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استخلاص وتشخيص البروتينات الكلية وبعض الحوامض الامينية من الطحلب 

   Cladophora crispata (Chlorophyta)الأخضر
  

  1أنفال نوريو  2داود سلمان علي، 1احمد محسن عذبي

  لعلوم، جامعة البصرة، العراقية اكل ،قسم الكيمياء 2، كلية التربية،  الحياة علومقسم 1
  

 Cladophora crispataتناولت الدراسة الحالية تحديد محتوى طحلب   المستخلص
من البروتينات الكلية واستخلاص وتشخيص بعض الحوامض الامينية في الطحلب بعد 
 عزله من قناة شط العشار وتنقيته وزراعته تحت ظروف مختبرية تمثلت بدرجة حرارة

ثا ولمدة /2م/ مايكرأنشتاين136 - 130 مئوية وشدة إضاءة تراوحت بين درجة 2 ± 25
-Chu واستعمل الوسط الزرعي الثابتةع ظلام باستعمال المزار:  ساعة إضاءة16:8

لطحلب من البروتينات الكلية بلغ بينت النتائج إن محتوى ا . المحور لھذا الغرض10
 امتلاك المستخلص البروتيني  أظھر اختبار طيف الأشعة فوق البنفسجية. 40.3%

 نانومتر وبامتصاصية 230 امتصاص واحدة عند الطول الموجي للطحلب حزمة
ك الاسبارتي ينية فيه والتي تضمنتتم تحديد بعض الحوامض الام. 2.9مقدارھا 

  .والفينايل ألانين والتربتوفان
  

  المقدمة
ئصھا الفسلجية وتزامن ذلك حظيت الطحالب باھتمام واسع لمعرفة تركيبھا الكيميائي وخصا

ذات القيمة الغذائية ھي  المركبات الكيميائية أھمالكيميائي وان من مع تطور تقنيات التحليل 
ناحية الغذائية وتأتي أھمية بعض الطحالب الدقيقة من ال. )Venkatarman,1988(البروتينات 

 مقارنة مع ساسيةالأ الامينية الأحماضمن %  60تين و وبر%  50-70كونھا تحتوي على 
 غنية أنھاً فول الصويا فضلا عن الحليب ولحوم البقر كما النجيلية منھاالخضروات والنباتات 

 كاروتين بمعظم الفيتامينات وتفوق البيض في أغلبھا كما تحتوي على تركيز عال من البيتا
)Venkatarman, 2003; Zvicohen,1996;2004،الجعفر ;  2003، الركابي .(  

 التي تحدد المحتوى البروتيني في الطحالب منھا عمر المزرعة العديد من العواملوھناك 
 الإضاءةوالوسط الذي تعيش فيه الطحالب من حيث وفرة المغذيات ووقت الحصاد وطول فترة 

)Aaronson and Dubinsky,1997(، وقد أظھرت دراسة )Falquef, 1997 ( إن نسبة
 أعلىلنسبة للطحالب وعلى طول الفترة الضوئية حيث سجلت البروتين تعتمد على وقت الحصاد با

في الوقت المبكر من الحصاد مقارنة مع حصاده  Spirulinaالبروتيني في طحلب للمحتوى قيم 
تشير الدراسات إلى أن ھناك العديد من الطحالب الخضر غنية بالحوامض . في وقت متأخر

 Cladophora حول محتوى طحلب Bremner (2001(الامينية المھمة فقد أشارت دراسة 
glomretaإنه يحتوي على الكلوتاميك والبروتين والاسبارتيك مينية لوحظالأ  من الأحماض 
 وكانت نسبة أميني حامض 15 يحتوي على Enteromorpha linza إن طحلب .والسيستين

