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  چكيده
و   Padina boergesni  ، Sargassum oligocystumقهوه اي  هايدر اين تحقيق شناسايي تركيبات طبيعي جبلك

Nizamudiinia zanardinii    جلبك قرمزو  Glacilariopsis persica  سواحل  و بلوچستان سيستاناز سواحل استان)
هاي  اي مذكور توسط حلال قهوه هايآوري، خشك، وخرد شدند. جلبك فارس و درياي عمان) جمع خليج

 CCو TLCهاي كروماتوگرافي  گيري قرار گرفتند. با  استفاده از روش ) و آب مورد عصاره3-1متانول (-كلروفرم
دي هيدروكلسترول از 22تركيبات كلسترول  HPLCو  LH-20با فاز ساكن سيليكاژل فاز نرمال  سفادكس  

دي هيدروكلسترول، فوكوسترول، اوستراسترول  22و تر كيبات  كلسترول،   Gp.persicaفراكسيون متانولي  
  Padina boergesniو در جلبك   S.oligocystumوسارينگسترول  و استيگما استرول  از فراكسيون اتيل استاتي 

   Nizamudiinia zanardiniiو از جلبك قهوه اي  و كاليناسترول  دروكلسترولدي هي 22تركيبات كلسترول، 
 hydroperoxy-24-vinylcholestrol-(R)24 فوكسترول ، 

 ،24(S)-hydroperoxy-24-vinylcholestrol ،24(R)-hydroxy-24-vinylcholestrol  

قرار گرفتند. در طول جداسازي از معرف انيس جداسازي و مورد شناسايي    hydroxy-24-vinylcholestrol-(S)24و 
هاي مختلف  استفاده شد. شناسايي اين تركيبات با استفاده از روش TLCها بر روي  آلدئيد جهت ظهور لكه

NMRH ، اسپكترو سكوپي مانند:  1 NMRC 13، Mass   .ميسر گرديد  
  

،  Padina boergesni  ، Sargassum oligocystumعصاره گيري، استروئيدها، جلبكهاي دريايي، كلمات كليدي: 

Glacilariopsis persica ،zanardinii Nizamudiinia  درياي عمان، ايران 
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  مقدمه - 1
اند. در سال هاي اخير گرايش  تركيبات طبيعي از دورة باستان به عنوان مهمترين منبع تهيه داروها مورد توجه بوده

شود. علت اين امر در دسترس بودن بيشتر اين  جديدي به جداسازي تركيبات اصلي از منابع طبيعي مشاهده مي
يبات طبيعي و نيز كم هزينه بودن تهيه اغلب آنها تركيبات و تهيه آنها از منابع تجديد شدني، سميت كننده ترك

.حدااقل دو سوم  تركيبات آنتي كانسري كه  (Vilientinck, 2007)نسبت به تركيبات شيميايي و سنتزي مي باشد 
امرئزه مورد استفاده قرار مي گيرند يا مستقيما از ارگانيزم هاي زنده جدا شده اند ويا مشتقات نيمه سنتتيك  

اولين قدم  در راه دستيابي و تكامل دارو هاي آنتي كانسر  از منابع  Cragg,1997).بيعي مي باشند(تركيبات ط
طبيعي،انجام تست هاي غربالگري مي باشد. به كارگيري تست هاي غربالگري مناسب در حوزه مطالعه خالص 

عال و كاهش هزينه مي شدن تركيبات طبيعي موجب هدفمند شدن امر جداسازي، تسريع در شناسايي تركيبات ف
گردد. اين مسئله كمتر مورد توجه محققين قرار گرفته است. به منظور دستيابي و تكامل واحدهاي آنتي كانسر از 

 منابع طبيعي به يك سري آزمايش هاي غربالگري عصاره هاي خام نيازمنديم.

مي تـوان گفـت شـاخه اي از علـم      فيتوشيمي دانش بررسي و مطالعه تركيبات شيميايي گياهي است. به بيان ديگر
شيمي است كه موضوع آن مطالعه تركيبات شيمي گياهان اسـت از جملـه ايـن تركيبـات، متابوليـت هـاي ثانويـه        

هـاي   هـاي رايـج در ايـن علـم عبارتنـد از اسـتخراج و جداسـازي، تغلـيظ آنـاليز و تكنيـك           گياهي است. تكنيك
دقيق و مسيرهاي بيوسنتزي را امكان پـذير مـي سـازد. امـروزه     كروماتوگرافي كه در نهايت شناخت ساختار ها ي 

استخراج مواد طبيعي از جلبك ها با كاربردهـاي متفـاوت در صـنايع مختلـف از جملـه صـنايع غـذايي، مصـارف         
كنترل آلودگي و غيره بسيار مـورد توجـه محققـين قـرار گرفتـه اسـت. و لازمـه ايـن امـر جداسـازي و            –دارويي 

 ها مطالعه اثرات سيتوتوكسيك آنها مي باشد.  اصلي اين جلبكشناسايي تركيبات 

  
  اهداف طرح -1-1

امروزه استروئيدهاي جبلكي به لحاظ اثرات بيولوژيك شاخص جهت تهيه داروها و ديگر مصـارف بسـيار مـورد    
داراي جلبك هاي اقتصادي و دارويي فراواني است كـه تـا بـه حـال      و درياي عمان  توجه مي باشد. خليج فارس

قهـوه اي  اهـداف كلـي مـوردنظر شناسـايي تركيبـات طبيعـي جبلـك        .مورد بررسي فيتوشيميايي قرار نگرفته انـد  
Padina boergesni  اي  و جلبك قهوهSargassum oligocystum .مي باشد  

تركيبـات اصـلي موجـود در جلبـك مـذكور (بـا تاكيـد بـر          و اهداف اقتصادي، شامل جداسازي و خالص سازي
  استروئيدها) و تعيين ساختمان تركيبات خالص شده با روش هاي اسپكترسكوپي مي باشد.

