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چکیده
نقش مهمی را در موجود در تالابهاAnabaenaهاي رشته اي هتروسیست دار جنس سیانوباکتري
در فصول گرم سال شکوفایی یا بلوم این سیانوباکتري ها . کنندایفا میهاي آبی بوم سامانهتولیدات اولیه

آنها همچنین منبع مهمی از عوامل . اتفاق می افتد)eutrophication(ن در آبهایی با مواد غذایی فراوا
از تالاب هاي استان آنابناجنس در این پژوهش نمونه هاي  . سوخت و سازي ثانویه را تولید می کنند

در آغاز بر . استفاده از کلید شناسایی معتبر انجام شدشناسایی با. گیلان جداسازي و خالص سازي شد
اتاقک در روز 21زمانی ي پس از کشت در بازه آنابنارشد سیانوباکتري رش سلولی، منحنی اساس شما

12ساعت روشنایی و 12درجه سلسیوس، فتوپریود 26±2با دماي آزمایشگاهی رشد و در شرایط 
. میکرومول فوتون بر مترمربع بر ثانیه و در شرایط هوادهی رسم شد60ساعت تاریکی وشدت نوري 

و سنجش رنگیزه هاي فیکوبیلی پروتئینی به چینیوآمریکایییزه هاي کلروفیلی به دو روش سنجش رنگ
آزمون هاي فیتوشیمی جهت حضور آلکالوئید، تانن، فلاونوئید و ساپونین در . روش سیجلمن انجام شد

سنجش مقادیر رنگیزه هاي بر اساس نتایج حاصل از . انجام شدعصاره متانولی سیانوباکتري آنابنا
، در عین حال وجود نداردمورد استفاده در این پژوهش اختلاف معنی داري بین دو روش،کلروفیلی

انجام سنجش در مدت زمان و ارزان بودن حلال اتانولی و همچنینغیرسمی به واسطه چینیروش 
بر اساس نتایج وجود مقادیر قابل توجهی رنگیزه . به روش آمریکایی ترجیح داده می شودکمتر 

فیکوبیلی پروتئین ها به دلیل رنگ . ی در سیانوباکتر جنس آنابنا نشان داده شدفیکوبیلی پروتئینیها
منحصر به فرد و خواص آنتی اکسیدانی شان، کاربردهاي گسترده اي در زمینه هاي پزشکی و درمانی 

سیانوباکتري کسب کرده اند؛ همچنین آلکالوئید و ساپونین به عنوان مهم ترین ترکیب فعال زیستی در 
.بومی جداسازي شده از تالابهاي استان گیلان نشان داده شد
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:مقدمه
آبی نیز معروف بودند، یوباکتریهاي گـرم منفـی   -جلبک هاي سبزسیانوباکتري ها که پیشتربه گروه 

ــه  ــتند کـ ــه  هسـ ــان بـ ــاملی شـ ــه تکـ ــردد  5/3تاریخچـ ــی گـ ــر مـ ــل بـ ــال قبـ ــون سـ بیلیـ
(Thajuddin and Subramanian, آنها در محـیط هـاي مختلـف خـاکی،آبی و دریـایی      . (2005

ــه   ــوع وســیع گون ــه واســطه تن ــدو ب ــده ان ــوان نشــا پراکن ــه عن نگرهاي زیســتی اي و رویشــگاهی ب
)Biomonitoring (فتوتروف بودن و عدم نیاز به مواد آلی در . زیستگاههاي آبی محسوب می شوند

کشت سیانوباکتري ها از نظر زیست فناوري یک مزیت اقتصادي محسوب می شود که آنها را نسبت 
ویـژه  به دیگر موجودات ذره بینی برتري می بخشد و از طرفی داشتن مسـیرهاي سـوخت و سـازي    

امکان دستیابی به ترکیبات جدید در این موجـودات ذره بینـی را بـا کاربردهـاي متنـوع در صـنایع       
دارویی، پژوهش هـاي علمـی، تولیـد مـواد غـذایی بـراي انسـان و دام و آبزیـان قـوت مـی بخشـد           

( Victory, 2008).
تولید سم، تغییر . دنشوسیانوباکتري ها اغلب در آبهاي آلوده و غنی از ازت و فسفر نیز یافت می
دو گروه اصلی از سیانو . رنگ و مزه آب از اختلالاتی است که بلوم سیانوباکتري ها به همراه دارند

توکسین ها شامل نوروتوکسین هاي آلکالوئیدي و هپاتوکسین هاي پپتیدي وجود دارند
.(Patterson and Larsen, ت سطح به حجم، بلوم سیانوباکتري ها با توجه به ضریب نسب(1994

بیان دیگر، با افزایش فرایند فتوسنتز و در پی آن، به دلیل به. ثباتی در بوم سامانه شودموجب بی
شود که در مجموع جداي از هوازي فراهم میو تغییرات زیست فیزیکی، شرایط بیتودهتراکم زي

روي سایر موجودات زنده اثرات زیست شناختی فراوان داراي اثرات بازدارندگی متنوع و وسیعی بر 
,Evangelista)هستند 2007).

