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 هایروشحساسیت های بروموکروزول گرین، تیتراسیون معکوس، واگنر و مایر روشمقایسه 

 سینا پلاتنسیرولیآلکالوئید در اسپ یابیرد یمختلف برا

 

 چکیده

ترکیبات زیست  نیزیستی متنوع هستند. از ب یهاهای ثانویه با فعالیتاز منابع ارزشمند متابولیت هاجلبک یزر 

 اند.توجه زیادی را به خود جلب کرده فردمنحصربهفعال مختلف، آلکالوئیدها به دلیل داشتن خواص دارویی 

هدف از این مطالعه، مقایسه  وجود دارد. یعید در منابع طبیالوئکحضور آل یجهت بررس یمختلف هایروش

 هابکجل یزرهای مایر و واگنر با روش بروموکروزول گرین جهت ردیابی اولیه آلکالوئیدها در حساسیت روش

. گردید هیه کیجلب یزرمدل  عنوانبه عصاره متانولی اسپیرولینا پلاتنسیس 7931در سال  ،ن منظوریا یبرابود. 

در  هادیالوئکبروموکروزول گرین، حضور آل یروش رنگ سنجو  (گنرامایر و و)استاندارد دو روش  با استفاده از

د. محتوای ش برای تأیید حضور آلکالوئیدها اجرا نازکیهلاکروماتوگرافی سپس . شد یبررس جلبک یزرن یا

ارزیابی عصاره متانولی  ییجهنت گیری شد.باز اندازه -تراسیون اسیدده از روش تیابا استفز ینآلکالوئید کل 

روموکروزول اما روش ب ؛منفی بود ،های استاندارداسپیرولینا پلاتنسیس برای حضور آلکالوئیدها توسط معرف

 آمدهدستهب میزان آلکالوئید کل را نشان داد. جلبک یزرحضور آلکالوئید در  نازکیهلاگرین و کروماتوگرافی 

که در  محاسبه شد جلبک گرم به ازای هر گرم وزن خشک ریزمیلی 4/77 باز، -از روش تیتراسیون اسید

 .نداشتوجود  دارییمعنتفاوت  >P 50/5از روش بروموکروزول گرین در سطح  آمدهدستبهمقایسه با مقدار 

 یمتقرانگزات یاز به تجهیعدم ن، یسادگبه دلیل  روش بروموکروزول گرینه کن مطالعه نشان داد یا درمجموع

 .است هاجلبک یزر تودهیستزحضور آلکالوئیدها در تعیین برای  یبهترروش بالا، حساسیت  خصوصبهو 

 

 .مایر، واگنر، بروموکروزول گرین، هیت ثانویمتابول، جلبک یزر :کلیدی گانواژ

 

 

 

 مقدمه

 و هاینها، اسیدهای چرب، ویتامتجاری شدن مانند پروتئین یتباقابلمنابع طبیعی جهت تولید محصولاتی  ینترباارزشیکی از  هاجلبک یزر

علاوه بر تولیدات اصلی خود توانایی  فتوسنتز کنندهاین موجودات . (Caicedo et al., 2012; Batista et al., 2013) هستند هادانهرنگ

 Cuellar-Bermudez)دارند و... را  هاها، استوژنینفلاونوئیدها، تاننهای ثانویه همچون آلکالوئیدها، ترپنوئیدها، ع زیادی از متابولیتاتولید انو

et al., 2015; Morais et al., 2015; Shanab et al., 2012). 

توجه زیادی  فردمنحصربهبه دلیل داشتن خواص دارویی  خصوصبهها، آلکالوئیدها در ریزجلبک شدهییشناساهای ثانویه مختلف از میان متابولیت 

های نبع، پاسخم بر اساسپایین هستند که  یمولکولدار با وزن اند. آلکالوئیدها گروه متنوعی از ترکیبات پیچیده نیتروژنرا به خود جلب نموده

ی هامتابولیت نوانعبهآلکالوئیدهای دارای حلقه هتروسیکلیک . (Pelletier, 1991) شوندمی یبندطبقههای بیوسنتزی فیزیولوژیکی و پیش ماده
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. بسیاری از آلکالوئیدها علاوه بر نقش زیستی، دارای دارندعهدهرا به  زایماریبثانویه نقش دفاعی در حفاظت از گیاهان در برابر آفات و عوامل 

 ینسی مالاریا( و کولش ضد) ینینکوئ(، ضدسرفه) ینکودئضد درد(، ) ینمورف. هستندخواص دارویی بوده و از ارزش اقتصادی بسیاری برخوردار 

 (.Zdařilová et al., 2006) هایی از داروهای با ساختار آلکالوئید هستند( نمونهضد نقرس)

