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 چكيده

از فراوانترين جلبكهاي سواحل     Nizamudiinia zanardiniiو   Sargassum oligocystumاي   جلبكهاي قهوه   
در اين تحقيق جلبكهاي قهوه اي مذكور بعد از جمع آوري و آماده سازي اوليه . اي عمان و خليج فارس ميباشندشمالي دري

توسط حلال متانول مورد     N. zanardiniiو گونه  )3- 1(متانول -هاي كلروفرم حلال توسط S. oligocystum گونه
 كروماتوگرافي نازك، لايه كروماتوگرافي: قبيل از فيكروماتوگرا متعدد هاي روش كمك با. عصاره گيري قرار گرفتند 

  و جدا تركيبات عصاره اوليه  ، (HPLC)بالا فشار تحت مايع كروماتوگرافي نيز و سفادكس ، معكوس و معمولي فاز ستوني
 LH-20با فاز ساكن سيليكاژل فازنرمال و سفادكس  CCو   TLCبا استفاده از روش هاي كروماتوگرافي  .شد خالص

وينيل كلسترول ،  -24هيدروكسي-24كلسترول ، فوكواسترول ،بتاسيتواسترول ،استيگما استرول و: تركيبات استروئيدي
-hydroxy-24-(S)24، مخلوط   hydroperoxystigmasta-5,24(28)-dien-3β-ol-29 دهيدروكلسترول، -22

vinylcholesterol  24و(R)-hydroxy-24-vinylcholesterol ، جداسازي و شناسايي شدندول استرااستر .  
 

  هاي جلبكي، تركيبات شيميايي عصاره جلبكهاي قهوه اي،:كليديلغات 
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 مقدمه

آگار، كاراگينين، و : ها داراي مواد با ارزشي نظير لبكج

ها و  امينآلژينات، اسيدهاي چرب ضروري، املاح معدني، ويت

باشند كاربردهاي فراواني در صنايعي از قبيل، صنايع  غيره مي

. كاغذسازي، نساجي، علوم پزشكي و داروسازي و غيره هستند

عنوان ماده خام  هاي دريايي به از جلبك ي هاژاپنسالهاست كه 

 ;Kaladharan, 1999). برند كار مي اوليه در رژيم غذايي خود به

Abbot,1995) . 

 ان،گياه از  شتق شدهفيتواستروژنها تركيبات طبيعي م   

هورمونهاي ضعيفي هستند كه ساختار استروئيدي داشته و 

و را دارا فعاليت بيولوژيكي شبه استروژني بويژه شبيه استراديول 

از نظر  اين تركيباتدر دسترس مي باشند  يبه شكلهاي مختلف

مي باشند و يا اينكه  استرول -بتا  17ساختمان و عمل، شبيه 

 ,.Agarwal et al(روژن را ايجاد مي نمايند اثراتي شبيه است

فيتواستروژنها كه آگونيست هاي ضعيف استروژن مي  ).2006

اثرات مفيد ناشي از  قادر بهاستروژن  حضور معمولاباشند، 

موضوع اين امر   .است رسيدگي جنسي در 1فعاليت استروژنيك

 قرار گرفته است جانورانمطالعات مختلف در ماهيان و ساير 

)Dixon, 2004.(  فيتواستروژنهاي ايزوفلاونوئيد به دليل

در متابوليسم  2استراديول- بتا  17تشابهات مولكولي با 

همچنين ايزوفلاونها  .هورمونهاي استروئيدي دخالت مي كنند

قادر به تغيير الگوي سنتز و يا متابولسيم هورمونهاي درون ريز 

 ,.Pilsakova et al. 2010 and Pilsakova et al(هستند 

2009(.  