در اين تحقيق فرض بر اين گذاشته مي شود كه عصاره هاي جلبك هاي مذكور داراي اثر سيتوتوكسيك بوده و 
 ا منجر به شناسايي استروئيدهاي اصلي جلبكي شود.بررسي هاي مربوط به جداسازي تركيبات آنه
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  مطالعات انجام شده در جهان -2-1
انجام دادند و نتايج نشان داد كـه   S.fusiformisپاسكالوا و همكارانش تحقيقاتي را بر روي جلبك  2008در سال  -

اثر بازدارندگي دارد  HIV-Iبر روي ويروس  9/89تا % gr7/3حدود  50LCاين جلبك با  SP4-2فراكسيون 
(Paskalva et al.2008) .  

 cladophora fasicularisو  G-gracilisناتارجان و  همكارانش به بررسي عصاره متانولي جلبكهـاي   2009در سال  -
ت بازدارندگي بـر  هاي مذكور داراي خاصي هاي جلبك پرداختند. نتايج اين مطالع حاكي از آن بود كه عصاره

تـوان از ايـن اثـر در جهـت تكامـل و سـاخت داروهـاي         باشند. درواقع مي مي (ChE)روي آنزيم كولين استراز 
  .  (Natarajan et al. 2009)ويژه پاركينسون و آلزايمر بهره برد  هاي عصبي به بيماري

 Sargassum ringgol dianumاي  ، آكــاجي و همكــارنش بــه بررســي فيتوشــيميايي جلبــك قهــوه1957در ســال  -
  . (Akagi et al. 1957)پرداختند و موفق به استخراج استروئيدي به نام سارگاسترول از اين جلبك شدند 

هـا پرداختنـد.    جاوير و همكارانش تحقيقي را در زمينه ميزان استخراج آگار در مقايسـه بـا فصـل    2008در سال  -
مورد بررسي قـرار گرفتنـد. نتـايج نشـان داده اسـت كـه        Gracilariaceaeهاي قرمز خانواده  منظور  جلبك بدين

و در فصـل تابسـتان و كمتـرين ميـزان محصـول       G-vermicalophylla  بيشترين ميزان محصول آگـار از جلبـك  
  . (Javier et al. 2008)در فصل بهار و پاييز بوده است  G-longissimaآگار از 

انجـام شـد كـه منجـر بـه       S.tenerrimumاي  يتوشيميايي بـر روي جلبـك قهـوه   پژوهشي در زمينه ف 2009در سال  -
اثـر   HSVsشد، پلي ساكاريد مذكور بـر روي ويـروس    "سولفات فاكوييدان"جداسازي پلي ساكاريدي به نام 

  . (Sinha et al. 2009)بازدارندگي نشان داد 
موفـق بـه اسـتخراج     Gp.Lemaneformisرمز فيتو شيمياي جلبك ق  ، گروهي از محققان طي بررسي1998در سال  -

 . (Jiang et al. 1998)هاي جديد از جلبك مذكور شدند  پيرول

  
  مطالعات انجام شده در ايران -3-1

آوري شـده از   جمـع  G.Salicornia، كيوان زندي و همكارانش به بررسي اثر ضد ويروسـي جلبـك   1387در سال 
هـاي جلبـك مـذكور داراي اثـر بازدارنـدگي بـر روي        بود كه عصارهخليج فارس پرداختند و نتايج حاكي از آن 

  . (Zandi et al. 2007)باشند  مي HSV-2ويروس 
هـاي مختلـف جلبـك     توان بـه اسـتخراج آگـار از گونـه     از ديگر مطالعات انجام شده پيرامون جلبكها در ايران مي

Gracilaria  .اشاره كرد(Bugherpour et al.2007) .  
پرداخت. جهـت   Sargassum herisهاي جلبك  مرجان درهمبخش به بررسي اثر ضدقارچي عصاره ،1376در سال 

گيري شد و سپس با اسـتفاده از روش تعبيـه    متانولي و آبي عصاره -اين پژوهش ابتدا گياه توسط سه حلال اتانول
عصـاره اتـانولي اثـر    ها به آزمايش گذارده شد. نتايج حاكي از آن بـود كـه    گذاري بر روي قارچ چاهك، ديكس
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ي آبـي   ضد قارچي از نوع كشندگي دارد. عصاره متانولي نيز تا حدودي داراي اثـر ضـد قـارچي بـوده و عصـاره     
  . (Darhambakhsh, 1376)باشد   طور كل فاقد هرگونه اثر ضدقارچي مي به
  
 كليات -2
 خليج فارس-1-2

از  NW/SEدرجه شرقي است و گسترش آن به مـوازات محـور    56اين محدوده دريايي در غرب طول جغرافيايي 
 000/239كيلومتر و مسـاحت آن   1000تنگه هرمز تا سواحل شمال غربي ايران است. خط ساحلي به طول حدود 

متـر بـا    35وسـط آن حـدود   كيلومتر مربع است. اين دريا در حقيقت محيط نيمه بسته كم عمقي است كه عمـق مت 
 متر نزديك به  100متر در سمت شمال شرقي سواحل ايران و حدود  10تا  90حداكثر عمق بين 

  شود.  تنگه باريك هرمز است. اين تنگه باعث اتصال دريا به خليج عمان و درياي عرب مي
.(Emery, 1956; kasslar, 1973) .  

كيلـومتر   7800شـود كـه حجـم آن برابـر بـا حـدود       مين زده مـي كيلومتر است و تخ 338حداكثر عرض اين دريا 
عمقـي ايـن دريـا باعـث      باشد. كم (Reynolds, 1993)كيلومتر مكعب  8730و يا حدود  (Linden et al;1990)مكعب 

شده تـا شـديداً تحـت تـأثير متغيرهـاي جـوي قـرار گيـرد. بـا توجـه بـه احاطـه شـدن توسـط ارتفاعـات مرتفـع و                 
ر طرفين شمالي، جنوبي، ميزان تبخير در آن تشديد شـده و باعـث افـزايش تبـادلات آبـي از      هاي پست د سرزمين

 شود.  ميان تنگه هرمز مي

  
  موجودات خليج فارس -2-2

جانداران خليج فارس مانند تمام آبهاي گرمسيري و نيمه گرمسيري از تنوع فراواني برخوردارند. در خليج فـارس  
اي و شـرايط   شـوند. وجـود سـواحل صـخره     صدف، جلبك، مرجان و .... يافت ميانواع مختلفي از ماهي، ميگو، 

 هاي ماكروسكوپي را در سواحل و جزاير خليج فارس مناسب نموده است.  زيست محيطي مناسب، رويش جلبك

  
  هاي ماكروسكوپي جلبك -3-2

شـوند.   شناخته مـي  seaweedباشند تحت عنوان  صورت بنتوزي مي هاي ماكروسكوپي دريايي كه معمولاً به جلبك
باشند. اين گروه از گياهان مجموعـه آشـكاري از    ها مي به گروه ابتدايي گياهان غيرگلدار تعلق دارند كه تالوفيت