 ود داردهای ثانویه وجمنابع اصلی این متابولیت عنوانبهزیادی در ارتباط با استخراج و شناسایی آلکالوئیدها از گیاهان مختلف  یهاگزارش 

(Macabeo et al., 2005; Jenkins et al., 1996; Yuan et al., 2008; Wei et al., 2005; Dragull et al., 2003.) ن یاز ب

از آن  یبه موارد توانیمه کدارند  یعیوس کید پزشراربکن یوپولامکن و اسیامیوسین، هیمانند آتروپ یتروپان یدهایالوئکمختلف، آل یدهایالوئکآل

د معده یاهش ترشح عرق و اسکنسون و کیپار یماریب علائماهش ک، یبات فسفره آلکیاز تر یصاف ناش هاییچهماه یردن سستک یر خنثینظ

 هاییشهر شتک، یاهیشت سلول و بافت گکهمچون  ینینو یهاروشامروزه با استفاده از  ییدارو یادهیالوئکآلن یا ید صنعتیرد. تولکاشاره 

 یهاروشدها با یوئالکد آلیبازده تول درمجموع یول شودیمتورها انجام کراویب یریکارگبهو  یکمتابول ی، مهندسیکیسو ماتون یداسیبریهن، ییمو

 (.7911اران، ک)دهقان و همدارد  یه اقتصادیتوج باارزش یلیخهای تیکمتابوم است و فقط در مورد کار یور بسکمذ

منابع مهم تولید محصولات دارویی، غذایی، آرایشی، بهداشتی، صنعتی و سوختی توجه  عنوانبهفتوسنتتیک  یهاجلبک یزراخیراً ه کنیرغم ایعل

شتن سبز اصولاً به دلیل دا یهاجلبک یزر است. شدهانجام، مطالعات کمی هاآندها از یالوئکد آلی، اما در خصوص تولاندزیادی را به خود جلب نموده

یت، برخی برند. بر اساس این واقعهای محیطی به کار میلکولی مشابهی را جهت مقابله با استرسوهای مقرابت تکاملی با گیاهان عالی، مکانیسم

 ,.Yu et al) شوندای در مقیاس وسیع کشت میهای ثانویه خاص، در شرایط استرسی ویژهو تجمع متابولیت های جلبکی اساساً جهت تولیدگونه

2015; Markou and Nerantzis, 2013.) 

های معرف یریکارگبه (7از  اندعبارتها ترین آنکه رایج است شدهگزارش هاآنمختلفی برای بررسی وجود آلکالوئیدها در منابع طبیعی  هایروش 

انواع مختلف کروماتوگرافی  (2 (Erlich) ارلیش و (Wagner) ، واگنر(Dragendorff) ، دراژندورف(Mayer) مانند مایراستاندارد شیمیایی 

( الکتروفورز 9 (Svendsen and Verpoorte, 1983) لا، کروماتوگرافی گازی و کروماتوگرافی مایع با کارایی بانازکیهلامانند کروماتوگرافی 

 ;Sreevidya and Mehrotra, 2003 ) قرمزمادون –ماوراءبنفش سنجییفط( 4و  (Chen et al., 2008) نازکیهلابر روی کاغذ یا 

Chan et al., 2007) ایشگاهیدر مقیاس کار آزمرا  ها، ردیابی و شناسایی اولیه آلکالوئیدها در آنهاجلبک یزرتوسط  یدشدهتولکم  تودهیستز اما 

تواند می هاکجلب یزربا حساسیت بالا برای بررسی حضور آلکالوئیدها در  حالیندرعو  ع، ارزانی، سرسازد، بنابراین معرفی روشی سادهمشکل می

 حائز اهمیت باشد.ار یبس

 یهاهم در آب یخوبتواند بهیممارپیچی است که ل کش یدارا و ی، چند سلولایآبی رشته-سبز جلبک یزریک  پلاتنسیساسپیرولینا  جلبک یزر

و از سوی سازمان غذا و داروی  شودیاستفاده محیوان  غذای انسان و یسازیغندر  وفوربه جلبک زیرن یاز اامروزه ند. کن رشد یریشور و هم ش

 این(. Kay and Barton, 1991; Narasimha et al., 1982; Maresca et al., 2013) است شدهیمعرف ضرریبغذای  عنوانبهآمریکا 

 سطح، C ویتامین یاستثنابهمهم  یهانیتامیو از ایگسترده طیف وخود  وزن خشکدرصد  15 تا 05 حدود در بالا پروتئین دارای جلبک زیر

 یهاتیمتابولوجود ن یهمچناست.  یمختلف مانند آهن و رو یو عناصر معدن لینولئیک اسید ژهیوبه، اسیدهای چرب ضروری کاروتن β از بالایی

 ,.Anbarasan et al) است شدهثابتنا یرولیدر اسپ ییو دارو یدانیاکسیآنتت یدها با خاصیو فلاونوئ یبات فنولکیتر ،دهایالوئکه همچون آلیثانو

2011.) 

