسي والتي بلغت 

  تقدیر الوزن الجزیئي -ج 
) 630.2(اظهــرت نتــائج تقــدیر الــوزن الجزیئــي للمضــاد الحیــوي المنــتج ان وزنــه الجزیئــي یعـــادل 

  .( 638.5)وكان مقارب للمضاد الحیوي القیاسي والذي یعادل وزنه الجزیئي 
  طیف الاشعة فوق البنفسجیة -د

  یظهرها المضاد المنتج والموضحة اشارت نتائج امتصاص طیف الاشعة فوق البنفسجیة التي
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) 280(نانومیتر و) 218 (حیث بلغت اعلى امتصاصیة عند الاطوال الموجیة ) 1(في شكل 
  .نانومیتر(315) نانومیتر و

                
  شعة تحت الحمراءطیف الا -هـ 

حــزم ) 6(ویوضــح الجــدول ) 2(ســجل طیــف الاشــعة تحــت الحمــراء للمضــاد المنــتج كمــا فــي شــكل 
  .الامتصاص والمجامیع التركیبیة العائدة لها

 
مواقـع اهـم حـزم الامتصــاص والمجـامیع التركیبیـة العائـدة لهــا فـي طیـف الاشـعة تحــت ): 6(جـدول 

  .والمنتج الحمراء لكل من المضاد الحیوي القیاسي
Band shape and frequency 

(cm-1) 

 

Band 

 

Mode of 

vibration 

 

Functional group  

  Standard 

antibiotic 

Extracted  

antibiotic 

3417(m) 3419(m) N-H Stretch Amine group in amide bond 

2961 and 

 2884(w) 

2956 and  

2878 (w) 

C-H Stretch CH2 and CH3 

1735 (s) 1730 (s) C=O Stretch Carbonyl group in ester bond 

1640 (s) 1645 (s) C=O Stretch Carbonyl group in amide bond 

1634 (m) 1625 (m) C=C Stretch Double bond 

1280 (m) 1278 (m) C-O-C Stretch Asymmetrical in ether bond 

1161 (s) 1150 (s) C-O Stretch C-O group in ester bond 
1079 (s) 1074 (s) C-O-C Stretch Symmetrical in ether bond 

w= weak    m= medium   s=strong 
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  .سجیة للمضاد الحیوي المنتجطیف الاشعة فوق البنف): 1(شكل            

  .طیف الاشعة تحت الحمراء للمضاد الحیوي المنتج): 2(شكل             
  تحدید فعالیة المضاد الحیوي المنتج

وجــود فروقــات معنویــة عالیــة فیمــا بــین  (ANOVA)اظهــرت نتــائج التحلیــل الاحصــائي   
عــد تنقیتــه، فقــد لــوحظ فعالیتــه بعــد فعالیـة المضــاد الحیــوي المســتخلص فــي عملیــة الغربلــة الاولیــة وب

ــة لمل ــة الاولیــة تجــاه الجــراثیم المرجعیــة الموجب ــأ ممــا علیــه فــي الغربل ــة اكف ـــالتنقی  .Sون كــرام ــــــــــــــــ

aureus (NCTC 6571)  والجراثیم المرجعیة السـالبة لملـون كـرامE. coli (NCTC 5933) 
ــد مســتوى احتمالیــة  ــغ قطــر من(p<0.05)وعن ــد بل ــتج تجــاه ، فق ــیط للمضــاد الحیــوي المن ــة التثب طق

  ). 6صورة(ملم على التوالي )22و 28(ة الموجبة والسالبة لملون كرام یالجراثیم المرجع
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  الجراثیمتجاه   N. muscorumمن العزلة  المنتجفعالیة المضاد الحیوي ): ( 6صورة       
                                                               

  المناقشة 
   الغربلة الاولیة واختبار قابلیة العزلات على افراز المضادات الحیویة

 ها على افرازقابلیت لاختبار (2)انواع من السیانوبكتریا جدول    8لـ ة الاولیةاجریت عملیة الغربل
ج مضادات حیویة وذلك لان انواع السیانوبكتریا لها القدرة العالیة على انتا المضادات الحیویة 