هاي دريايي از نظـر   دهند. بيشتر جلبك توليدكنندگان اوليه را در مناطق جزر ومدي و زير جزر و مدي تشكيل مي
گردنـد.   هـاي دريـايي محـدود مـي     عمق زير جزر و مـدي محـيط    تا ناحيه كم پراكنش از نواحي بين جزر و مدي

 اختلافي  
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هايشـان   در الگوي پراكنش آنها وجود دارد به توانايي سازگاري آنها به شرايط اكولوژيـك محـدود در زيسـتگاه   
 گردد.  برمي

  
  هاي ماكروسكوپي   اهميت اقتصادي جلبك -4-2

، و آلژينـات، اسـيدهاي چـرب    اناد با ارزشـي نظيـر: آگـار، كاراگين ـ   داراي موها  از آنجائيكه برخي از اين جلبك
باشند كاربردهاي فراواني در صنايعي از قبيـل، صـنايع كاغذسـازي،     ها و غيره مي ضروري، املاح معدني، ويتامين

سـالاد،   عنـوان سـبزي و   طـور مسـتقيم بـه    هـا بـه   نساجي، علوم پزشكي و داروسازي و غيره هستند، بسياري از گونه
عنوان ماده خام اوليـه در   هاي دريايي به روند. مردم ژاپن مدت طولاني است كه از جلبك كار مي چاشني سوپ به

  .  (Kaladharan, 1999; Abbot,1995)برند.  كار مي رژيم غذايي خود به
  
  هاي ماكروسكوپي   كاربردهاي دارويي و پزشكي جلبك -5-2

ها آثار دارويي نظير: ضد قارچي، ضد باكتري، ضد  آمده در بسياري از جلبكعمل  هاي به با تحقيقات و آزمايش
بيوتيكي، ضد تومور، كاهنـده كلسـترول خـون، درمـان گـواتر، سـل، درد مفاصـل، التيـام          ويروسي، خواص آنتي

 . (Trono, 1997)سوختگي، بند آمدن خونريزي، كاهنده تب كودكان مشخص شده است 

  
  اي هاي قهوه شيمي جلبك -6-2

اي مشاهده و لذا به اين  اي و يا تركيبي از چند رنگدانه به رنگ قهوه قهوه  خاطر دارا بودن رنگدانه ها به اين جلبك
شود. انتشار جغرافيايي آنها بيشتر در سواحل اقيانوس ها و درياهاي سـردتر بـوده و عمـدتاً بـر روي      نام خوانده مي

خاطر داشتن ازت و پتاسـيم   ها به طور كلي از اين جلبك ادامه دارد. بهرويند. و تا نواحي جزر و مدي  ها مي صخره
هـاي آنهـا مـواد كلوئيـدي خاصـي       شـود. ثانيـاً از ديـواره سـلول     فراوان در تهيه كودهاي پتاسه يا ازته استفاده مـي 

اج شـده  باشد. همچنين مواد طبيعي اسـتخر  شود كه داراي مصارف دارويي و صنعتي مي ها) استخراج مي (آلژينات
هـاي   اند. از مشهورترين جـنس  ها نشان داده باكتريايي مشهودي بر روي برخي باكتري ها اثرات آنتي از اين جلبك

  باشد.  مي "Sargassom" سارگاسوم اين گروه جلبك
  اي عبارتند از:  هاي قهوه مواد طبيعي استخراج شده از جلبك

  ها ها، استرول بتائين -1
 ها پلي هيدروكسي فنل -2

 ترپنوئيدها و سنركوئي ترپنوئيدهادي  -3

 هاي آسيله فنل -4

 دار تركيبات نيتروژن -5
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 كربوهيدراتهاي پلي مريك -6

 كربوهيدراتهاي جلبكي با فعاليت ضد توموري -7

  كربوهيدراتهاي با خاصيت ضد انعقاد خون.  -8
 
  اي   هاي قهوه هاي جلبك استرول -7-2

ها، جـانوران   ها، قارچ طبيعي در گياهان خشكي، جلبكصورت  هاي گروهي از تركيبات آلي هستند كه به استرول
هـاي سـلولي. سـاختن     هاي استرول، كلسترول است كه براي انجام فعاليت و ... وجود دارند. يكي از آشناترين فرم

شـود. از   هـاي گيـاهي فيتواسـترول اطـلاق مـي      رود. به استرول كار مي هاي استروئيدي و ... به ها و هورمون ويتامين
و استيگمااسـترول    تـوان بـه سيتواسـترول    هـا مـي   هاي تا حدودي مشترك بين گياهان خشكي و جلبك فيتواسترول
  . (Ostlond RE; Racette SB,2003)اشاره كرد. 
، (Desmosterol)، دسمواسـترول  (Cholestrol)توان به كلسـترول   هاي قرمز مي هاي گزارش شده از جلبك از استرول

متيلن كلسترول، سـارگا   22، سارينگوسترول (Fucosterol)اي فوكوسترول،  هاي قهوه از جلبك و بتا سيتواسترول و
  . (Glenn w.Paterson,2006)سترول اشاره كرد. 
 تـوان ميـزان كلسـترول پلاسـما را كـاهش داد. همچنـين نبايـد         هاي جلبكي به رژيـم غـذايي مـي    با افزودن استرول

كلسـترول پلاسـما    Sargassumاي جنس  رول و فوكوسترول از جلبك قهوهتحقيقات انجام شده افزودن سارگارست
روئيدهاي آورد. همچنـين كلسـترول بعنـوان پـيش سـاز هورمـون هـاي اسـتروئيدي (اسـت          درصد پايين مي 59را تا 

 گلوكوكورتيكوئيدها و مينرالوكورتيكوئيدها) واسيدهاي صفراوي عمل مي كند.جنسي، 

  
  فراواني و پراكنش -8-2

بر اساس مطالعات مركز تحقيقات شيلاتي آبهاي دور، در نمونه برداري هاي منطقه بين جزر و مدي و زير جزر و 
مدي كه بصورت فصلي صورت گرفت، نتايج آماري نشان داد كه بيشترين فراواني در فصل پاييز و زمستان به 

ان تا اواخر آن بيشترين تنوع و فراواني جلبك هاي قهوه اي (دو گونه سارگاسوم و سيستوسيرا) و در اواسط زمست
  به جلبكهاي قرمز مربوط مي شود، در حاليكه بيشترين فراواني جلبك هاي سبز در فصل بهار مي باشد. 