های مایر و واگنر با روش تشکیل کمپلکس با های استفاده از معرفروش یتو حساساساس، هدف از مطالعه حاضر، مقایسه دقت  ینبر ا

 یزریک مدل  عنوانبهاسپیرولینا پلاتنسیس  جلبک یزربود. برای این منظور از  هاجلبک یزربروموکروزول گرین در شناسایی حضور آلکالوئید در 

 .استفاده شد یجلبک
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 هامواد و روش

های لازم جهت تهیه کلیه نمکدر پژوهشکده زیست فناوری سازمان پژوهش های علمی و صنعتی ایران شروع شد.  7931این تحقیق در بهار 

منبع  عنوانهب کربناتیبشامل سدیم  مورداستفاده ککشت زاروترکیب محیط  اسپیرولینا از شرکت مرک خریداری شد. جلبک یزرمحیط کشت 

 عناصر ضروری بود. عنوانبه سولفات فروس کلراید، کلسیم مس، مولیبدات، سولفات کربنی و ترکیباتی مانند سدیم

با  استریل لیتر محیط کشت زاروکمیلی 705لیتری حاوی میلی 205های اسپیرولینا به درون ارلن جلبک یزربود که ابتدا  صورتینبدروش کشت 

pH  ساعت  72فوتون بر مترمربع بر ثانیه با دوره نوری  مول یکروم 715روز در معرض شدت نوری  74به مدت  هاتلقیح شد. سپس ارلن 3برابر

افزایش  منظوربهمدت  ینازاپسقرار گرفتند.  C° 91ر با دمای یکدر ش ،لیتر در دقیقهمیلی 255ساعت تاریکی و شرایط هوادهی  72نور و 

در  (.Shanab et al., 2012) لیتری تلقیح شدند 205های لیتری و سپس حوضچه 25ها در ظرف پت ، محتوای ارلنیجلبک یزر تودهیستز

 است. شدهدادهمراحل مختلف کشت ریز جلبک اسپیرولینا پلاتنسیس نشان  7شکل 

 

 

 2۲ف پت وب( ظر لیتریمیلی 2۵۲های ارلن( الف در اسپیرولینا پلاتنسیس جلبک یزرمراحل مختلف کشت  :1شکل 

 .لیتری 2۵۲های ج( حوضچهو لیتری 

 

خشک  گرادیسانتدرجه  95در دمای  جلبک یزرعصاره متانولی یک گرم پودر این ابتدا  ،اسپیرولینا پلاتنسیس جلبک یزر استخراج آلکالوئید ازبرای 

کلرومتان افزوده شد. از دو فاز  لیتر دیمیلی 25و پس از عبور از صافی به آن  شدهحل درصد 0در اسیداستیک  شدهخشکشد. سپس عصاره 

(. سپس دوباره با افزودن pH = 75) ( با کمک سدیم بیکربنات قلیایی شدیفاز آب، فاز رویی )فاز آلی( کنار گذاشته شد و فاز زیرین )شدهیلتشک

 تفاده شدبعدی اس هاییشآزمافاز حاوی آلکالوئید در  عنوانبهفاز بالایی  شد کهول قلیای حاصل، دو فاز تشکیل مقداری دی کلرومتان به محل

(Hadi and Bremner, 2001.) 

 0/7گرم بروموکروزول گرین در میلی 1/13مولار،  7 × 75-4معرف بروموکروزول گرین با غلظت  یسازآمادهابتدا برای  روش بروموکروزول گرین:

 شدهخشکعصاره متانولی تغلیظ و  گرمیلیم یکسپس  لیتر رسانده شد. یکنرمال حل شد و با آب مقطر به حجم نهایی  2/5سود  لیتریلیم

چندین بار با کلروفرم  ییزدارنگبرای  آمدهدستبهنرمال حل و محلول حاصل صاف شد. محلول  2اسیدکلریدریک  لیتریلیم دواسپیرولینا در 

لیتر از معرف یک میلی ازآنپسبا افزودن مقداری سود خنثی شد.  ، محلول حاصلهشستشو داده شد و پس از حذف کامل رنگ از کلروفرم

 سسپ .کان داده شدت یخوببهکلروفرم به این محلول اضافه و  لیتریلیم 2بافر استات و  لیتریلیم 2 ،مولار 7 × 75-4 غلظتبروموکروزول گرین با 

کلروفرمی حاکی از تشکیل کمپلکس بین بروموکروزول گرین و  وجود رنگ زرد در فاز آلی .از هم جدا شوند اجازه داده شد تا دو فاز آبی و آلی

 .آلکالوئید موجود در نمونه است
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 ،گمایست کشراز  دهشیداریخر نید استاندارد آتروپیالوئکمختلف آل یهااستاندارد با استفاده از غلظت یز، منحنید نیالوئکآل یمکسنجش  منظوربه

 یترلیلیمن در آب مقطر تهیه شد و از هر رقت یک ی( از آتروپلیتریلیمروگرم در یکم 4/5 – 725) متوالی یهارقته ابتدا ک ترتیبینابهرسم شد. 

