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Aspergillusدراسة الصفات الفیزیائیة والكیمیائیة وتحدید السمیة الخلویة لحامض الكوجیك المنتج من عزلة محلیة
flavus WJF81وتأثیراتھا على صحة المستھلك.
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الخلاصة
.A العزلة الفطریة المحلیة خطوات الحصول على بلورات حامض الكوجیك مناجریت  flavus WJF81 ،

10دورة مدة 5000النبذ المركزي على سرعة طریقة بفصل نواتج التخمر عن المایسیلیوم الفطري من مزارع الانتاج ب
تم الحصول ، و)م37(حرارتھ درجة ز الراشح بالمبخر الدوار، وجفف بفرن یركتوھ بخلات الاثیلاستخلاصدقائق، ثم تم

، وتم 40xثم 10x بالفحص بالمجھر الضوئي بقوة تكبیر ة للصفرةابریة طویلة موشوریة مائلالحامض على بلورات 
تشخیص حامض الكوجیك بتطبیق تقنیةتم، وم)153.5-152.9(درجة حرارةتحدید نقطة الانصھار التي انحصرت ما بین

ارب فیھا زمن امتلاك الحامض قید الدراسة على قمة واحدة تقوبینت النتائج HPLCكروموتوغرافیا السائل العالي الاداء
دقیقة وزمن ) 7.054(الاحتجاز مع زمن احتجاز القمة للحامض القیاسي، اذ بلغ زمن احتجاز الحامض قید الدراسة 

اثبتت نتائج التحري عن السمیة الخلویة لحامض الكوجیك على كما ، دقیقة) 7.534(الكوجیك القیاسي احتجاز حامض 
من الحامض، من خلال عدم )500ppmو 400، 300، 200، 100(كیز بأستخدام التراالانسان المستھلكمحلول دم 

. وجود ترسبات وعدم ظھور اي تحلل لكریات الدم للتراكیز المختبرة
.، السمیةHPLCكروموتوغرافیا السائل العالي الاداء ، بلورات، الاستخلاصحامض الكوجیك، :الكلمات المفتاحیة

STUDY THE PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES AND DETERMINATION
THE CYTOTOXICITY OF KOJIC ACID PRODUCED FROM THE LOCAL ISOLATE
ASPERGILLUS FLAVUS WJF81 AND THEIR EFFECTS ON CONSUMER HEALTH.
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ABSTRACT
Steps were taken to obtain the Kojic acid crystals from local fungal isolation A.

flavus WJF81 by separating the fermentation products from the fungus mycelium from
the production plant at the centrifuge at a speed of 5000 cycles for 10 minutes. The
extraction was followed by ethyl acetate then supernatant concentrate by using rotary
evaporator, and dried with heat oven 37ºC. Long, yellowish, pristine acid crystals were
obtained that examined the optical microscope with a magnification force of 10x and 40x.
The melting point of kojic acid was determined between 152.9-153.5 °C Results of the
diagnosis of Kojic acid by applying High pressure liquid chromatography HPLC
technique showed that the acid was at one peak, which was close to the time of detention
with the peak retention time of the standard acid, which Kojic acid under study retention
time was (7.054)  minutes and retention time of the standard kojic acid (7.534)  minutes.
Results of the study of the cytotoxicity of Kojic acid on the human blood consumer
solution by using concentrations (100, 300, 200, 400, 500 ppm) of acid showed absence of
deposits and no appearance for any analysis of blood corpuscles of the tested
concentrations.
Keywords: kojic acid, Extraction, Crystals, High pressure liquid chromatography HPLC, Toxicity.
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:INTRODUCTIONالمقدمة
Chaudhary كأیض ثانويبعض الاحیاء المجھریةحیث تنتجھجیك حامضاً عضویاً، یعد حامض الكو et)

al.,2014(تعود صفاتھ الحامضیة الضعیفة الى احتوائھ على مجموعة الھیدروكسیل في موقع ذرة الكاربون الخامسة ، و
C5س والكالسیوم والنیكل والكادمیومالصودیوم والزنك والنحاالتي تمكنھ من تكوین ملح بتفاعلھ مع بعض المعادن مثل