  از گونه هاي مهم جلبك هاي منطقه سيستان و بلوچستان مي توان به گونه هاي زير اشاره كرد:  ▪
   ulva spـ جلبك سبز 

  ـ جلبكهاي قرمز 
   Hypnea spـ 
   Botryocladia Leptopodaـ 
   Halymenia Porphyra formisـ 
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   Sebdenia felabellataـ 
   Gelidium spـ 
   Gelidiella spـ 
   Gracilaria spـ 

  ـ جلبكهاي قهوه اي 
   Sargassum spـ 
   Nezimodima spـ 
   Padina spـ 
 Cystoseria indicaـ 

 
  (Padina)بيولوژي جلبك قهوه اي جنس پادينا  -9-2

  رنگ جلبك قهوه اي تيره. داراي چندين لوب شكننده بادبزني شكل با شكافهاي عميق.  
  لبه در قاعده باريك و بسمت بالا پهن.

  موهاي متمركز رديفي در سطح بالايي و پاييني برگ. 
ضـي قسـمتها كمـي سـفيد رنـگ ناشـي از        اسپوروسيت ها متمركز در سورهاي كـروي و بصـورت خطـي. در بع    

  رسوب كلسيم بر اثر نور. 
  چسبيده به بستر صخره اي با نگاهدارنده صفحه اي با پايه بلند.

 سانتي متر. 20-15طول تال  

  
  جنس پادينا اكولوژي -10-2

  محل رويش جلبك معمولا در محدوده منطقه بين جزرومدي روي سطح بسترهاي صخره اي. 
بيش در استانهاي هرمزگان (جزاير قشم، هرمز و لارك) و سيسـتان و بلوچسـتان (گـواتر، بـريس،     پراكنش كم و 

 چابهار، گورديم و تنگ) در فصول پاييز و زمستان.

  
   (Sargassum)اي جنس سارگاسوم  بيولوژي جلبك قهوه -11-2

سارگاسـوم در سـطح دنيـا شـناخته     گونه از  150اي است كه تاكنون حدود  هاي قهوه سارگارسوم از دسته جلبك
هـا ماننـد    نمايند. برخـي گونـه   گاه رشد مي در اتصال به صخره و تكيه S.filipendulaها مانند  شده است. برخي گونه

S.natans ها تنها از طريق رويشي و از قطعات جدا شده رشد نموده و به صـورت   آزادانه شناور هستند. برخي نمونه
  نمايند.   مناسب رشد و تكثير حاصل ميهاي  انبوهي در زيستگاه
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باشد. در خليج فارس و سواحل درياي عمان چند گونه از سارگاسوم يافـت   سارگاسوم متعلق به درياهاي گرم مي
  نمايند.   صورت انبوهي رشد مي شود و گاه نيز به مي

حدي در نـواحي و اطـراف   به  S.natansنامند. يك گونه از سارگاسوم به نام  بعضي سارگاسوم را جلبك خليج مي
هـاي   نامنـد. بسـياري از گونـه    مـي  1خليج مكزيـك فـراوان اسـت كـه آبهـاي آن نـواحي را درياهـاي سارگارسـو        

شـوند. (كيـان مهـر،     اي و در نـواحي جـزر و مـدي يافـت مـي      سارگاسوم در درياهاي گرم، و در سـواحل صـخره  
1384  .( 

  
  ها و ساختار جلبكي عادت  -12-2

اي اسـت وضـعيت گياهـان پيشـرفته خشـكي و       ساختار مورفولوژيكي بسـيار پيشـرفته و پيچيـده   سارگاسوم داراي 
هاي ريشه مانند (نگاهدارنده)، ساقه مانند و برگ مانند و گل  كند. داراي اندام گياهان گلدار را به خوبي تقليد مي

ن اسـت بيننـده را بـه اشـتباه     باشد و نظم انشعابات در محور اصـلي و وضـعيت تنـاوبي اجـزاء ممك ـ     آذين مانند مي 
  بياندازد و تصور كند كه گياه آوندي و گلدار است. 

هاي فراواني ايجاد شده و ظاهر پر شـاخ و بـرگ و    آذين مانندهايي در محل انشعابات جانبي برگها، رسپتاكل گل 
شـباهت زيـادي را بـه    دهد. در طرح بـافتي   دهند. سارگاسوم تمايزي بافتي مشخصي را نشان مي انبوهي به گياه مي

دهد. سارگاسوم فاقد هرگونـه توليـد مثـل غيرجنسـي و زوسـپورهاي غيرجنسـي        گياهان پيشرفته خشكي نشان مي
باشـد.   ها تكثير از طريق رويشي و قطعه قطعه شدن گياه بـالغ بسـيار متـداول مـي     باشد. ليكن در بسياري از گونه مي

 . (Kamel, 1981)نيز هستند  Cدير بالاي يد و ويتامين ها حاوي مقا علاوه بر تهيه آلژينات، اين جلبك

  
  جداسازي تركيبات فعال بيولوژيك از منابع طبيعي  -13-2

  شود.  هاي اخير گرايش جديدي به جداسازي تركيبات فعال بيولوژيك از منابع طبيعي مشاهده مي در سال
سازي تركيبات طبيعي موجـب هدفمنـد شـدن     مطالعه و خالص  هاي غربالگري مناسب در حوزه كارگيري تست به

گردد. با اين وجود، اين مسئله كمتر مـورد   ها مي امر جداسازي، تسريع در شناسايي تركيبات فعال و كاهش هزينه
  (MaLaughlin, 1998)توجه محققين قرار گرفته است. 