ها به لوله کروفرم لیترمیلی 4آخر  لیتر بافر استات و درمیلی 0لیتر از محلول بروموکروزول گرین، میلی یکجداگانه ریخته شد، سپس  هایلولهدر 

 موجطول( بخش کلروفرمی هر لوله در OD) نوریاجازه داده شد تا فاز کلروفرمی جدا شود. چگالی  ،هاد لولهیشد اضافه شد. پس از تکان دادن

 Ajanal et) از فرمول خط حاصل برای محاسبه آلکالوئید تام در اسپیرولینا استفاده شد ،منحنی استانداردنانومتر خوانده شد و پس از رسم  415

al., 2012; Gamooshi et al., 2008). 

درصد اضافه شد و برای حل شدن کامل عصاره در  2 یدکلریدریکاساسپیرولینا،  شدهخشکبه عصاره روش معرف مایر،  جهت انجام روش مایر:

و سپس چند قطره معرف مایر به محلول  شد محلول از کاغذ صافی عبور داده ،اسید، نمونه در حمام آب جوش قرار گرفت. بعد از سرد شدن

یه لازم به ذکر است که برای ته. استدهنده حضور آلکالوئید در نمونه نشان زردرنگاضافه شد. کدر شدن محلول یا تشکیل رسوب  شدهصاف

طور جداگانه حل شد. هب مقطر آب لیتریلیم 75در ز ین KIگرم  پنج آب مقطر حل شد. لیتریلیم 15در  2HgClگرم  901/7معرف مایر ابتدا 

 .(Bahatt and Dhyani, 2011) رسانده شد لیتریلیم 755مخلوط شده و حجم نهایی با آب مقطر به  باهم شدهآمادهدو محلول  یتدرنها

درصد و صاف کردن محلول  2اسپیرولینا در اسیدکلریدریک  شدهخشکپس از حل کردن عصاره جهت انجام روش معرف واگنر،  روش واگنر:

تهیه  رایب دهنده وجود آلکالوئید در نمونه است.ای نشانحاصل، چند قطره معرف واگنر به محلول اضافه شد، تشکیل رسوب قرمز مایل به قهوه

 Bahatt and) لیتر رسانده شدمیلی 755در مقداری آب مقطر حل شد و حجم نهایی با آب مقطر به  یمپتاس یدیدگرم  1 و ید گرم 2 ،گنرامعرف و

Dhyani, 2011). 

 یابیدرصد باز(، Accuracy(، صحت )Precision(، دقت )Linearityبودن ) یخط یارهاین معیین با تعیروزول گرکروش برومو یاعتبارسنج

(Recoveryو ) یساسح( تSensitivityانجام شد. برا )یار حد تشخیاز دو مع ،ت روشین حساسییتع ی( صLimit of Detection; LOD )

 (.Rangapriya, 2014( استفاده شد )Limit of Quantification; LOQن مقدار )ییتع و حد

فاز ثابت و از  عنوانبه ساخت شرکت مرک F254 نوع 15 ژل سیلیکا از صفحات نازکیهلابرای انجام کروماتوگرافی : نازکیهلاکروماتوگرافی 

از عصاره  یترل یکروم 0با  یگذارلکهاستفاده شد.  فاز متحرک عنوانبه( 0/79: 0/71: 755محلول اتیل استات، متانول و آب مقطر به نسبت )

یزجلبک ای حضور آلکالوئیدها در عصاره رو ظهور رنگ نارنجی مایل به قهوه دراژندورفمتانولی اسپیرولینا پلاتنسیس انجام شد. با پاشیدن معرف 

 (.Volk, 2008) شوداسپیرولینا تأیید می

ز روش تیتراسیون ا علاوه بر روش تشکیل کمپلکس با بروموکروزول گرین، برای تعیین میزان آلکالوئید تام موجود در عصاره متانولی اسپیرولینا

 استفاده شد. زین معکوس

لیتر کلروفرم حل شد. سپس به محلول میلی 2اسپیرولینا در گرم  یکاز  شدهاستخراجآلکالوئید ابتدا بدین ترتیب که  روش تیتراسیون معکوس:

ن معکوس نرمال اضافه شد. این محلول تا زمان حذف کامل کلروفرم، گرم شد. عمل تیتراسیو 52/5لیتر اسیدسولفوریک میلی 20 یجتدربهحاصل 