تامين الحوامض الامينية المتمثلة بالالانين والليوسين وحامض الاسبارتك وحامض الكلو
 Ckekoi et(والكلايسين والھستدين عالية أما السيستين والآيزوليوسين والبرولين فكانت واطئة 

al., 1971.(وأوضح ) Heiba et al., 1993 (إن طحلبCladophora serioides  يحتوي
 .على المثيونين والفالين والثيريونين والآيزوليوسين والثايروسين والآرجنين
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من قيمة غذائية عالية  Cladophora crispataلما تحويه الطحالب الدقيقة ومنھا طحلب ًونظرا 
متمثلة بالبروتينات والحوامض الامينية أرتئينا أن نقوم بتحليل ھذا الطحلب ومعرفة المحتوى 

مينية بواسطة الطرق التشخيصية المتوفرة وتيني له واستخلاص وتشخيص بعض الأحماض الأالبر
  .لدينا

  
   طرق العملالمواد و

 ،جمعت عينات المياه من قناة العشار التي تمر وسط مدينة البصرة وبصورة عشوائية     
جلبت بعد ذلك  ، أعدت لھذا الغرض³ سم500لاستيكية نظيفة محكمة الغلق سعة استعملت قناني ب

 المختبر مباشرة لغرض التحري عن النوع الطحلبي المراد عزله وتشخيصه وھو الطحلب إلى
  .Cladophora crispata الأخضر

  

  :عزل الطحلب وتشخيصه
لغرض الحصول على عزلة طحلبية تم ترشيح حجم معين من المياه المجلوبة من القناة 

 ثم وضعت ھذه ،ترمايكروم 0.45حات قطرھا  ذات فتmilliporesباستعمال أوراق الترشيح 
وفحصت تحت المجھر الضوئي المركب ) 3مس 5-10(  في حجم قليل من الماء المقطرالأوراق

 وذلك من خلال تحضير الشرائح المجھرية ولغرض الحصول على )Bausch and Lomb(نوع 
رعي الصلب  للوسط الزStreaking methodعزلة وحيدة الطحلب اعتمدت طريقة التخطيط 

بعدھا صنف ) Stien, 1973(من قبل  والموضحتان Dilution methodوطريقة التخفيف 
 ; Desikachary (1959) ; Prescott (1975)ادر التصنيفيةًالطحلب اعتمادا على المص

Bourrely (1980).  
 

  : الطحلباستزراع
 من الوسط  أوعقمة الوسط السائل بواسطة ماصة مإلىه تم نقل للطحلبالتشخيص  عمليةبعد 

حجم المعقمة  عدد من الدوارق الزجاجية إلىمعقم أو من كلا الوسطين ال الصلب بواسطة اللاقح
) Chu-10( )Chu, 1942(من الوسط الزرعي المعقم  ³ سم70لى دورق عكل يحتوي  ³سم 100

درجة  25 ± 2 كابينة النمو تحت درجة حرارة إلى ونقلتوأغلقت فوھات الدوارق بالقطن المعقم 
ظلام :  ساعة إضاءة16:8ثا ولمدة /²مايكروانشتاين م150 - 130  تراوحت إضاءةشدة ومئوية 

ً مرتين يوميا لمنع تسرب أو تجمع الطحلب على الجدران الأقلوغيرت على بعدھا رجت المزارع 
  .عملية الزرع لحين الحصول على نمو جديد واستمرتالإضاءة والتقليل من فرق 

  
  :تتنقية العزلا

اعتمدت الطريقة الموصوفة من حيث  من الجراثيم تم تنقية الطحلب المعزول
ًإذ غسلت الطحالب بالماء المقطر المعقم ثم نبذت مركزيا  Weideman et al. (1984)قبل

 أھمل الراشح وأعيد مزج الراسب بالماء المقطر ، ثانية50-90ولمدة دقيقة /ة دور3000بسرعة 
 وزرع جزء من الراسب في الوسط الزرعي الأقل مرة على 12العملية كررت  ،مرة أخرىالمعقم 

 Stein( لـأتبعت الطريقة الموضحة من قبوللتأكد من نقاوة العزلة المعقم لغرض تنشيط النمو 
حضنت . بعد زرعھا على وسط الآكار المغذيلة والمتضمنة الفحص المجھري للعز 1973)