از . شود هاي گياهي فيتواسترول اطلاق مي به استرول

هاي تا حدودي مشترك بين گياهان خشكي و  فيتواسترول

 (.و استيگمااسترول اشاره كرد  توان به سيتواسترول ها مي جلبك

(Ostlund et al ., 2003 

افزودن سارگارسترول و نشان داد با تحقيقات انجام شده 

، ميزان  Sargassumاي جنس  فوكوسترول از جلبك قهوه

  . كاهش ميابددرصد  59كلسترول پلاسما تا 

، جداسازي و خالص سازي تركيبات از اين تحقيق  هدف   

و ) با تاكيد بر استروئيدها( اي قهوهاصلي موجود در جلبك 

                                                           
1 - Estrogenic activity 

2 - Estradiol-17β 

تركيبات خالص شده با روش هاي تعيين ساختمان 

  .اسپكترسكوپي مي باشد

  

  كار مواد و روش
و   Sargassum oligocystumنمونه برداري جلبك هاي    

Nizamudiinia zanardinii    استان ( خليج فارس از سواحل

 1390و 1388 درسالهاي  ) چابهار(و درياي عمان ) هرمزگان

   .انجام شد

ا به تفيك در تشت ريخته و بوسيله آب در آزمايشگاه نمونه ه   

و توسط  شدنديت جدا فشيرين شسته شده و از مواد زائد و اپي 

ن خشك ودر آ وگرم توزين  01/0ترازوي ديجيتالي با دقت 

در مدت  C70°خشك كردن نمونه ها در درجه حرارت . نددش

  .نمودساعت كفايت  24زمان 

نازك،  هيلا يكروماتوگراف :لياز قب يكروماتوگراف با استفاده از   

 زيو معكوس ، سفادكس و ن يفاز معمول يستون يكروماتوگراف

جدا و   مواد ، (HPLC)(تحت فشار بالا عيما يكروماتوگراف

مختلف  يتوسط روش ها باتيترك نيسپس ا. خالص شد

 ...و 1H-NMR ، 13C-NMR  ،MC  لياز قب ياسپكتروسكوپ

  .قرار گرفتند ييمورد شناسا

 Knaver,smartline مدل  HPLCآناليز از دستگاه  براي   

-Riedel)با فاز ساكن سيليكاژل  TLCصفحات و   2600

deHaen-DC-CardsSIF, 0.2mm) شد استفاده.  

گيري  از روش پركولاسيون جهت عصاره تحقيقدر اين    

ماده جامد موردنظر بصورت قطعات  ابتدا. استفاده شده است

معين حلال، در دوره زماني يعني  رخرد شده درآمده و مقدا

حداقل سه روز در پركولاتور  در معرض حلال هاي مورد نظر 

. گرديدمخلوط حاصل در نهايت صاف و تغليظ . گرفتقرار 

ركولاسيون معمولاً در دماي اتاق و با چند حلال متوالي انجام پ

ورود تركيبات آلي به ). 1371صمصام شريعت، . (مي شود

حلال، از قانون انتشار تبعيت مي كند و درصورتي كه حلال 

عمل عصاره گيري در  ،مورد استفاده به چند قسمت تقسيم شود

بازدهي نهايي  نتايج ودر اينصورت . شودمي چند مرحله انجام 

بسيار بهتر از زماني است كه اين عمل با همان مقدار حلال  اما 

  .(Vogel, 1954)تنها در يك مرحله انجام شود 

وسط حلال هاي ت S. oligocystom قطعات خرد شده جلبك   
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طي روش پركولاسيون در دماي اتاق ) 13:(متانول : كلروفرم