نرمال باقیمانده  52/5لیتر اسیدسولفوریک نشانگر انجام شد. هر میلی عنوانبهنرمال و متیل رد  52/5پس از سرد شدن محلول با استفاده از سود 

 (.Shanab et al., 2012) گرم آلکالوئید در نظر گرفته شدمیلی 11/0بعد از تیتراسیون کامل، معادل 

انجام شد  71نسخه  SPSSافزار آمده از روش بروموکروزول گرین و روش تیتراسیون معکوس با استفاده از نرمدستبه آماری نتایج وتحلیلیهتجز

 انجام شد. 50/5داری با سطح معنی t-test با آزمون آمده دستهای بهو مقایسه میانگین
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 نتایج

د از طریق روش بروموکروزول گرین و مشاهده رنگ زر یجلبک یزریک مدل  عنوانبهدر مطالعه حاضر وجود آلکالوئیدها در اسپیرولینا پلاتنسیس 

 کجلب یزرهای مایر و همچنین واگنر جهت تشخیص آلکالوئیدها در این نتیجه استفاده از معرف کهیدرحال(. 2 شکلدر فاز کلروفرمی تأیید شد )

 .منفی بود

 

 
نا با ایجاد رنگ زرد حاصل از تشکیل کمپلکس بین بروموکروزول یرولیتأیید حضور آلکالوئید در عصاره اسپ :2شکل 

 .گرین و آلکالوئید

 

 یزرشود، وجود آلکالوئید در این مشاهده می 9که در شکل  طورهمانبرای عصاره متانولی اسپیرولینا پلاتنسیس،  نازکیهلابا انجام کروماتوگرافی 

 ت.حضور آلکالوئید در اسپیرولینا اس دهندهنشانای پس از اسپری کردن معرف دراژندورف، تأیید شد. ظهور رنگ نارنجی متمایل به قهوه جلبک

 آمد. به دست شدهمشاهده( نیز برای سه لکه مجزای 10/5و  90/5، 71/5متفاوت ) fR مقادیر
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 .عصاره متانولی اسپیرولینا پلاتنسیس نازکیهلاکروماتوگرافی با : 3شکل 

 

 1/7در حد  جلبک یزراسپیرولینا پلاتنسیس با روش تیتراسیون معکوس نشان داد که محتوای آلکالوئید این  جلبک یزرسنجش مقدار آلکالوئید تام 

 تودهیستز هر گرم یه به ازاکن، نشان داد یروزول گرکگر سنجش مقدار آلکالوئید اسپیرولینا پلاتنسیس با روش برومویاست. از طرف د درصد

س وکون معیتراسیتوسط روش ت شدهیینتعه به مقدار کد وجود دارد یالوئکآل درصد 74/7 یگردعبارتبهگرم و یلیم 4/77، جلبک یزرن یا کخش

 است. یکار نزدیبس

ن وجود یروزول گرکس با بروموکمپلکآن در  ینور ین و چگالیآتروپر ین مقادیب یه رابطه خطکنشان داد استاندارد آتروپین  آلکالوئید رسم منحنی

 (.4ل ک)ش دارد
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 .ز آتروپینیآنال یبرا منحنی استاندارد: ۴ شکل

 

شد.  یریگبار اندازه 1 هرکداماستاندارد،  ین منحنییحد بالا، وسط و پا یرندهدربرگنمونه در سه مقدار  9 نوریدقت روش، جذب  یبررس منظوربه

 گزارش شد. 7در جدول  ین بررسیج ای( محاسبه شد. نتاRSD%) ی( و درصد انحراف استاندارد نسبSD)انحراف استاندارد 

 

انحراف استاندارد و درصد انحراف استاندارد نسبی   یریگاندازهبروموکروزل گرین با   مطالعه دقت روش :1جدول 

 حاوی آلکالوئید. یهانمونهجذب نوری 

 1OD 2OD 3OD 4OD 5OD 6OD Average SD %RSD لیتر(یلیممیکروگرم/) آتروپین

4/5 511/5 510/5 511/5 514/5 510/5 513/5 511/5 5573/5 055/2 

45 75/5 770/5 75/5 75/5 750/5 77/5 771/5 5547/5 054/9 

725 73/5 71/5 71/5 73/5 71/5 25/5 711/5 5515/5 957/4 

 

ج حاصله در ین درصد خطا محاسبه شد و نتاییتع صورتبه، یر واقعید با مقادیالوئکمقدار آل یبرا آمدهدستبهج ینتا یکینزد یعنیصحت روش 

 گزارش شد. 2جدول 

 