  زرعة ــــــــالم  خلو ولاختبار   نقاوتھا من للتأكد   ساعة 18لمدة   مئوية  درجة 37بدرجة حرارة 
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لجراثيم على سطح الوسط لنمو  وجود  أن ثبت عدمإلىمن الجراثيم كررت العملية عدة مرات 
  .نقيةة  الطحلبية وبھذا تم الحصول على عزللة أعطى الدليل على نقاوة العزالمغذي مما

  
  :تقدير معدل النمو

 حيث قيست كثافة الخلايا  لتقدير النموStein (1973( أتبعت الطرق القياسية الموضحة في
عند طول موجي ) Uviko810(الكثافة الضوئية باستعمال جھاز المطياف الضوئي نوع  من خلال

 Fogg (1975(والذي قدر حسب معادلة ) K(وعبر عن معدل النمو بثابت النمو  .انومتر ن650
  :التالية

  

K = Log Nt – Log No / t 
  

المادة الطحلبية عند  = No . يومtبعد المحصول =  Nt ).ثابت النمو(معدل النمو =   Kحيث
  .بداية التجربة

t  = بالأيام الوقت.  
  :وفق المعادلة التالية حسب فقد )G(لتضاعف  بالنسبة لوقت اأما

  
 

G = 0.301 / K  
  

  :وحصادھاالعزلة إكثار 
لتر من الوسط  1.4 أضيف لكل دورق ين،لتراستعملت دوارق زجاجية جافة ونظيفة سعة 

 من المزرعة وفي الطور اللوغاريتمي للحصول على 3 سم140بـ الزرعي المعقم ولقح كل دورق 
 حصد الطحلب على مرحلتين ،تحت ظروف الزرع المذكورةكميات كافية من الكتلة الحية و

الاولى عند نھاية الطور اللوغاريتمي والثانية عند منتصف الطور المستقر وباستعمال جھاز الطرد 
جفدت  دقيقة بعدھا 15دقيقة ولمدة / دورة3000بسرعة ) Baird  and  Tatlock IV)المركزي 

درجة حرارة في حفظت ثم , LABConCO 18نوع  Freezing  driedبجھاز التجفيد العينات 
الاختبارات الخاصة بمحتوى الطحلب من البروتينات الكلية حين إجراء  ل درجة مئوية18 –

 . الامينيةوالأحماض
 

  :تقدير البروتينات الكلية
  . الكليةخلاص البروتيناتاست في Harborne (1984(أتبعت طريقة 

  
  :IR( Infra  red  Spectrum(مطياف الأشعة تحت الحمراء 

كمية قليلة من بروميد البوتاسيوم ًجيدا مع ) البروتينات(مزجت كمية من المادة المستخلصة 
KBr) analar ( الأشعة تحت وضغطت بشكل أقراص صغيرة ووضعت في جھاز مطياف
-FT-IR-84005, SHIMADZ وأن نوع الجھاز المستعمل كان  الامتصاصيةالحمراء وسجلت

Japan) Silverstein  et al.,1981.(  
  

  :Ultra  Violet  Spectrum (UV)مطياف الأشعة فوق البنفسجية 
 فوق الأشعة  فوق البنفسجية للبروتينات الكلية المستخلصة باستعمال جھازالأشعةقيس طيف 

تر باستعمال الماء المقطر  نانوم200-400 نوللمدى ما بي PCTROSCAN 80D البنفسجية نوع
  ).Silverstein et al., 1981( كمذيب
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  :Melting point measurement رقياس درجة الانصھا
 درجة الانصھار للبروتين المستخلص من الطحلب وذلك بوضع كمية من المادة قيست

 شعرية مسدودة من أحد طرفيھا ثم وضعت في جھاز قياس درجة ةأنبوبالمستخلصة في 
  .Electrothermel melting  point  apparatusالانصھار

  
  : الامينية وتحديدھاالأحماضفصل 

  . الامينية وتحديدھاالأحماضلفصل  Plummer (1987(اتبعت طريقة 
  

  :وصف الطحلب
اھو احد الطحالب الخضر الخيطية المتعددة الخلايا و ًالمتفرعة تفرعا حقيقيا ومتعاقب ً  يتواجد ،ً