Mohamad et al., الایونات الموجبة كالحدید Chelateالحامض مركب سالب الشحنة لھ القابلیة على ربط ، و)(2010
ثلاثي التكافؤ، وتكوین مركب مستقر كما یمكن ان تشترك اكثر من وحدة حامض الكوجیك في ربط ایون الحدید الثلاثي 

,Aytemir and Calis(دات حدید مع واحدة او اكثر من وحدات الحامض التكافؤ وتكوین معق 2006(.
.Aالحامض المنتج من الفطر استعملت طرائق مختلفة لفصل وتنقیة حامض الكوجیك فقد استخلص oryzae

NRRL Chaves)بأستعمال خلات الاثیل 35191 et al., Hazzaa)2013(، اما(2012 et al.وا مذیب فقد استخدم
.Aخلات الاثیل والكلوروفورم لأستخلاص الحامض من  oryzae var. effusus NRC142011(، بینما قام(

Rodrigues et al.حامض الكوجیك من لستخلاص بأAspergillus spp. ثم 20:80بإضافة الایثانول والماء بنسبة
كلوروفورم لأستخلاص حامض الكوجیك المنتج من الوكذلك طُبقاجریت عملیة التبخیر للحصول على منتوج متبلور، 

AspergillusوPenicillium(Chaudhary et al., حامض الكوجیك من الاوساط ةنقیتفصل ووتم ،(2014
Rodrigues)2011(التخمریة من قبل et al. بفصل الحامض من الفطرAspergillus spp. بتجفید الراشح الفطري

، لورتھ للحصول على الناتج النھائيوبعدھا بخر النموذج وب20:80الماء بنسبة : عمال الایثانولمع استخلاص متعاقب بأست
Lajisقامو et al. Rhizomucorعفن لبعمل طرد مركزي للمزرعة السائلة(2012) miehei بعد الانتاج والتي تحتوي

ساعة للحصول على البلورات التي تم فصلھا24م لمدة 30حرارة درجة ل المبخر الدوار بثم استعمعلى حامض الكوجیك،
. الطرد المركزي بعد ذلكواجريبخلطھا مع المیثانول 

.Aص الحامض المنتج من الفطر واستخل flavus وبرد المستخلص في 20:80بمزیج من الایثانول والماء بنسبة
ساعة واكملت عملیة التنقیة 24م لمدة 80حرارة ةعلى درج، التي جففتالثلاجة لمدة لیلة كاملة للحصول على البلورات

,.Abd El-Azizبأستعمال مزیج الماء والاسیتون Salehاوضح . )(2013 et al. ل على بلورات وحصتم الانھ (2011)
لحین تشكیل بلورات م في الثلاجة 5حرارة بدرجةوحفظھخر الدوار،حامض الكوجیك بأخذ راشح المزرعة وتركیزه بالمب

مع خلات الاثیل رات بالبنزین، واذیبتوغُسلت عدة مWhatman No.1على ورق ترشیح مض الكوجیك التي حُملتحا
.للتخلص من الشوائب لحین ظھور بلورات حامض الكوجیك النقیة

اءة ومن اھم الطرائق التشخیصیة دقة لتحدید نوعیة وكمیة الحامض ھي طریقة كروموتوغرافیا السائل عالي الكف
HPLC)High Performance Liquid Chromatography( وھذه الطریقة مستخدمة منذ ثمانینیات القرن الماضي ،

Burdock(نانومتر 220-267)(واطوالھا الموجیة بین  et al., Ariffالتي طورھا  ،)2001 et al. (1996)
.Aواستخدمھا في التقدیر النوعي والكمي لحامض الكوجیك المنتج من فطر flavusفي الاوساط التخمریة.

ً ان حامض الكوجیك احد السموم الفطریة  ولكن البحوث الحدیثة لم تدرج Aflatoxinكان الاعتقاد السائد سابقا
الحامض ضمن السموم الفطریة حیث عومل كحامض عضوي وأحد منتجات الایض الثانویة التي تنتجھا الفطریات 

)Bentley, Basappaاوضح، و)2006 et al. سموم الفطریة ان حامض الكوجیك لیس وسیط في تركیب ال(1970)
استخدام حامض الكوجیك كمادة مضافة للغذاء لا یشكل اي خطر على الفطریة تتبع مسارات مختلفة، اما والسمومحیث انھ

Nohynek)المستھلك صحة  et al., 2004).
بالنسب المشابھة لتراكیزه في الاغذیة المتخمرة لا یؤثر على صحة المستھلك ذكرت دراسات عدة ان استھلاك الحامض

El-Kady(لأن معظمھا شاع استھلاكھا على مر العصور واشتھرت بأنھا اغذیة صحیة  et al., 2014(.