شده جلبكي، سه  تحت عصاره گيري قرار گرفتند، قطعات خرد

ساعت به ترتيب در معرض حلال هاي  48بار و هر بار به مدت 

 .Nاز طرفي جلبك هاي خرد شده .ذكر شده قرار گرفتند

zanardinii     در يك ظرف بزرگ شيشه اي ريخته شد و

متانول به عنوان حلال استخراج كننده اين گونه جلبكي به آن 

توسط متانول پوشانده  اضافه شد به نحوي كه روي تمامي نمونه

 48اين عمل طي چهار دوره ي زماني كه هر دوره حدود . شد

عصاره هاي حاصله پس از  . ساعت به طول انجاميد، تكرار شد

خلأ دوار تغليظ و توسط فريز   دستگاه   صاف شدن، توسط 

وتا زمان استفاده در يخچال  دراير كاملاً خشك، توزين 

  .نگهداري شد

از كرماتوگرافي  نظرو جداسازي تركيبات مورد جهت رديابي    

 LH-20و سفادكس ) فاز نرمال(ستوني با فاز ساكن سيليكاژل 

 .HPLC )Vertex column C18 (250 × 20 mm I.Dو 

مانيتور كردن ستون به منظور دستيابي به جسم . استفاده شد

 زو معرف اني (TLC)خالص توسط كروماتوگرافي لايه نازك 

شناسايي و تعيين ساختار اجسام جدا . پذيرفت آلدئيد صورت

  .شده به كمك روش هاي مختلف اسپكتروسكوپي انجام شد

و استفاده از حلال هاي مختلف به عنوان  TLCابتدا با كمك    

ابتدا . فاز متحرك، كلروفرم به عنوان  حلال مناسب انتخاب شد

گرم از عصاره ي خشك شده، توزين گرديد و با كمك  150

 3بارگذاري) 35-70مش ( نول بر روي سيليكاژل فاز نرمال متا

كه با  سانتي متر 10×20شد و به ستون شيشه اي با ابعاد    

پر شده بود،  منتقل شد و )35-70مش ( سيلكاژل فاز نرمال 

تا ) كلروفرم(كار شستشوي ستون با حلال هاي غير قطبي تر

  .انجام گرفت) متانول(قطبي تر 

. كنترل و دنبال شد TLCها به وسيله ن شمحتويات فراك

. آلدئيد استفاده شد زنياجهت ظاهر سازي لكه ها از معرف 

هاي مشابه روي هم ريخته شد و در دستگاه  محتويات ارلن

ن هاي حاصله توسط شفراك. تقطير در خلاء دوار تغليظ گرديد

  .دستگاه فريز دراير و يا دسيكاتور خلاء كاملاً خشك شدند

سپس  جهت  وخالص اي متعدد بدست امده شنهفراك   

انتخاب  مناسب  با سيستم حلال و برنامهHPLC جداسازي با 

                                                           

1-Load 

هاي مختلف اسپكتروسكوپي مورد  توسط روش ند، سپسگرديد

  . شناسايي قرار گرفتند

  

  نتايج
 اين دو گونه جلبك  در شناسايي شده  تركيبات استروئيدي    

 -22اوستراسترول ، كلسترول ، فوكوسترول ، :عبارتند از

-hydroperoxystigmasta-5,24(28)-29 ، دهيدروكلسترول

dien-3β-ol4، مخلوط(S)-hydroxy-24-vinylcholesterol 

 .hydroxy-24-vinylcholesterol-(R)24 و

فقط پنج تركيب     Nizamudiinia zanardiniiدر گونه

  .استروئيدي شناسايي شد

دهيدروكلسترول  22كلسترول و مشخصات تركيبات 

  :گونه جلبك مورد مطالعه 2استخراج شده از در هر 

 TLCكريستالهاي سفيد و پودري شكل در : مشخصات ظاهري 

) 9:1(اتيل استات:با فاز ثابت سيليكاژل وفاز متحرك كلروفرم

با معرف انيس  TLCظهور لكه روي . ميباشد =Rf  37/0داراي

  .و ايجادرنگ بنفش بوده است آلدئيد 

با معرف  هاي مورد مطالعهاز جلبك كلسترولتركيب : كلسترول

انيس آلدئيد اسيد سولفوريك پس از حرارت دادن ايجاد رنگ 

توان دليلي بر وجود تركيب احتمالي  بنفش نموده است كه مي

گروه متيلي كه در بالاترين ميدان ظاهر شده . استروئيدي باشد

نتانو مربوط به متيل موقعيت هجده هسته سيكلو پ

 ميدانترين  پرهيدروفنانترن و گروه متيل ظاهر شده در پايين

)ppm00/1 (باشد مربوط به  متيل موقعيت نوزده مي.  

 با ثابت اثر اسپين  ppm91/0   وجود پيك دو شاخه در

)j(5/6 باشد  يل موقعيت بيست و يك ميهرتز مربوط به گروه مت

پيك . كه به وسيله پروتون موقعيت بيست دو شاخه شده است

 مربوط به پروتون موقعيت سه در هسته اصلي استروئيدي در

ppm 50/3 به دليل اينكه كربن اين پروتون . ظاهر شده است

نسبت  تر باشد در ميدان پايين حاوي يك گروه هيدروكسيل مي

  . هاي آليفاتيك قرار گرفته است ي پروتون به بقيه

1 بررسي طيف :دهيدروكلسترول  22
H-NMR   تركيب اين

دهد با اين  مشابه تركيب قبل وجود پنج گروه متيل را نشان مي

تفاوت كه در اين تركيب متيل موقعيت بيست و يك به دليل 

عدد جا به جايي (تري در ميدان پايين مجاورت با پيوند دو گانه

علاوه بر . وجود دارد) كلسترول(نسبت به تركيب قبل) بزرگتر
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 ppmاين مشابه كلسترول، پيك چند شاخه ظاهر شده در 