، إذ تعد عملیة الغربلة )Ehrenreich, 2003 ; Soltani et al.,2005( ذات اهمیة طبیة
 للمضـادات الـحیویـةالاولیة للمستخلصات الخام طریقة فعالة لمعرفة الكائنات الحیـة المنتجـة 

(Burja et  al., 2001).  
اعتمدت عملیة استخلاص المركبات الفعالة من العزلات على اساس استخلاص مادة صلبة 

المستخدم  باستخدام مذیب سائل وفي هذه الحالة فان درجة ذوبان المركبات الفعـالة في المـذیب
، )1987الساجدي ومحمد علي، (ص تعد عاملاً اساسیاً في تحدید مدى نجاح عملیة الاستخلا

مجفف العزلات، اذ  وبالاعتمادعلى هذا المبدأ فقد استخدم مذیب المیثانول المطلق في استـخلاص
استخلاص المواد والمـركبات  یعد المیثانول المطـلق مـن المذیبـات المستخـدمة بنطـاق واسـع في

لكونه ) Ostensvik et al. Ghasemi et al., 2003;  , (1998الفعالة من السیانوبكتریـا
م ممـا º 64.7فضـلاً عن ان درجة غلیانه  یعد مذیبا فعالا لكثیر من المركباتف ذات قطبیة عالیة 

تم تحدید الفعالیة البایولوجیة للمستخلص  .(Rivere, 1977) یتیح امكانیة التخلص منه بسهولة
مال في اختبار فعالیة مستخلصات طریقة شائعة الاستع الانتشار في الاكار كونهابطریقة 

وتعطى هذه الطریقة  (Al-Aarajy and Al-Deelami, 1997)  نوبكتریا ضد الجراثیمالسیا
  نتائجا واضحة لفعالیة المستخلصات بسبب تركز المركبات الفعالة حول جوانب الحفرة 

S. aureus  E. coli 
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.(Vlachos et al., 1996) ان العزلة ) 4و 3( وقد بینت نتائج الجدولینN. muscorum 
ضد نمو السلالات المرجعیة ) (p<0.05قد اظهرت فعالیة تثبیطیة عالیة وذات فرق معنوي 

ذا النوع ان هBloor and England, (1989)   المستخدمة اعلى من بقیة العزلات فقد ذكر
  .Muscorideله القدرة على انتاج المضادات الحیویة مثل 

  التخمر عملیة 
تتم عملیة انتاج المضاد الحیوي بوساطة الكائن المجهري النامي في الوسط الغذائي السائل لكونه 
یعطي صورة افضل للاستجابات الغذائیة والفیزیائیة والانتاجیة للكائن الحي المجهري الى الظروف 

، فالوسط الزرعي یجب ان یكون ذا صفات ومكونات معینة لكي (Kim, 2004)علیة للانتاج الف
إذ تلعب ظروف المزرعة دوراً كبیراً  .(Maria, 2001)یكون فعالاً في انتاج المنتوج المرغوب 

في تغیر كمیة ونوعیة المنتجات، فمن الممكن زیادة انتـاج المضـادات الحیویـة او انتاج مضادات 
ودرجة الحرارة  pHیة جدیدة بتغیر مكونات الوسط اوالظروف الزرعیة مثل الاس الهیدروجیني حیو 

كما ان . (Mehdi et al., 2002 ; Iwai and Omura, 1982)والتهـویة وفتـرة الحضـن 
 Kamei) ـادات الـحیاتیـةوجود بعض المحـفزات فـي الـوسط یؤثـر ایضـاً فـي عمـلیة انتـاج المض

et al., 1991). یتم  الاحیاء المجهریة فمن خلاله فیجب اختیـار وسـط زرعي مـلائم لغـرض زرع
 ,Egrove)الكشـف عن قدرة الاحیـاء علـى انتـاج مواد ایضیـة مضـادة للاحیـاء المجهریة 

) FM1) ،FM2 ،FM3 عملیة الانتاج ثلاثة اوساط تخمریة، لذلك استخدمت في (1985
وقد اظهرت نتائج الدراسة  .N. muscorumیویة من قبل العزلة للتحري عن انتاج مضادات ح