:MATERIALS AND METHODSالمواد وطرائق العمل
:استخلاص وبلورة حامض الكوجیك

Aspergillus flavusالفطریة المحلیةحامض الكوجیك من العزلة تم انتاج كمیة من WJF81حت الظروف ت
مستخلص الخمیرة % 0.25سكر السكروز مصدراً كاربونیاً و % 10بتنمیة العزلة في وسط غذائي مكون منالمثلى للإنتاج

15وبظروف حضن ساكنة لمدة م30ودرجة حرارة الحضن 4ھیدروجیني الرقم وعُدل الوسط الى المصدراً نتروجینیاً،
Hazzaaوجرى استخلاص وبلورة الحامض حسب طریقة، یوم et al. المحورة من قبل باحث الدراسة الحالیة، (2013)

دقیقة / دورة(5000)الطرد المركزي بسرعة جھاز بأستعمال ) Mycelium(اذ تم فصل نواتج التخمر عن الخیوط الفطریة 
عمال بخلات الأثیل بأستر وجود حامض الكوجیك بالراشح بواسطة الطریقة اللونیة ثم تم استخلاصھتم اختبا، دقائق10لمدة 

بعدھا جفف الراشح المركز في فرن ، م للحصول على اقل حجم36بدرجة حرارة بالمبخر الدوارقمع الفصل ثم ركز الراشح
. نقيجیك بشكل الكوللحصول على بلورات حامض وذلك ساعة48م لمدة 37 حرارتھدرجة 
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: توصیف بلورات حامض الكوجیك
: الوصف المظھري

حیث والشكل وتحدید شكل البلورات بواسطة المجھر الضوئي یاً من ناحیة اللون والقواممظھروصف البلورات یتم 
بعدھا ،)Cover slide(تغطیتھا بقطعة من غطاء الشریحة الصغیرثم على شریحة زجاجیة یأخذ جزء من البلورات وتوضع 

.40xاولاً ثم بالعدسة الجافة الكبرى بقوة تكبیر10xبالمجھر الضوئي بالعدسة الصغرىتفحص 

: تحدید نقطة انصھار حامض الكوجیك
امض / تم تحدید نقطة انصھار الحامض في مصنع ابن سینا ن الح ة م ع كمی ك بوض ادن، وذل صناعة والمع وزارة ال

جلت Melting PointSMP301جھاز قیاس نقطة الانصھارفي ة مسدودة من أحد طرفیھا ثم وضعت في انبوبة شعری وس
. نقطة بدایة الانصھار ونھایتھا

:HPLC(High Performance Liquid Chromatography(كروماتوغرافیا السائل عالي الكفاءة تشخیص 
20)(، اذ تم حقن قید الدراسةمنقى من العزلة المنتخبةتشخیص حامض الكوجیك الفي HPLCتم استعمال تقنیة 

250)ذي الأبعاد C18من النموذج في العمود بوساطة الحاقن، و كان العمود المستعمل من نوع لیترمایكرو x ملم(4.6
ما بأن معدل ، عل)%8/ (92بنسبة ) Acetonitrile/ ماء(مایكرون، أمّا الطور المتحرك المستعمل فھو5)(وحجم الدقائق 

نانومیتر ورسمت العلاقة بین قوة 269)(دقیقة، وتم قیاس الامتصاص عند طول موجي /مل1.5)(الجریان المستعمل 
. المركب النموذج مع زمن ظھور المركب القیاسيRetention time الإشارة وزمن الاحتجاز وتم مقارنة زمن احتجاز 

:البشريدم الحلول تحدید السمیة الخلویة لحامض الكوجیك على م
Nair)1989(تم الكشف عن سمیة حامض الكوجیك المستخلص حسب الطریقة المتبعة من قبل et al. وذلك بأخذ