مربوط به پرتون كربن شماره سه كه متصل به گروه  50/3

  .باشد هيدروكسيل است مي

ول استخراج شده از  دو تركيب فوكوسترمشخصات  

  :جلبك مورد مطالعه 

  .كريستالهاي سفيد محلول در كلروفرم: مشخصات ظاهري

اتيل :با فاز ثابت سيليكاژل و فاز متحرك كلروفرم  TLCدر

اتيل :با فاز ثابت سيليكاژل و فاز متحرك كلروفرم)  9:1( استات

   .باشد مي   =52/0Rfداراي) 9:1( استات

با معرف انيس آلدئيد و ايجاد رنگ  TLCظهور لكه روي 

  .بنفش بوده است

تركيب فوق وجود دو نوع  H-NMR در بررسي طيف

 ppm 36/5و  ppm 18/5ناحية  پروتون پسوند دوگانه در

انتگرال هر دو نوع پروتون معادل يك . گردد مشخص مي

 36/5 با توجه به اينكه پروتون با جابه جايي شيميايي . باشد يم

مشابه كلسترول و دهيدروكلسترول بوده مربوط به پروتون شش 

هاي متيل تركيب فوق در طيف  گروه. اسكلت استروئيدي است

در طيف . شوند ديده مي ppm59/2 تا  ppm70/0پروتون از 

C-NMR 13  اين تركيب وجود حداقل بيست و هشت نوع

كربن با توجه به بيست و هشت پيك مشاهده شده در طيف 

غالباً به دليل اينكه كربن شماره هفت و هشت . شود مشخص مي

و اين  در طيف استروئيدها جا به جايي شيميايي يكساني دارد،

مسئله در طيف تركيب مذكور و به صورت افزايش ارتفاع اين 

به همين دليل تركيب مذكور . پيك مشخص گرديده است

  .باشد بيست و نه كربنه مي

هاي پنج  كربن(پيوند دوگانه موجود در هسته اصلي استروئيدي 

) ppm7/121 ، ppm 7/140و شش در جا به جايي شيميايي 

باشد  شود كه به ترتيب مربوط به كربن شش و پنج مي ديده مي

بوده در    جانبي   زنجير  به پيوند دوگانه ديگر كه مربوط 

ppm0/147  وppm 5/115 يب مربوط تظاهر شده كه به تر

  . باشد و بيست وهشت ميبه كربن شماره بيست و چهار 

 .S اوستراسترول استخراج شده  از جلبك تفسير تركيب

oligocystum  :  

تركيب حاضر با منابع موجود مشخص  Massمقايسه طيف 

 باشد مي) كاليناسترول( سازد كه اين تركيب اوستراسترول مي

)Goad and Alkihisa 1997.( هاي اصلي طيف  پيكMass 

  :آن به صورت زير است

213 ،229 ،256 ،271  ،285 ،287 ،297 ،299 ،  

طيف پروتون و كربن اين جسم تركيب ساختمان اوستراسترول 

      . كند را تأييد مي

  

 -hydroxy-(R)24دو اپي مر   تفسير طيف هاي تركيب

24-vinylcholestrol   24و(S)-hydroxy-24-

vinylcholestrol مورد مطالعه   در هر دو گونه:  

آرايش فضايي كربن  (OOH-)وجود گروه هيدروپروكسي 

را تحت تأثير قرار داده و موجب پيدايش دو اپي مر  24موقعيت 

مشاهده ي دو پيك براي پروتون . به صورت مخلوط شده است

  (dd)كه هر يك  به صورت دو تا دو شاخه  28هاي موقعيت  

دو اپي مر را ثابت  نيز حضور  ppm ٧۵/۵و   ppm ٧۴/۵در 

  .مي كند

نيز مشابه پروتون هاي موقعيت  29پروتون ها ي موقعيت       

ظاهر شده اند كه مجدداً   27/5ppmتا  ppm 15/5اما در  28

ه دليل حضور اين دو گرو البته. كندوجود دو اپي مر را تاييد مي 

در ميدان پايين، مجاورت با پيوند ) 29و  28موقعيت(پروتوني 

به علاوه انتگرال پروتون ها نيز حضور . گانه مي باشددو 

24(R)-hydroxy-24-vinylcholestrol  24و(S)-hydroxy-

24-vinylcholestrol را تأييد مي كند.  