 با تعیین درصد خطا. آلکالوئید یریگاندازهدر بروموکروزول گرین   صحت روش: 2جدول 

 12۲ 0۲ ۴۲ 2۲ ۴ ۴/۲ (لیتریلیممیکروگرم/) آتروپین

 -15/2 921/5 -9/7 1/9 -1/5 -0/7 درصد خطا
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از نمونه انجام شد.  ید استاندارد به سطوح مختلفیالوئکاز آل یر مشخصین با افزودن مقادیروزول گرکد با روش برومویالوئکآل یابیزان بازیم یبررس

 حدودهمن در ید استاندارد آتروپیالوئکآل یابیباززان یج نشان داد در تمام موارد میه نتاک طورهماناست.  شدهگزارش 9در جدول  ین بررسیج اینتا

 بود.درصد  755 ± 0%

 

 بروموکروزول گرین. روش ییکارا درغلظت آتروپین  راتییتغ یرتأث: 3جدول 

 

 یاستفاده شد. با استفاده از منحن( LOQ)ن مقدار ییو حد تع (LOD)ص یار حد تشخین از دو معیروزول گرکبروموت روش ین حساسییتع یبرا

ب یبه ترت LOQو  LOD ریآورده شده است، مقاد 4ات آن در جدول یه جزئکتر یلیلیروگرم در میکم 45-0/5استاندارد مربوط به محدوده غلظت 

 ن شد.ییتر تعیلیلیروگرم در میکم 23/22و  13/1

 

 .LOQو  LODن یین جهت تعیاستاندارد آتروپ یمشخصات منحن: ۴جدول 

 (لیتریلیمن )میکروگرم/یآتروپ بیش interceptSD Intercept slopeSD (2R) یب همبستگیضر

3351/5 57254/5 5157/5 5521/5 5504/5 45-0/5 

Intercept مبدأ: عرض از،tintercepSD  مبدأ: انحراف استاندارد عرض از، slopeSD خطیبش: انحراف استاندارد 

 

 گیرییجهنتو  بحث

ها رفشوند، اما این معهای بررسی حضور آلکالوئیدها در گیاهان محسوب میترین روشرایج عنوانبههای استاندارد مایر و واگنر استفاده از معرف

الوئیدها به تر آلکبنابراین برای سنجش مقادیر جزئی ؛تر آلکالوئیدها مناسب هستندگرم و بیشفقط برای سنجش مقادیری در حد چند میلی

 کهیدرحال یستندنمایر و واگنر قادر به ردیابی حضور آلکالوئید در اسپیرولینا  یهامعرف نشان داد. این مطالعه است تر نیازشیهایی با حساسیت بروش

نیز آن را  کنازیهلاتیتراسیون معکوس و کروماتوگرافی  یهاروشو  شودیمگرین وجود آلکالوئید در این ریزجلبک ثابت بروموکروزول با روش 

 .کنندیم ییدتأ

توانند در آلکالوئیدها به دلیل داشتن خاصیت قلیایی میو  های عمومی برای شناسایی آلکالوئیدها هستندمعرف درواقع های مایر و واگنرمعرف 

ها در محیط اسیدی، نمک تشکیل دهند. نمک حاصله منجر به کدر شدن یا تغییر رنگ نمونه خواهد شد ولی در صورت وجود حضور این معرف

درصد انحراف 

 یاستاندارد نسب
 انحراف استاندارد

 ن در صدیانگیم

 یابیباز

در صد 

 یابیباز

ه شد یابین بازیآتروپ

 روگرم(یک)م

 شدهاضافهن یآتروپ

 روگرم(یک)م

1172/4 
171152/4 

   
11/31 

31 41/5 05/5 

754 02/5 05/5 

31 41/5 05/5 

4111/7 919414/7 12/33 

90/757 21/25 25 

90/33 11/73 25 

40/31 13/73 25 

7053/4 339435/4 41/31 

14/31 97/11 15 

90/759 11/12 15 

39/30 14/11 15 
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س با برعکس در روش تشکیل کمپلک نباشد. مشاهدهقابلمقادیر کم آلکالوئید در نمونه ممکن است تشکیل رسوب و یا تغییر رنگ نمونه 

ل جفت کیشت اساس روش بروموکروزول گرین بر .است یابیردقابلیکروگرم نیز چند مبروموکروزول گرین، حضور مقادیر خیلی کم آلکالوئید در حد 

س کمپلکاست.  استوار یدساختار آلکالوئتروژن با بار مثبت موجود در یون درآمده و نیل آنکبه ش یدیط اسیه در محکن یروزول گرکمون برویون بی

 Li et al., 2015; Sasikala and) است استخراجقابلامل ک طوربهلروفرم ک خصوصبه یآل هایحلال یتوسط برخنیز حاصله  زردرنگ

Sundaraganapathy, 2017.) 