المستخدم لانتاج المضاد الكربتوفایسین من  FM3الثالث  ريمالوسط التخ ان) 5جدول (الحالیة 
 ,FM2)مقارنةً مع الوسطین الاخرین  اكثر ملائمة للانتاجكان  N. muscorum العزلة 

FM1)منیجة مشابهة لنتیجة كلاً ، وهذه النت (Back and Liang, 2005 ; Tius, 2002 

 .Nostoc spو) Nostoc sp.  )ATCC53789عند دراستها على السلالتین (

(GSV224) توفایسین باستعمال الوسط التخمريلانتاج المضاد الحیوي المضاد للاورام الكرب 
تـروجین المتمثـل الثالث، فقد ذكروا انه افضل الاوساط لانتاج هذا المضاد، لانه غني بمصـدر الن

بنسبة  FM1ثم الوسط  FM2لتر، یلیه الوسط  /غم1.5بنسبـة  (NaNO3)بنترات الصودیـوم 
لتر من نترات الصودیوم وكلورید الامونیوم  /غم0.205لتر من نترات الصودیوم و /غم1

(NH4Cl)  على التوالي، لذلك اعتمد الوسطFM3  في التجارب اللاحقة لانتاج المضاد الحیوي
  . كربتوفایسینال
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ان زیادة نترات الصودیوم في الوسط ) 2002(ومما یؤكد هذه النتیجة ما اشار الیه الركابي 
قصى انتاج من انه غالباً ما یحصـل ا Egorov (1985)سوف تزید من معدل النمو، وقد ذكر 

فالنتروجین یدخل في تراكیب متعددة . المضادات الحیویة بعد بلوغ اكبر وزن من الكتلة الحیویة
لاجزاء الخلیة لذلك یجب ان یتوفر في المزرعة مصدر یحتويٍ على النتروجین تتمكن الاحیاء 

ركیب الاحماض دوراً مهماً في ت) نترات الصودیوم(المجهریة من استغـلاله، وتلعب هذه المصادر
من الوزن الجاف %  8-14الامینیة والبروتین والنیوكلیوتاید وبعض الفیتامینات فهو یشكل حوالي 

ویتفق ذلك مع دراسات سابقة اجریت من قبل ). , 1990الخفاجي ; 1982السعد،(للخلایا 
لعزلة الذین ذكروا ان زیادة تركیز النتروجین في وسط ا El-Sheekh et al. (2006)الباحثین 

N. muscorum  تؤدي الى زیادة انتاج المضادات الحیویة، وبین الباحثGolden 

زیادة مكونات النتروجین في  مع ترتبط bactericidalللجراثیم ان الفعالیة القاتلة  (2004)
  .وسط السیانوبكتریا

-7.2    واس هیدروجیني مº 2±27یوم بدرجة حرارة تراوحت  20 -23استغرقت عملیة الانتاج 

ظلام وهذه الظروف الزرعیـة  :ساعة أضاءة   8:16لمدة  Lux 50 -75وشدة اضاءة  7.0
 Nostoc      )Bloorتوافق الظروف المثلى لانتاج العدید من المضـادات الحیویـة من جـنس 

and England ,1989  ؛Ghasmi et al., 2003 .(   
  استنتاج التركیب الكیمیائي للمضاد الحیوي المنتج

تماداً على النتائج المبینة على اساس الاختبارات الكیمیائیة والفیزیائیة والتشخیصیة والطرائق اع
نستنتج . الطیفیة التي اجریت على المضاد الحیوي المنتج ومقارنتها مع المضاد الحیوي القیاسي