-hydroperoxy-24-(R)24جرمي تركيب  تفسير طيف

vinylcholestrol   24 و(S)-hydroperoxy-24-

vinylcholestrol  )هر دو گونه مورد  در) مخلوط دو اپي مر

  :مطالعه

طيف جرمي تركيب مذكور با الگوي شكسته شدن     

مطابق اين الگو، جدا شدن زنجير . مقايسه شدها استروئيد

سپس اين قطعه . ايجاد مي كند  m/z 273، پيكي را در 4جانبي

د به وجو  m/z 272يوني با از دست دادن پروتون، پيكي را در 

آورده كه بلند ترين پيك  ظاهر شده در طيف جرمي تر كيب 

اين قطعه يوني نيز ضمن از دست دادن يك گروه . مذكور است

توليد مي  m/z 255، پيكي را در  17amuهيدروكسي به جرم 

 NZ5براساس شواهد طيف سنجي ساختار تركيب . كند

                                                           
1
-Side chain(sc)  
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-(R)24: تركيب مذكور، مخلوطي از دو  اپي مر . شناسايي شد

hydroperoxy-24-vinylcholestrol    24و(S)-

hydroperoxy-24-vinylcholestrol  است.  

       

  بحث
مطالعه حاضر بررسي فيتوشيميايي  منجر به استخراج  در

دي هيدرو كلسترول از  22دو استروييد به نام هاي كلسترول و 

  وNizamudiinia zanardinii  هر دو جلبك مورد مطالعه

S.oligocystum   گرديد .  

 22كلسترول و تركيب اين  C-NMR 13 در بررسي طيف

وجود بيست و شش پيك كه نشانه وجود  دهيدروكلسترول

با توجه به . بيست و شش نوع كربن در ساختار اين تركيب است

هاي موقعيت هفت و هشت  اينكه جا به جايي شيميايي كربن

يست و هفت كربن در ساختار تركيب باشد وجود ب يكسان مي

  . شود تائيد مي

1 هاي  با توجه به يافته
H-NMR  و C-NMR 13  مشخص

تركيب استروئيدي حاوي يك پيوند دو گانه و اين شود كه  مي

باشد با مقايسه  يك گروه هيدروكسيل و پنج گروه متيل مي

و با توجه  NMRآمده از طيف كربن و پروتون  اطلاعات بدست

ل براي اين تركيب روبه منابع موجود ساختمان زير با نام كلست

  .)Goad & Alkihisa, 1997. (رسد به اثبات مي

و  Hayee-Memonاي كه توسط  همچنين در مطالعه 

در زمينه فيتوشيميايي بر روي  جلبك ) 1999( همكاران

G.foliifera سه استروييد  به جداسازي انجام شد منجر :

       .دي هيدرو كلسترول و دموسترول شد22كلسترول و 

وجود بيست  دهيدروكلسترول 22اين  C-NMR  13طيف

دهد بنابراين  و هفت پيك كربن را مشابه كلسترول نشان مي

. باشد ت و پنج كربن ميساختار شيميايي اين تركيب حاوي بيس

كربن موقعيت سه در اين تركيب استروئيدي به دليل حضور 

ها در ميدان  ي كربن گروه هيدروكسيل روي آن نسبت به بقيه

مشابه . شود ديده مي ppm8/71 تري ظاهر شده و در  پايين

مربوط به  ppm 7/121 و  ppm 7/140 هاي  كلسترول پيك

. باشد مي) هاي پنج و شش كربن( Bپيوند دوگانه داخل حلقه 

هاي بيست و  علاوه بر آن پيوند دوگانه ديگري در موقعيت كربن

و  ppm 1/138 دو و بيست و سه با جا به جايي شيميايي 

ppm 2/126 مقايسه طيف كربن . در اين تركيب مشخص است

ي اين يدهد كه ساختار شيميا جسم فوق با منابع، نشان مي

   ,Goad & Alkihisa ( ل استودهيدروكلستر -22تركيب 

1997(. 