در مورد حضور آلکالوئیدها اما . (Alassali et al., 2016) است دریایی هایزجلبکیر در آلکالوئیدها حضور از حاکی های موجودگزارش از بسیاری

فعال  ای که بر روی ترکیبات زیستمقایسه مطالعههای متفاوتی وجود دارد. آگوستینی و همکارانش در یک در اسپیرولینا پلاتنسیس، گزارش

 ,.Agustini et al)اسپیرولینا انجام دادند، عدم حضور آلکالوئیدها را در این ریز جلبک گزارش کردند  شدهخشکاز نمونه تازه و  شدهاستخراج

شد  أییدته بر روی اسپیرولینا پلاتنسیس انجام شد، حضور مقادیر کمی از آلکالوئید در این ریز جلبک ک یگریدر تحقیق د کهیدرحال .(2015

(Sudha et al., 2011) .ین گزارش بنابرا ؛بود شدهاستفاده، از معرف مایر جهت شناسایی آلکالوئید الذکرفوقاست که در هر دو پژوهش  توجهقابل

ا استفاده از معرف ما نیز ب هاییشآزماباشد. چنانچه نتایج  مورداستفادهتواند به دلیل حساسیت پایین روش آن می عدم حضور آلکالوئید یا مقادیر کم

دهنده حضور آلکالوئید نشان برعکسروش تشکیل کمپلکس با بروموکروزول گرین  کهیدرحالنا، منفی بود یرولیمایر در مورد حضور آلکالوئید در اسپ

نتایج این بررسی  د.ش ینیز بررس نازکیهلاد با کروماتوگرافی یالوئک، حضور آلآمدهدستبهجه ینان از نتیاطم ین برایبنابرا ؛بود جلبک یزردر این 

 جلبک زیرتواند بیانگر وجود انواع متعددی از آلکالوئید با ساختار متفاوت در این یمبود که  متفاوت fRهای متعدد با مقادیر وجود لکه دهندهنشان

 و توسط کانان شدهانجامدر پژوهش  .(Volk, 2008; Polak and Rompała, 2007) ها در این مطالعه تعیین نشدگرچه نوع آن باشد

 fRرا نشان داد که با یکی از  90/5معادل  fR عصاره الکلی اسپیرولینا پلاتنسیس، وجود یک لکه با نازکیهلاکروماتوگرافی  نتیجهنیز  همکارانش

ها به اسپیرولینا و نوع آن جلبک یزروجود آلکالوئیدهای مختلف در  .(Kannan et al., 2014)درآزمایشات ما مطابقت دارد  آمدهدستبههای 

 .(Chandrabhan et al., 2012)بستگی دارد  جلبک یزر تودهیستزشرایط محیط کشت، شرایط رشد و نیز زمان برداشت 

با  شدهیینتعزان آلکالوئید تام یم کهیدرحالبه دست آمد، درصد  7اسپیرولینا پلاتنسیس در حدود  جلبک یزردر مطالعه حاضر مقدار آلکالوئید تام 

د یالوئکمقدار آل .(Shanab et al., 2012)است  شدهگزارش درصد 11/5گرم اسپیرولینا پلاتنسیس،  یکحاصل از  ین روش در عصاره آبیهم

 رائول و همکارانش با بررسی ترکیبات زیست فعال در جلبک سبز باشد. یریگن است مربوط به نوع عصارهکتوسط ما مم شدهمشاهدهتر شیب

اند تر آلکالوئیدها در عصاره الکلی جلبک را نسبت به عصاره آبی آن تأیید کردهحضور مقادیر بیش (Caulerpa Racemosa)ائولرپا راسموسا ک

(Rahul et al., 2014). 

ن یروزول گرکموت روش برویاما مزبه حضور آلکالوئید در اسپیرولینا پی برد  توانیمگرچه نتایج ما نشان داد که با روش تیتراسیون معکوس نیز 

 یزرگرم  57/5ه از کگرم یلیم یکدر حد  شدهخشکم عصاره ک یلیر خیه با استفاده از مقادکن است یوس در اکون معیتراسیسه با روش تیدر مقا

 .ردکن ییرا تع نمونهد موجود در یالوئکتوان مقدار آلیم ،ساعت یکتر در حدود مک یلیو با صرف زمان خ آمدهدستبه جلبک

ژه و یزات ویها و تجهاز به دستگاهیه نک (HPLC) بالا ییارآکبا  یروماتوگرافکروش  سه باین در مقایروزول گرکگر روش برومویاز طرف د 

 .(,.Ingle et al 2017) تر استتر و ارزانسادهار یبسدارد،  یمتقگران

و  یوردبررسمدر این مطالعه، اعتبارسنجی روش بروموکروزول گرین نیز با تعیین معیارهای خطی بودن، دقت، صحت، درصد بازیابی و حساسیت 

تواند ین روش میه اک داد( نشان 2R=  3320/5) خط یبالا یهمبستگب یضرآتروپین و  برحسبمنحنی استاندارد رسم شده قرار گرفت.  ییدتأ