، ثم حُضرت تراكیز من حامض Normal saline%0.85مل من محلول ملحي 20)(الطازج مع الانسان مل من دم 1)(
100,200400,(الكوجیك  بأستخدام حامض الكوجیك الخزین ذو تركیز) 1الجدول، (كما في ) 500ppmو 300,

ppm1000 مایكرولیتر 100)(مل من الماء المقطر، بعدھا تم خلط 100)(غم حامض الكوجیك في 0.1)(المحضر بأذابة
مل (2)لمقطر الى مایكرولیتر من الماء ا) (100مل من عالق الدم، اما العینة الضابطة كانت بأضافة ) 2(من كل تركیز مع 

. دقیقة60و 30و 10وتمت متابعة عكارة العالق في المدد الزمنیة ) م37(، حُضنت النماذج على درجة حرارة من عالق الدم
.حجوم وتراكیز حامض الكوجیك الخزین للكشف عن تحدید السمیة:)1(جدول 

رقم الانبوبة
حجم حامض الكوجیك 

)مل(الخزین 
)لم(حجم الماء المقطر 

تركیز حامض الكوجیك 
ppm

10.54.5100

214200

31.53.5300

423400

52.52.5500

:RESULTS AND DISCUSSIONالنتائج والمناقشة 
:والبلورة لحامض الكوجیكالاستخلاص

لات الاثیل من استخلاصھ بخحیث تم ) 1الشكل، (في والتي تظھربلورات حامض الكوجیك على تم الحصول
.A الفطریة راشح المزرعة  flavus WJF81ساعدت ھذه الخطوة في ترویق وبالنبذ المركزي والحرارة عوملو

Vijayakumarوحسب طریقةتنقیةالالمستخلص كخطوة اولى في  et al. بأنھا الخطوة الاولى في والتي وصفھا (2008)
.تنقیة الاحماض العضویة الاخرى
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.A ات حامض الكوجیك المجففة المنتج من العزلة الفطریة المحلیة بلور:)1(شكل  flavus WJF81.

Basappa)1970(قامبینما  et al. حامض الكوجیك من الفطر بتنقیةA. flavus بواسطة أستخلاصھ
كلوروفورم :ن ایثانولبمرحلتین الاولى بأستعمال مذیبی) TLC(كروموتوغرافیا الطبقة الرقیقة بالكلوروفورم وفصلھ ب

).1:1:4(ماء بنسبة -حامض الخلیك- وبعدھا فصلت البقع واعادة تحمیلھا ثانیاً بأستخدام مزیج المذیبات بیوتانول) 90:10(
 ً :توصیف حامض الكوجیك فیزیائیاً وكیمیائیا

وحسب ما موضح بلورات ابریة طویلة موشوریة، مائلة للصفرةبأنھا الدراسة شكل بلورات حامض الكوجیك بینت
.Aظھر الحامض المنقى من العزلة الطافرة للفطر من ان مAbd EL-Aziz)2013(وھذا یطابق ما ذكره، )2،الشكل(ـب

flavus،طر الفابري طویلة عدیمة اللون منالحامض بشكلت بلوراتظھرفیما كان بشكل بلورات صفراء الى بنیةA.
oryzae var. effusus NRC14)Hazzaa et al., 2013(.

Chaudhary)2014(وذكر et al. شكل ابري موشوري ذات لون اصفر باھت ان بلورات الحامض النقیة لھا
.الى عدیمة اللون

)ب()                                             أ(
.A بلورات حامض الكوجیك المنتج من العزلة الفطریة المحلیة ) أ(:)2(شكل  flavus WJF81تحت المجھر الضوئي

بلورات حامض الكوجیك القیاسي تحت المجھر الضوئي) ب(

:نقطة الانصھار
.A ة ن العزللحامض الكوجیك المنتج متم قیاس نقطة الانصھار flavus WJF81153.5(ث تراوحت بینحی-

Ohyama and(م )151-154(م وھذه الدرجة تقع ضمن مدى نقاط انصھار حامض الكوجیك التي تتراوح ما بین)152.9
Mishima, Saleh)2011(والتي توافقت مع ما جاء بھ،)1990 et al. م )150-153.5(الذي حدد نقطة الانصھار

.یعتمد على نسبة نقاوة بلورات الحامضوھذالحامض الكوجیك

تشخیص وتقدیر حامض الكوجیك بتقنیة  كروموتوغرافیا السائل عالي الكفاءة
High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