  شوند.  تقسيم مي 5ثانويههاي  و تست 4، پايش3، غربالگري2غربالگري گروه پيش 4هاي بيولوژيك به  آزمون
هاي اوليه به منظور يافتن هر گونه فعاليـت بيولوژيـك در    هاي پيش غربالگري بر روي تعداد زيادي از نمون تست

شوند. اين آزمونمها بايد سريع بوده با هزينه كم قابل انجام باشند و از ظرفيت بالايي جهـت بررسـي    آنها انجام مي

                                                            
1 - Sargasso seas 
2 - Prescreening 
3 - screening 
4 - monitoring 
5 - secondary tests 
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باشـند. آزمايشـات غربـالگري، جهـت انتخـاب       باشند. اغلب اين آزمونها كيفـي مـي  تعداد زيادي نمونه برخوردار 
هـاي پـايش بـه منظـور هدفمنـد كـردن        شـوند و شـيوه   هـاي ثانويـه انجـام مـي     تركيبات براي ورود به مرحله تست

نيـز بايـد   شوند. اين آزمايشات  كار گرفته مي هاي تام و جداسازي تركيبات خالص از آنها به فراكسيناسيون عصاره
هاي ثانويه، تركيبات خالص بـه دسـت آمـده از مراحـل      سريع و ارزان بوده و ظرفيت بالايي داشته باشند. درتست

تر بوده، در  هاي ثانويه اختصاصي و گران شوند. به اين ترتيب، تست چين مي قبل براي ورود به مراحل باليني دست
  . (Suffness, 1991)اييني دارند. تري قابل انجام هستند و ظرفيت پ مدت زمان طولاني

غربـالگري و غربـالگري مجـزا از يكـديگر      هـاي غربـالگري مراحـل پـيش     لازم به ذكر اسـت كـه در همـه برنامـه    
باشند و درصورتي كه آزمون مورد استفاده به اندازه كافي انتخابي باشد و توان كاهش شمار تركيبات فعال به  نمي

تـوان   غربالگري نبوده و مـي  ثانويه را داشته باشد، نيازي به انجام آزمايشات پيش تعداد قابل ورود به مرحله آزمون
هـاي مـورد    هاي مورد استفاده جهت پايش جداسازي نيـز ممكـن اسـت همـان تسـت      از آن صرف نظر كرد. شيوه

 . (Suffness,1991)استفاده جهت غربالگري باشند 
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 مواد و روش ها- 3
  دستگاههاي مورد استفادهمواد، وسايل و -1-3
اي  ظروف وسايل شيشه اي شامل: بشر در ابعاد مختلف، ارلن، لولـه آزمـايش، قيـف، پيپـت، ميلـه هـاي شيشـه        -1

  ،مزور، لوله موئين، پيپت پاستور، بالن و ... 
  آسياب برقي -2
  دستگاه تقطير در خلأ دوار -3
  دستگاه فريز دراير -4
  بن ماري  -5
  انكوباتور -6
  هاي آرتميا سالينا (تهيه شده از مركز شيلات تهران) تخم -7
  آكواريوم جهت نگهداري لاروهاي آرتميا سالينا -8
  پمپ هوادهي -9

  لامپ با نور سفيد -10
  ميكروليتر 500سمپلر  -11
  لوپ  -12
  خانه 24هاي ميكروتيتر  پليت -13
  سشوار جهت خشك كردن ظروف -14
15- (Merck) NaCl  
  80و تونين  DMSOكمك حلال هاي  -16
  (Kiankaveh)حلال اتيل استات، متانول، آب، اتر دوپترول، هگزان و كلروفرم  -17
  ستون هاي كروماتوگرافي در ابعاد مختلف -18
  پايه هاي نگهدارنده ستون -19
  TLCتانك  -20
  (Riedel-deHaen-DC-CardsSIF, 0.2mm)با فاز ساكن سيليكاژل  TLCصفحات  -21
  )70-210سيليكاژل فاز نرمال (مش  -22
  LH 20 _سفادكس  -23
  معرف انيس آلدئيد -24
  nm 254با طول موج  UVلامپ  -25
 )MHz) Bruker 500;طيف سنج تشديد رزونانس مغناطيسي هسته اي -26
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  (EI-MS Finigan-mat)طيف سنج جرمي  -27
28- (Knaver,smartline 2600) HPLC  
 CDCL3 , DMSO-d6 (Merck)حلال  -29

  ترازوي ديجيتال -30
  رنگ پاش -31
 BST به عنوان كنترل مثبت آزمون (Fluka)بربرين هيدروكلرايد -32

33- Mantel 

 سيستم تقطير جهت تقطير نمودن حلال هاي بشكه اي -34

 
  جمع آوري، خشك و پودر كردن جلبك- 3- 2

اسـتان سيسـتان و    و از سـواحل اسـتان هرمزگـان    S. oligocystum, Padina boergesni  نمونـه بـرداري جلبـك هـاي    
   صورت گرفت. 1390 بهمناز شهريور تا  بلوچستان

در آزمايشگاه نمونه ها به تفيك هم ايستگاه در تشت ريخته و بوسيله آب شيرين شسته شده و از مواد زائد و اپي 
گرم  01/0نيت جدا مي گردند. سپس نمونه ها به تفكيك گونه اي جدا گشته و توسط ترازوي ديجيتالي با دقت 

در  C70نمونه ها در درجه حرارت ن خشك مي شوند. خشك كردن ونمونه ها در آ و بعدتوزين مي شوند 
  ساعت كفايت مي نمايد. 24مدت زمان 

شناسايي: شناسايي اوليه جلبكي با استفاده از خصوصيات ظاهري صورت گرفته و سپس شناسايي نهايي با استفاده 
  .(Borgesen,1939;Tseng,1983;Richardson,1975;Gavino and Trono Trono1989)  از كيت كليدي موجود

  مورد شناسايي نهايي قرار گرفتند. و سپس به قطعات كوچكتر خود شدند.

 
  عصاره گيري- 3- 3

فرآيند عصاره گيري به منظور جدا كردن تركيبات حل شده در يك محلول و يا خارج كردن برخي تركيبـات از  
ت هاي روش هاي مختلفي جهت بدست آوردن تركيبات آلي موجود در باف.يك مخلوط جامد صورت مي گيرد
روش هـا بـا    و ... كه هـر يـك از ايـن    9، دم كردن8، دايجسشن7، پركولاسيون6گياهي وجود دارد. مانند خيساندن

  ).1371توجه به نوع بافت هاي گياهي و نوع ماده جدا شدني انتخاب مي شوند. (صمصام شريعت، 
روش مـاده جامـد مـوردنظر     گيري استفاده شـده اسـت. در ايـن    از روش پركولاسيون جهت عصاره پروژهدر اين 

بصورت قطعات خرد شده درآمده و مقداد معين حلال، در دوره زماني يعني حـداقل سـه روز در پركولاتـور  در    

                                                            
6 . Maceration 
7 . Percolation 
8 . Digestion 
9 . infusion 
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 ١٣ها .../  

 

ئيدهای جلبکها

  ور

ن مقدار استروئ

له قيف دكانتو

  خلأ دوار

  فريز دراير

  