( RSD%) ی( و درصد انحراف استاندارد نسبSDمحاسبه انحراف استاندارد ) نا ارزشمند باشد.یرولیاسپ کز جلبیدها در ریالوئکسنجش آل یبرا

مقدار جذب  یریگاندازه ینهمچن ن روش است.یانگر دقت ایه بکست درصد ا 0تر از مکدر تمام موارد،  یه انحراف استاندارد نسبکدهد ینشان م
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( با تریلیلیگرم بر میلیم 75نا )یرولیاسپ یاز عصاره متانول یثابت و مشخص غلظتموجود در  یدهایالوئکن آلیب شدهیلتشکس کمپلک ینور

 .بوددهنده دقت روش فوق (، نشان511/2رات مربوطه )ییب تغیبودن ضر درصد 0 تر ازمکل یرار انجام شد به دلکت 1ه در کن یروزول گرکبرومو

تر( در یلیلیروگرم بر میکم 25ن )یاز آتروپ ین با غلظت ثابتیروزول گرکس بروموکمپلک یزان جذب نوریز میروش ن یریرارپذکت یبررس یبرا

 0تر از مک یو درصد انحراف استاندارد نسب 375/5 برابرمقدار انحراف استاندارد . شد یریگاندازه ،ش جداگانهیآزماپنج ساعت، در  2 یفواصل زمان

 یلیکه در تمام موارد خ شدهمحاسبه خطایبا توجه به مقدار درصد  .بودن روش یا یریرارپذکدهنده تنشان شد کهدرصد  211/9 با برابرو  درصد

 ش فوق مورد تأیید است.یدهد صحت روش آزمابود نشان می %0تر از مک

نیز هست بدین ترتیب که گرچه در این روش فقط آلکالوئیدها و نه  هایییتمحدودالبته لازم به ذکر است که روش بروموکروزول گرین دارای 

ژن برای سنجش آن دسته از آلکالوئیدهای که دارای اتم نیترو توانفقط می از آن کنند، ولیبروموکروزول گرین واکنش می بارنگسایر ترکیبات، 

نیستند  یبررسقابلآمیدی و آمینی وجود دارد با این روش  هایحلقه هتروسیکل هستند، استفاده کرد و آلکالوئیدهای که نیتروژن در گروهدر 

(Amanlou et al., 2007; Sakai et al., 1991.) 

 جلبک یزررا در  روگرمیکدر حد م دتر آلکالوئیگرین قابلیت ردیابی حضور مقادیر جزئی که روش بروموکروزولنشان داد  ن مطالعهیج اینتا درمجموع

 بسیار کم هاجلبک یزر در شدهانجام مطالعات تعداد اما است، قرارگرفته موردمطالعه گیاهان در گسترده طوربه آلکالوئیدها شیمی نا دارد.یرولیاسپ

ها با حساسیت بالا، جهت بررسی اولیه حضور آلکالوئید خصوصبهو  روشی ساده، سریع عنوانبهبروموکروزول گرین روش  ین معرفیبنابرا ؛است

واند حائز تیم اندکردهرا به خود جلب  یادیست فعال توجه زیبات زکید تریو بالقوه تول یعیطب یهاارخانهکعنوان امروزه به ها کهریز جلبکدر 

، این تودهیستزدر شرایط مختلف محیطی و همچنین تولید مقادیر بالای  هاآنو امکان رشد  هاجلبک یزربا توجه به تنوع بالای  ت باشد.یاهم

سه با گیاهان در مقای منابعی جهت استخراج آلکالوئیدها معرفی شوند. عنوانبه توانندیمبوده و  صرفهبهمقروناقتصادی  ازلحاظ هایکروارگانیسمم

 دستییینپا از طریق فرآیندهای یماً مستق تواندیمجلبکی  تودهیستزاز  یترزرگبعالی که حاوی مقادیر زیادی سلولز و همی سلولز هستند، بخش 

ها ت آندارای فتوسنتز و سرعت رشد بیشتر بوده و کش هاجلبکتبدیل شود. علاوه بر آن ریز  باارزشبه سوخت زیستی یا سایر محصولات زیستی 

توجه  با .ینبنابرا .گیردینمبر رشد گیاه قرار  مؤثرهمچون شرایط خاک، تخریب زیستگاه گیاه و سایر فاکتورهای  محیطییستزمسائل  یرتأثتحت 

ها ازلحاظ توده، این میکروارگانیسمها در شرایط مختلف محیطی و همچنین تولید مقادیر بالای زیستو امکان رشد آن هاجلبک یزربه تنوع بالای 

 عنوان منابعی جهت استخراج آلکالوئیدها معرفی شوند.توانند بهه بوده و میصرفبهاقتصادی مقرون
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