-1(متانول  - در انجام اين تحقيق از مخلوط حلال كلروفرم

به  سپس. استفاده شد S. oligocystumجهت عصاره گيري ) 3

دو فاز آبي و اتيل استاتي  جهت جدا كردن تركيبات قطبي و 

كه اين روش عصاره گيري مشابه روش . غير قطبي  دكانته شد

)Hayeememon et al., 1996.(  

13در طيف 
C-NMR  ازNizamudiinia zanardinii 

پيك مشهود است كه با توجه به همپوشا ني پيك  27وجود 

، وجود  13و  4ونيز كربن هاي  8و  7هاي مربوط به كربن هاي 

با مقايسه .كربن در ساختار اين تركيب  پيشنهاد مي شود 29

شود كه  طيف پروتون و كربن تركيب حاضر با منابع مشخص مي

-stigmasta-5,24-dien( فوكوسترولمعروف به اين تركيب 

3βo( است ) Goad, 1997 &Alkihisa (. 

در مطالعه حاضر جداسازي   فوكوسترول از   عصاره اتيل 

طي مراحل كروماتوگرافي ستوني      S.oligocystumاستاتي 

در جهت .  انجام شد   HPLCبا فاز سيليكاژل نرمال و

 Pelvetia  siliquosa  جداسازي فوكوسترول از جلبك دريايي

و ستون ) 1-5(متانول - نجام شد از عصاره هگزانا 

سپس اثر آنتي . كروماتوگرافي  سيليكاژل  استفاده شد

فوكوسترول استخراج شده  مورد   اكسيداني و آنتي ديابتيك

بررسي قرار گرفت و اثرات آنتي اكسيداني و آنتي ديابتيك قابل 

   .   (Sanghyun  et al., 2003) نشان داد توجهي از خود

 با توجه به نتايج درصد عصاره هاي مختلف جلبك

Sargassum oligocystum 3:1(متانول- ميزان عصاره كلروفرم  (

بسيار اندك بوده و اين مطلب نشان دهنده اين است كه تركيبات غير 

زيرا . سبت به تركيبات قطبي اندك مي باشدقطبي در اين جلبك ن

كاراجينان و تركيبات  ها پلي ساكاريدها، آگار وغالب تركيبات جلبك

باشد كه اين تركيبات بيشتر حجم جلبك را تشكيل قطبي ديگر مي

ها از زيرا بيشتر حجم اين جلبك را نيز انواع پلي ساكاريد .مي دهد

  .دهدجمله آلژينات تشكيل  مي

مشتقات استخراج  مشابه زيادي انجام گرفته و تحفيفات

هاي  استرولجمله  شده تركيبات اين پروژه را تاييد مي نمايد از

توان به كلسترول  هاي قرمز مي گزارش شده از جلبك
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(Cholestrol) دسمواسترول ،(Desmosterol)،  و بتا

اي فوكوسترول،  هاي قهوه سيتواسترول و از جلبك

(Fucosterol)، متيلن كلسترول،  22سترول سارينگو

  .(Paterson 1971, 1991). سارگاسترول اشاره كرد
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Abstract 

Sargassum oligocystum and Nizamudiinia zanardinii are the most abundant algae distributed 

in the north of Persian Gulf and Oman Sea. In this study after sampling and preparation of S. 

oligocystum by Chroform-Etanol (3-1) solvent and N. zanardinii   by methanol has been 

extract. Separation and purification of the compounds was carried out using thin layer, general 

and  inverse column chromatography, Cephadex and high-performance liquid chromatography 

(HPLC ).. Structural elucidation of the constituents was based on the data obtained from H-

NMR, 13C-NMR, HSQC, HMBC, DEPT and Cephadex LH-20.  The steroids compounds 

separated from above algae were identified as 22-dehydrocholesterol (1) cholesterol (2) 

fucosterol (3) 29-hydroperoxystigmasta-5,24(28)-dien-3β-ol (4) 24-hydroperoxy-24-

vinylcholesterol (5) a mixture of 24(S)-hydroxy-24-vinylcholesterol (6) and 24(R)-hydroxy-24-

vinylcholesterol (7) and ostreasterol (8) based on their spectral data and from comparison with 

those previously reported in the literature. 
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