ا صقا أو حرا طافي ًفي المياه العذبة والضحلة ملت ً شكل،ً اه اسطوانية ال سي ذو ، خلاي  والمحور الرئي
راوح ب ر يت ايكروم – 75 40ين قط ور ،ترم ن المح ا م غر حجم ي أص ة فھ رع الجانبي ا الأف ً أم

ين  راوح ب ايكر35 - 20الرئيسي ذات قطر يت ة يكون سميكا مكون من عدة ،ترمو م ً جدار الخلي
ددة  بكية متع تيدة الخضراء ش ي والبلاس شكل مغزل ة ب ات مرتب ن لويف ة م ليلوزية متكون ات س طبق

  ).Bourrly, 1980( )1الشكل (البايرونويد كما في 
وتحصل  تم قياس معدل النمو للطحلب حيث يبدأ بالطور الأسي في اليوم الثامن من زراعته

ً ويستمر تقريبا إلى اليوم الثلاثين ومن ثم يبدأ طور الاستقرار الذي ،ة في عدد خلاياهزيادة مطرد
 اليوم الثاني والأربعين وبعدھا بدأ طور التناقص في اليوم الثالث والأربعين ولذلك إلىاستمر 

ًحصد ھذا الطحلب في اليوم السابع والثلاثين في منتصف طور الاستقرار ولقد أظھر الطحلب ثابتا 
(K)  بينما قيمة زمن تكاثر الجيل1.3للنمو مقداره  (G)1 الجدول و 2الشكل  في كما 0.23  ھو.  

  

  
  C. crispataالطحلب  : 1شكل 
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 C. crispataمنحني نمو الطحلب : 2شكل 

 
 

  .C لطحلب ة للنمو والحصاد والفترة الزمني،)G( وزمن تكاثر الجيل ،)K( يبين قيمة ثابت النمو :1جدول 
crispata.  

  
  

  النتائج
ي  ي ف روتين الكل سبة الب ائج أن ن ت النت ب بين د  C.crispataالطحل ا ، %40.3بلغت ق  كم

ويالطحلب  أظھرت النتائج إن ى  يحت ةعل ة وھثلاث بارتيكي  حوامض أميني ين الاس ل ألان  والفيناي
  ).2جدول  (TLCبقعة ظھرت في تقنية الـ  الخاص بكل Rf وذلك حسب قيمة الـ والتربتوفان

  
  

  .مينية من الحوامض الاC.  crispataيوضح محتوى طحلب :  2جدول 
  

 Rfقيمة الــ   الحامض الاميني المتوقع
 0.1  الاسبارتيك
  0.55  الفينال ألانين
  0.45  التربتوفان

 

  
ى طحلب د إل راء للمستخلص البروتيني العائ  C. crispata سجل طيف الأشعة تحت الحم

ا في المعزول شكل  و3الجدول  كم اميع الفعالسجلت حيث .3ال م الحزم الامتصاصية والمج ة  أھ
دة  بالعائ ة  C. crispata البروتيني لطحلبظھر المستخلص ا .للمستخلص البروتيني للطحل قم

دارھا نانومتر 230عند الطول الموجي امتصاص واحدة  ا في 2.9 وبامتصاصية مق شكل  كم  .4ال
  .م°dec 224 كانت C. crispata صھار المستخلص البروتيني للطحلبإن درجة ان

زمن تكاثر 
  )G(الجيل 

ثابت النمو 
)K(  

فترة 
  الحصاد

فترة طور 
  المستقر

فترة الطور 
  الأسي

فترة الطور 
  العزلات الطحلبية  التمھيدي

0.23  1.3  36 – 37  30 – 42 8 – 30  0 – 8 C.  crispata  

O
pt

ic
al

 d
en

si
ty
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  عالة العائدة للمستخلص البروتيني يوضح أھم الحزم الامتصاصية والمجاميع الف:3الجدول 
   C. crispataفي طحلب                         