ناسايی و تعيين

استاتي به وسيل

گاه تقطير در خ

دستگاه وسيله 

جداسازی، شن

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ز آبي و اتيل ا
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

ره ها با دستگا
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  

 عصاره ها به و

 كردن دو فاز

تغليظ عصار - 3

خشك كردن

جدا - 3-2ل 

3-3شكل 

خ - 3-4شكل 

شكل
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 S .oligocystumجداسازي تركيبات موجود در فراكسيون اتيل استاتي جلبك  - 3- 4
بـراي رديـابي و جداسـازي     S. oligocystumانجام مطالعات آماري بر روي نتـايح حاصـله فراكسـيون اتيـل اسـتاتي      

-LHتركيبات مورد استفاده قرار گرفت به اين منظور از كروماتوگرافي ستوني با فاز ساكن سيليكاژل، سـفادكس  

و تعيين نسبت هاي مختلف از حلالها بر عصاره اتيل استاتي،   TLCگذاري بر  استفاده شد. پس از لكه HPLCو   20
گـرم از عصـاره اتيـل     8/5ستون و آغاز جداسـازي انتخـاب شـد. مقـدار     كردن  بازدر نهايت حلال هگزان جهت 

استاتي در اتيل استات حل و به تدريج روي مقدار كمي سيليكاژل لـود شـد. سـيليكاژل مسـكور پـس از خشـك       
)، 5:5شدن به تدريج به سطح ستون منتقل گرديد. شستشوي ستون با هگزان ، كلروفرم ، كلروفـرم: اتيـل اسـتات (   

  )2ات و متانول  ادامه يافت. (جدول اتيل است
  

هاي  گرم عصاره بر روي ستون سيليكاژل اوليه و حلال 8/5فراكسيون هاي حاصل از شستشوي  -3-1جدول 
  بكار رفته در آن

  نسبت حلالها  شماره ارلن ها (g) وزن فراكسيون  نام فراكسيون
A 225/0 5-1   100هگزان%  
B  05/1 20-6  100كلروفرم%  
C  800/0  30-21   100كلروفرم%  
D  423/2  55-31  5:5اتيل استات (-كلروفرم(  
E  613/0  60-56   اتيل استات  
F  900/0  ...-61   متانول  

  
   S. oligocystumاز فراكسيون اتيل استاتي Eو A،B،C،Dجدا سازي تركيبات -3- 5

گرم جهت ادامه كار انتخاب شد و بر روي ستون سيليكاژل مش درشت به ترتيـب بـا    800/0با وزن  Cفراكسيون 
) شسـته و شـش فراكسـيون    9:1: اتيل اسـتات ( كلروفرم)، 9:110:: كلروفرم: اتيل استات (هگزانهاي حلال  سيستم

1C 6تاC .2حاصل شدC  بـه  9:1گرم توسط ستون سيليكاژل و حـلال كلروفـرم: اتيـل اسـتات (     ميلي 230با وزن (
ميلي گرم طـي رونـد    45با وزن  22Cتقسيم شد. از اين ميان فراكسيون  24Cو  21C ،22C ،23Cچهار فراكسيون 

زيـر    بـا سيسـتم حـلال و برنامـه    HPLC ميلي گرم جهت جداسازي با  80با وزن  23Cجداسازي خالص شد. سپس 
  انتخاب گرديد.

  
  
  
  
  

سرعت جريان حلال   آب  متانول
min)/(mL 

  زمان
 min  

  

95  5  3  0    
100  0  3  15    

100  0  3  50    
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  جدا گرديد.  232Cو  231Cدو فراكسيون HPLC پس از انجام  
A،B،Cعنـوان تركيبـات    ترتيـب بـه   خالص شده طي رونـد جداسـازي بـه    22C ،231C ،232Cهاي  فراكسيون

  هاي مختلف اسپكتروسكوپي مورد شناسايي قرار گرفتند.  گذاري شده و توسط روش نام
گرم انتخاب  بر روي ستون سفادكس بـا حـلال متـانول قـرار گرفـت كـه        ميلي 77با وزن  4Cدر ادامه فراكسيون 

خالص شده طيـف پروتـون گرفتـه شـد و      43Cشد، از فراكسيون  43Cو  41C ،42Cمنجر به ايجاد سه فراكسيون 
بـا سيسـتم    HPLCگـرم  توسـط    ميلي 47با وزن  42Cباشد. سپس فراكسيون   مي Aمشخص شد كه مشابه تركيب 

حاصل شد كـه از ايـن ميـان     423Cو  421C ،422Cحلال و برنامه زير مورد جداسازي قرار گرفت و سه فراكسيون 
422C  گرم خالص شد.   ميلي 7با وزن  

زيـر    با سيستم حلال و برنامه  HPLCگرم جهت جداسازي بر روي ستون  ميلي 149با وزن  5Cدر ادامه فراكسيون 
  قرار گرفت

  
  
  
  
  
  
  
  

سازي بيشتر يك  گرم جهت، خالص ميلي 7با وزن  52Cحاصل شد، سپس فراكسيون 52Cو  51Cو دو فراكسيون 
  و سيستم حلال زير مورد جداسازي قرار گرفت.   و با برنامهHPLCبار ديگر توسط 

   
  
  
  
  

  گرم)  حاصل شد.  ميلي4(522Cگرم)  و  ميلي521C)2و در نهايت دو فراكسيون 
 Eو Dهــاي  عنـوان تركيـب   خـالص شــده طـي رونـد جداســازي بـه ترتيـب بــه      423Cو  422Cهـاي   فراكسـيون  

بـه دليـل وزن   Dهاي مختلف اسپكتروسكوپي مورد بررسي قرار گرفتند. تركيـب   گذاري شده و توسط روش نام
 مورد شناسايي قرار گرفت.  Eكم و عدم خلوص كافي شناسايي نشد وليكن تركيب 

سرعت جريان حلال   آب  متانول
min)/(mL 

  زمان
 min  

  

95  5  4  0    
95  5  4  20    

100  0  4  21    

100  0  4  60    

 زمان min)/(mLسرعت جريان حلال   آب  متانول min  
90  10  3  0  
90  10  3  40  

100  0  3  41  
100  0  3  60  



 

 

  ت از عصاره 

  

خراج تركيبات

  ن

 طرحي كلي از روند استخ

 ح تحقيقاتی

:3-1مودار 

ش نهايی طرح / گزارش ١۶
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  نتايج-4