تم دراسة تطابق زمن الاحتجاز لھا مع حیثجیك قید الدراسة،اجري ھذا الفحص لتشخیص نموذج حامض الكو
امتلاك حامض ) 4و 3،الشكلین(اذ اظھرت النتائج المبینة في ، دقیقة) 7.534(البالغ ن احتجاز المركب القیاسيزم

الذي بلغ،تقارب فیھا زمن الاحتجاز مع زمن احتجاز القمة للحامض القیاسيمنھا واحدة وان قمة الكوجیك على قمتین
.لتر/غم(23.3)سة دقیقة وكان تركیز حامض الكوجیك قید الدرا) 7.054(
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Higashi and)2012(توافقت مع ما وجداهHPLCان ھذه المعطیات التي تم الحصول علیھا بتطبیق تقنیة 
Fujii دقائق وذلك بأستعمال طور متحرك مكون من ) 7(بلغ الكوجیكلحامضفقد توصلا الى ان زمن الاحتجاز

Acettonitrile وMilli-Q-Waterالحاوي علىTrifluoroacetic acid (9:11)بنسبة.
Huang)2004(بینما وجد et al. دقیقة وذلك بأستعمالھ طور ) 13.637(ان زمن احتجاز حامض الكوجیك

.                   )1:99(والمیثانول بنسبة ) KH2PO4(متحرك مكون من فوسفات البوتاسیوم ثنائیة الھیدروجین 
أثر زمن الاحتجاز بعاملین الاول ھو المسافة التي یقطعھا النموذج خلال مادة العمود والثاني ھو السرعة التي ویت

,Rossomando(یتمكن بھا النموذج من قطع المسافة  1987( .

.لحامض الكوجیك القیاسيHPLCكروموتوغرافیا السائل عالي الكفاءة :)3(شكل 

.A لحامض الكوجیك من العزلة الفطریة المحلیة HPLCسائل عالي الكفاءة كروموتوغرافیا ال:)4(شكل  flavus WJF81

.A لحامض الكوجیك المنتج من العزلة المحلیةتحدید السمیة الخلویة  flavus WJF81وتأثیرھا على صحة المستھلك:
.A المحلیة نتج من العزلة الخلویة لحامض الكوجیك المنتائج اختبار فحص السمیة ) 5الشكل، (بینی flavus
WJF81تحتوي على حامض بأستخدام تراكیز مختلفة من حامض الكوجیك قید الدراسة مقارنة مع العینة الضابطة التي لا

فة ولكاوعدم ظھور اي تحلل لكریات الدم الانسان عدم وجود ترسبات في المحلول الملحي لال الكوجیك، اذ وجد من خ
دقیقة مما یدل على انھا لا تمتلك خواص سمیة تعمل على تحلل )60، 30، 10(الاختبار البالغةرة، خلال مددالتراكیز المختب
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بأن والتي تبین العدید من الدراسات والذي یتفق مع وترسب كریات الدم وبذلك فأنھ لا وجود لأي اثار جانبیة عند استھلاكھا
یس وسیط في تركیب السموم الفطریة حیث ان حامض الكوجیك والسموم حامض الكوجیك لیس احد السموم الفطریة، وانھ ل

Basappaالفطریة تتبع مسارات مختلفة et al., ، وممكن استخدامھ كمادة مضافة للغذاء حیث لا یشكل اي خطر )(1970
Nohynek)على صحة المستھلك  et al., 2004).

.A من العزلة الفطریة المحلیة اختبار فحص السمیة الخلویة لحامض الكوجیك :)5(شكل  flavus WJF81على دم الانسان.

:CONCLUSIONSالاستنتاجات 
.A الفطریة المحلیة الحصول على حامض الكوجیك من العزلة تم flavus WJF81 ابریة طویلة بلوراتبشكل

وبلغ تركیب الحامض HPLCتقنیة بخصوشُ ،م)152.9-153.5(نقطة انصھار تنحصر بین ولھ ،موشوریة، مائلة للصفرة
) 7.054(لتر وبلغ زمن احتجاز حامض الكوجیك من العزلة الفطریة المحلیة المختبرة /غم) 24.73(في الوسط الانتاجي 

وبعد الفحص عن سمیة الحامض تبین دقیقة، ) 7.534(دقیقة وھو مقارب لزمن احتجاز المركب القیاسي لحامض الكوجیك 
.ppm)100-500(م الفطریة عند استخدامھ ضمن التراكیزلا یعد من السموانھ 
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