  

C-N  stretching C=O  streching CH2  &  CH3  aliphatic 
Sym. & antisym NH2-Strech الطحلب 

1141  cm-1  (s) 1656  cm-1 (m)2929  cm-1 (m)  3404  cm-1 (m) Cl. crispata 
 

S = strong, m = medium,   w = weak,    br = broad 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 C. crispataطيف الأشعة تحت الحمراء للمستخلص البروتيني للطحلب  : 3شكل 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  C. crispateطيف الأشعة فوق البنفسجية  للمستخلص البروتيني للطحلب  : 4شكل 
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  المناقشة

 وقيمة عالية 0.23حيث كانت ) G( قيمة واطئة لتكاثر الجيل C. crispataسجل الطحلب 
في زراعته أو ان ھذه النتائج  مما يدل على ملائمة الوسط المستخدم 1.3 وكانت Kلثابت النمو 

  .Qiong and M:Hon (2004( توافقت مع دراسة
ميائي للطحلب يليه الدھون ثم  من المحتوى الكيالأكبريشكل البروتين الكلي الجزء 

وھذه النسبة تتوافق %  40.3 على  الطحلبحتوىفقد ا). Brown et al., 1997(ربوھيدرات الك
 انه لا يتوافق إلا % 40الذي سجل نسبة البروتين الكلي في الطحلب ) 2004( العلي  مع دراسة
 Cladophoraالذي ذكر أن نسبة البروتين الكلية في الطحلب ) 2000(احمد والدبيكل مع دراسة 
secunda  19.21 %المدروس وقد يعود السبب الى  نفس جنس الطحلبإلىالذي يعود و 

  .اختلاف الوسط الزرعي المستخدم أو ظروف الزراعة بشكل عام
سجل طيف الأشعة تحت الحمراء للمستخلص البروتيني العائد للطحلب المدروس ظھور كما 

 عند الطول الموجي 1-(NH-)التركيبية والمتمثلة بمجموعة المجموعة تعود إلى  حزم امتصاص
(3404-3444 cm-1)  والتي تنتشر في التراكيب الببتيدية والبروتينية وكذلك ظھور الحزم

 ،والتي تبين أن المركب أليفاتي (cm-1 2929-2923)د عن CH2 & -CH3- الخاصة بمجاميع
والمتواجدة في آصرة  (cm-1 1656-1645) الكاربونيل ك ظھور الحزم المميزة إلى مجموعةوكذل

الامتصاصية فتوضح المجاميع التركيبية ذات  أما باقي حزم، 3 لالجدو و2الشكل  الامايد كما في
  .العلاقة  بالمجاميع  الفعالة للطحلب المدروس

تيك  احتوى على الحوامض الامينية الاسبارC. crispataوأظھرت النتائج أن طحلب 
 على نوع  في دراستهStrusi (1962(وتتوافق ھذه النتائج مع دراسة . والتربتوفان والفنايل ألانين

 يحتوي على الحوامض C. prdifera أن الطحلب إلى نفس الجنس حيث أشار إلىآخر يعود 
 .Heiba et al(وكذلك تتفق مع دراسة  C. crispataالامينية نفسھا التي يحتوي عليھا الطحلب 

  .  الجنس نفسهإلى الذي يعود C. serioides  في احتواء الطحلب1993)
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Abstract    The present study involves the determination of total proteins 
in the green alga Cladophora crispata, isolation and identification of 
amino acids. The alga was isolated from Al-Ashar canal in Basrah. The 
results indicated that the isolated alga was capable of growing on Ch-10 
medium, the highest constant of growth K = 1.3, and the lower time of 
reproducing a generation G = 0.23. The total protein content in C. crispata 
was 40.3 %. The proteins extract in algae show a shoulder at wave length 
230 nm by absorption (2.9). Concerning amino acids examined by using 
the thin layer chromatography method (TLC), it was noticed that the alga 
contains the amino acids Aspartic, Phenylalanine and Tryptophan. 