  گيري   بازدهي عمليات عصاره -1-4

گـرم و جلبـك    1126بـا وزن خشـك    Gracilariopsis persicaدسـت آمـده از جلبـك قرمـز      هاي به درصد عصاره
  با وزن خشك در جدول زير خلاصه شده است.   Sargassum oligocystumاي  قهوه

 
  Gp-persicaگيري از جلبك  بازدهي عمليات عصاره -4- 1جدول 

 
 

 
 
 

 S. oligocystymگيري از جلبك  بازدهي عمليات عصاره -4- 2جدول 

 
  
  
 
 
  نتايج جداسازي -2-4

اعم از اشـباع و غيـر اشـباع ، تـرپن و يـك       تركيب استروئيدي ، تعدادي اسيد چربپنج پژوهش علاوه بر  نيدر ا
تركيب فنلي نيز خالص شده است اما در اين بخش به گزارش نتايج مرتبط با تركيباتي كه تاكنون شناسايي شـده،  

  بسنده  مي شود.
  
  )B( B)وA)Aمشخصات تركيبات  -

  الف: مشخصات ظاهري: كريستالهاي سفيد و پودري شكل 
ميباشد. ظهـور لكـه روي    =Rf  37/0) داراي9:1با فاز ثابت سيليكاژل وفاز متحرك كلروفرم:اتيل استات( TLCدر 

TLC  و ايجادرنگ بنفش بوده است. با معرف انيس آلدئيد  
NMRCب: مشخصات طيف  13وNMRH 1  3با حلال CDCl    4-1مگـاهرتز در جـدول    500با طيـف سـنج 

 مشخص شده است. 4-2و

   

  گونه جلبكي
  وزني عصاره خشك به قطعات جلبكي -درصد وزني        

  )1:1متانولي ( -عصاره اتيل استاتي          متانولي           آبي   
Gp. persica                    18/0                %80/4                 %12%      

  گونه جلبكي
  وزني عصاره خشك به قطعات جلبكي -درصد وزني         

  )3:1عصاره كلروفرم: متانول (                       
S.oligocystum                                           72/1%  
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 Aجسم NMRمشخصات طيف   -4-3 جدول

7  9/31    

8  9/31    

9  1/50    

10  5/36    

11  1/21    

12  8/39    

13  3/42    

14  8/56    

15  7/24    

16  2/28    

17  1/56    

18  0/12  (s, 3H)68/0  

19  3/19  (s, 3H)00/1  

20  8/35    

21  7/18  (d, J=6.5Hz, 3H)91/0  

22  2/36    

23  8/23    

24  5/39    
25  0/28    
26  7/22  (m, 3H)86/0  
27  6/22  (m, 3H)88/0  
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 Bجسم NMRمشخصات طيف - 4-4جدول
   
 
 
 

      

7  9/31    
8  9/31    
9  1/50    

10  5/36    
11  1/21    
12  7/39    
13  2/42    
14  8/56    
15  7/24    
16  2/28    
17  9/55    
18  8/11  (s, 3H)69/0  
19  3/19  (s, 3H)00/1  
20  1/40    
21  8/20  (m, 3H)00/1  
22  1/138  (m, 1H)18/5  
23  2/126  (m, 1H)21/5  
24  9/41    
25  6/28    
26  3/22  (m, 3H)86/0  
27  2/22  (m, 3H)88/0  

  
   

  شماره كربن
  

C-NMR 
)( ppm  

H-NMR  
)( ppm  

1  2/37    
2  6/31    
3  8/71  (m, 1H)   50/3  
4  2/42    
5  7/140    
6  7/121  (t,1H)   30/5  
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  :Cمشخصات  جسم  -3-4
  الف: مشخصات ظاهري: كريستالهاي سفيد محلول در كلروفرم.

)  با فاز ثابت سيليكاژل و فاز متحرك 9:1با فاز ثابت سيليكاژل و فاز متحرك كلروفرم:اتيل استات( TLCدر
   .ميباشد   =52/0Rf) داراي9:1كلروفرم:اتيل استات(

  با معرف انيس آلدئيد و ايجاد رنگ بنفش بوده است. TLCظهور لكه روي 
NMRCب: مشخصات طيف 13وNMRH 1 باحلالCDcl3   7-3مگاهرتز درجدول  500باطيف سنج 
 مشخص شده است.

 
 C جسم NMRمشخصات طيف   -4 -5جدول

7  8/31    

8  8/31    

9  1/50    

10  5/36    

11  0/21    

12  7/39    

13  3/42    

14  7/56    

15  2/24    

16  2/28    

  

  شماره كربن
  

C-NMR
)( ppm  

H-NMR  
)( ppm  

1 2/37   
2  6/31    
3  8/71  /54(m, 1H) 3      
4  2/42    
5  7/140    
6  7/121  (m,1H)  36/5  



 ٢١جداسازی، شناسايی و تعيين مقدار استروئيدهای جلبکها .../  
 

 C جسم NMRمشخصات طيف   -4 -5جدولادامه 
 

17  55/6  

18  0/12  (s, 3H)70 /0  

19  4/19  (s, 3H)02 /1  

20 5/36   
21  7/18  (d, , 3H)99/0  
22  2/35    
23  6/25    
24  9/146    
25  7/34    
26  1/22  (d, 3H) 99/0  
27  3/22  (d, 3H) 99/0  
28 5/115  

29  1/13    (d, 3H) 58/1

  
  E مشخصات جسم -4-4

  الف:مشخصات ظاهري:كريستالهاي سفيد رنگ ومحلول در كلروفرم
لكـه روي   ميباشـد. ظهـور    .=47/0Rf) داراي9:1بافاز ثابت سيليكاژل وفاز متحرك كلروفرم:اتيل استات( TLCدر 

TLC  و ايجادرنگ آبي بوده است با معرف انيس آلدئيد.  
 