 ان المضاد الحیوي المنتج هو نفسه المضاد الحیوي القیاسي الكربتوفایسین 

Cryptophycin إذ ساهمت مكونات الوسط الانتاجي وظروف الزرع المستخدمة من اس ،
 .N هیدروجیني ودرجات حرارة وفترة حضن في تخلیق المضاد حیویاً بوساطة العزلة

muscorum.  
  تحدید فعالیة المضاد الحیوي المنتج 

ـــي فعالیـــة المضـــاد الحیـــوي بعـــد تنقیتـــه تجـــاه كـــل مـــن ال ـــادة ملحوظـــة ف ــائج زی عـــزلات اظهـــرت النتـ
الجرثومیة الموجبة والسالبة لملون كرام مؤشرة زیادة فـي اقطـار التثبـیط وبفـروق معنویـة  مقارنـة مـع 
المســـــتخلص الخـــــام لان عملیـــــة التنقیـــــة تخلصـــــت مـــــن معظـــــم المركبـــــات والمـــــواد الموجـــــودة فـــــي 

  المستخلص الخام وابقت المركبات ذات الفعالیة العالیة تجاه الجراثیم 



  197           ا         من السیانوبكتری Cryptophycinزل وتشخیص المضاد الحیوي الـ ع                
  

 (Naviner et al., 1999) . وكما یعد الكربتوفایسین من المضادات الواسـعة التـاثیرBroad 

spectrum واتفق هذا مع ما توصل  لانه یؤثر على كل من الجراثم الموجبة والسالبة لملون كرام
  . (Yang, 2001) الباحثالیه 

  
  المصادر 

ــــب الدقیقــــة مــــن  .)2004(أحمــــد محســــن عــــذبي جعفــــر  ،الجعفــــر دراســــة محتــــوى بعــــض الطحال
  .جامعة البصرة ،كلیة العلوم ،اطروحة دكتوراه .الفیتامینات

  .جامعة الموصل، دار الكتب للطباعة والنشر، التقنیة الحیویة .)1990( زهرة محمود ،الخفاجي
 .تصـمیم وتحلیـل التجـارب الزرعیـة .)1980(محمـد خلـف االله ، محمود وعبد العزیـز خاشع، الراوي

  .دار الكتب للطباعة والنشر .جامعة الموصل، كلیة الزراعة والغابات
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ـــــب  .)2002(واثـــــق جاســـــم محمـــــد ، الركـــــابي ـــــة فســـــلجیة لطحل  Microcystisدراســـــة بیئی

aeruginosa .جامعة بابل ،كلیة العلوم ،رسالة ماجستیر.  
ــــاء المجهریــــة .)1982(مهــــا رؤوف ، الســــعد ــــادئ فســــلجة الاحی ــــة دار الكتــــب للطباعــــة ، مب مدیری

   .جامعة الموصل، والنشر
التكـــوین النـــوعي للطحالـــب وقابلیتهـــا علـــى انتـــاج الســـموم فـــي  .)2002(ثم عبـــد االله میـــ، الشـــاهین

جامعــة  ،كلیــة العلــوم ،رســالة ماجســتیر .العــراق، محطــات میــاه الشــرب فــي مدینــة البصــرة
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Abstract 
 

      The study is included isolation and identification of eight 
species of cyanobacteria from 12 soil samples from Garmat-Ali 
and Abu-Alkhaseeb in Basrah city. The isolated species have been 
grown and multiplicated at laboratory condition:Temperature 
(27±2) ºC and illumination (150-175) Lux for (16:8) hours light : 
dark cycle. The ability of these species of these species to produce 
antibiotics against reference strains of the gram positive bacteria, 
Staphylococcus aureus (NCTC 6571) (gram positive) and the gram 
negative bacteria, Escherichia coli (NCTC 5933) (gram negative) 
was tested. Isolate of Nostoc muscorum show inhibition activity 
with wilde inhibition diameter compared with other isolates. 
     The ability of N.muscorum to secrete antibiotics in the three 
different fermentation media was tested, the results showed 
differences in the production of the antibiotiocs between the three 
different media and the higher productivity was clear in the third 
medium which showed remarkable activity against bacterial 
isolates. 
     The antibiotic was purified by using column chromatography 
technique and assistance the purification of antibiotic was done by 
using thin layer chromatography (TLC). The produced antibiotics 
were identified as cryptophycin by determination of: melting point 
MP), molecular weight and other chemical tests in addition to 
ultra-violet UV) and infra red spectroscopy (IR). The results of all 
above tests were showed the similarity between the produced 
antibiotic aest standard cryptophycin. 