 

ارزيابي درصد عصاره هاي مختلف -5-4  
اتيل استات نسبت به ميزان عصاره   Gracilariopsis persicaبا توجه به نتايج درصد عصاره هاي مختلف جلبك

آب بسيار اندك بوده و اين مطلب نشان دهنده اين است كه تركيبات غير قطبي در اين جلبك -عصاره متانول
نسبت به تركيبات قطبي اندك مي باشد. زيرا غالب تركيبات جلبك ها پلي ساكاريدها، آگار وكاراجينان و 

م جلبك را تشكيل مي دهد. همچنين در مورد تركيبات قطبي ديگر مي باشد كه اين تركيبات بيشتر حج
) به 3:1متانول(-نيز  ميزان اندك عصاره كلروفرم   Nizimuddinia zanardiniو   Sargassum oligocystumجلبك

همان دليل  اشاره شده  برمي گردد زيرا بيشتر حجم اين جلبك را نيز انواع پلي ساكاريد ها از جمله آلژينات 
  تشكيل  مي دهد.

  شماره كربن
  

C-NMR
)( ppm  

H-NMR  
)( ppm  



 / گزارش نهايی طرح تحقيقاتی  ٢٢
 

  )A )Aتفسير تركيب  - 6-4
 .Gpاز جلبـك   Aتركيـب  و   Nizimuddinia zanardiniو   S. oligocystumاز جلبـك   Aبا توجه به اينكه تركيـب  

Persica    جداسازي  و خالص گرديد  و نتايج طيف هايNMR     اين  دو تركيب  مشابه بود  لـذا  ايـن دو تركيـب
  مشابه ميباشند.

تركيب فوق با معرف انيس آلدئيد اسيد سولفوريك پس از حـرارت دادن ايجـاد رنـگ بـنفش نمـوده اسـت كـه        
NMRHتوان دليلي بر وجود تركيب احتمالي استروئيدي باشد. در بررسي طيـف   مي 1     ايـن تركيـب وجـود

/ppmپنج گروه متيل در موقعيت بين  /ppmتـا   680 قابـل مشـاهده هسـتند. گـروه متيلـي كـه در        001
بالاترين ميدان ظاهر شده مربوط به متيل موقعيت هجده هسته سـيكلو پنتـانو پرهيـدروفنانترن و گـروه متيـل ظـاهر       

)/ppm(ترين ميدان شده در پايين   باشد. مربوط به  متيل موقعيت نوزده مي 001
/ppmوجود پيك دو شاخه در  /)j(با ثابت اثر اسپين  910 هرتز مربوط به گروه متيل موقعيت بيست و  56

/ppmمانده (باشد كه به وسيله پروتون موقعيت بيست دو شاخه شده است. دو گروه متيل باقي  يك مي و  860
ppm/ هاي متيل موقعيت بيست و شش و بيست و هفت بوده كه به وسيله پروتون  ) مربوط به گروه 880

پوشاني با يكديگر به صورت چند شاخه در طيف مشاهده  اند اما به دليل هم بيست و پنج هر كدام دو شاخه شده
/ppmوتون موقعيت سه در هسته اصلي استروئيدي درشوند. پيك مربوط به پر مي ظاهر شده است.  503

ي  تر نسبت به بقيه باشد در ميدان پايين به دليل اينكه كربن اين پروتون حاوي يك گروه هيدروكسيل مي
ن موقعيت دو و دو هاي آليفاتيك قرار گرفته است. علاوه بر آن به دليل مجاورت اين پروتون با دو پروتو پروتون

)/ppm(احيه مربوط به پيوند دو گانه شود. در ن پروتون موقعيت چهار به صورت چند شاخه ديده مي 35 
رسد اين پروتون بوسيله دو پروتون موجود  باشد به اثبات مي وجود پروتون ناحيه شش كه يك گروه الفيني مي

  است.در كربن مجاور(موقعيت هفت) سه شاخه شده 
NMRCدر بررسي طيف  13  تركيبA  وجود بيست و شش پيك كه نشانه وجود بيست و شش نوع كربن

هاي موقعيت هفت و هشت يكسان  در ساختار اين تركيب است. با توجه به اينكه جا به جايي شيميايي كربن
كربن موقعيت سه در اين مولكول كه متصل شود.  باشد وجود بيست و هفت كربن در ساختار تركيب تائيد مي مي

/ppmباشد در ميدان پايين و حدود  سيل ميبه گروه هيدروك هاي پيوند دوگانه  ظاهر شده است. كربن 871
/ppm(موقعيت پنج و شش) به ترتيب در  /ppmو  7140 شود. پيك مربوط به كربن  ديده مي 7121

باشد از ارتفاع كمتري نسبت به پيك مربوط به كربن شماره شش  يه پنج به دليل اينكه كربن نوع چهارم ميناح
  باشد. مربوط به حلال كلروفرم مي ppm77برخوردار است. سه پيك مشاهده شده در حدود 

NMRHهاي  با توجه به يافته 1  وNMRC 13 شود كه تركيب  مشخص ميA تركيب استروئيدي ،
باشد با مقايسه اطلاعات بدست آمده از  حاوي يك پيوند دو گانه و يك گروه هيدروكسيل و پنج گروه متيل مي



 ٢٣ها .../  
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 به يك پروتو
ه بنابراين اين

ppmده در

وجود بيست
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تفس -8-4
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  Yeon sil)نشان داد. شده  مورد بررسي قرار گرفت و اثرات آنتي اكسيداني و آنتي ديابتيك قابل توجهي از خود

et  al.,2003)    .  
يافته هاي گزارشات متعدد نشان ميدهد استروله جزو تركيبات اصلي جلبكهاي قهو هاي هستند ولي منطقي بنظر 
ميرسد كه نوع اين تركيبات تحت شرايط محيطي در گونه اهاي متعدد متفاوت باشد . اين تركيبات جزو 

ود زنده اي تحت تاثير شرايط محيطي متغير ويا به متابوليتهاي ثانويه محسوب ميشوند و متابوليتهاي ثانويه هر موج
  مشتقات مشابه تبديل ميشوند.

ايت پروژه براي اولين بار از گونه هاي مورد بررسي مشتقات استروئيدي را معرفي نومده است كه جهت ميزان 
  سميت و يا مقادير قابل تبديل به دارو بايد بيشتر مورد مطالعه قرار گيرد.
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Abstract  
Padina boergesenii  is one of the most abundant brown algae distributed in the north of Persian Gulf and Oman 
Sea. In this study after sampling and preparation of Padina boergesenii  by Chroform-Etanol (3-1) solvent and 
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 alga were identified as 22-
dehydrocholesterol (1), cholesterol (2), fucosterol (3), β-sitosterol (4), stigmasterol (5), ostreasterol (6) and two 
epimer of hyroxyestrol(7), based on their spectral data and from comparison with those previously reported in 
the literature. 
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