1در حدود aکلروفیل . دارندaهمه ي موجودات فتوسنتز کننده از جمله سیانوباکترها، کلروفیل 
سه شیوه براي سنجش رنگیزه . تونی را شامل می شودکدرصداز وزن خشک جلبک هاي پلان2تا

روش . 1سنجی و رنگ نگاري مایع با کارایی بالانورسنجی طیفی، پرتو: هاي کلروفیلی وجود دارد
نورسنجی طیفی یک روش ساده است که  فقط به شاهد و تجهیزات معمولی که در بیشتر 

نیازمند تجهیزات پرهزینه HPLCآزمایشگاهها یافت می شوند نیاز دارد اما دو روش پرتوسنجی و 
دو aی به ویژه کلروفیل روش شمارش سلولی و سنجش غلظت رنگیزه هاي کلروفیل. هستند

آنها همچنین شاخص هاي مهمی .پارامتري هستند که در ارزیابی میزان یوتروفیکاسیون نقش دارند
,Huang and Cong)در تعیین کیفیت آب محسوب می شوند 2007).

1.HPLC ,high performance liquid chromate
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با وجود مطالعات زیادي که در زمینه ترکیبات فعال زیستی سیانو باکتري ها در سطح بین الملل 
فته است، پژوهش هاي داخلی، سهم کمی از این مطالعات را درباره ي سیانوباکتري هاي صورت گر

در این راستا این پژوهش به مطالعه، برخی پارامترهاي . بومی جدا شده به خود اختصاص داده است
فیزیولوژیکی و فیتوشیمیایی، سیانوباکتریهاي جنس آنابنا جداسازي شده از تالابهاي استان گیلان 

.صاص یافتاخت

مواد وروش ها
:و خاص سازي جداسازي

تالاب هاي استان ازAnabaenaانواع نمونه هاي محیطی براي جداسازي سیانوباکتري جنس 
و با استفاده از محیط (Victory, 2008)عمل خالص سازي با روش پلیت آگار. گیلان برداشت شد

سیانوباکتریایی رشد یافته بر سطح پلیت با رشته هاي ). ١٣٨١، علوي(کشت زاندر منفی انجام شد
شناسایی با استفاده از میکروسکوپ نوري و کلید شناسایی . چندین بار کشت مجدد خالص شدند

Patrick)معتبرصورت پذیرفت and Shiha, 2012).
:شرایط کشت

ترکیب . کلیه مواد شیمیایی مورد استفاده در این مطالعه از درجه خلوص تحلیلی برخوردار بودند
FeCl3عناصرمحیط کشت مایع زاندر منفی جهت کشت سیانوباکتري آنابنااستفاده شده شامل  ;

NaCl ;Na2CO3; CaCO3; KH2PO4;MgSO4+7H2O ; HCl Na2EDTA ;
MnCl2+4H2O ; Na2CO3+9H2O ; H3BO3 ; CO(NO3)2+6H2O ; LiCl ; KBr ;
Al2(SO4)3+18H2O ; ZnSO4+7H2O ; CuSO4+5H2O ; KI(NH4)6

;MO7O27+4H2Oجهت حذف آلودگی هاي میکروبی و قارچی، محیط کشت مورد نظر . بود
15درجه سلسیوس به مدت 121اتمسفر، دماي 1نخست با استفاده ازدستگاه اتوکلاو در فشار 

پس از این مرحله، انتقال . دقیقه استریل شد30به مدت uvدقیقه و یا با استفاده از نور 
محیط کشت در شرایط میلی لیتر100میلی لیتري حاوي 250درون ارلن هاي سیانوباکتري به 

جهت رشد بهتر، ارلنها به اتاقک . پس از تلقیح، درب ارلن با پنبه مسدود شد. استریل انجام شد
میکرومول فوتون بر 60درجه سلسیوس و شدت نوري 26±2( کشت منتقل و در شرایط پایه 

میلی لیتر در 200ساعت تاریکی و با هوادهی 12ساعت نور و 12وري مترمربع بر ثانیه با دوره ن
گیري و شرایط رشد در ها به شکل پیوسته نمونهدر طول دوره رشد، از کشت.قرار گرفتند)دقیقه

لیتر از میلی1جهت نگهداري طولانی مدت،.قرار گرفتزیر میکروسکوپ مورد بررسی
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متیل لیتري، ديمیلی2دار هاي درپیچمایع در ویالباکتري در محیط سوسپانسیون سیانو
.درجه سلسیوس نگهداري شدند- 70اضافه شد و ویال ها در فریزر %10سولفوکساید

هاي فیزیولوژیکسنجش
شمارش سلولی 

روز در میان و بـا اسـتفاده از لام هموسـایتومتر    3روز هر 21شمارش تعداد سلول ها در بازه زمانی 
Schoenمطابق روش  به دلیل رشته اي بودن آنابنا نخست میـانگین تعـداد   . انجام گرفت(1988)

سپسدر تعداد رشته در میلی لیتر که با اسـتفاده از رابطـه   . رشته ي تصادفی گرفته شد20سلول از 
. زیر محاسبه می شود ضرب شد

ی لیترتعداد سلول ها درهر میل= مربع 5میانگین تعداد سلول در × 104× ضریب رقت 

aکلروفیل استخراج و سنجش رنگریزه

اسـاس دو روش متفـاوت چینـی    در دوره ي رشد آنابنـا ،بـر  aاستخراج و سنجش رنگریزه کلروفیل
)NMM(و آمریکایی)(USMصورت گرفتبه شرح زیرHuang and Cong, 2007).(

)آمریکایی(USMروش
سیانوباکترتوسط فیلتر فایبر استیک تغلیظ. شداستفادهدرصد 90در این روش از حلال استون 

انجام شد؛ سپستوده سیانوباکتریایی با پمپ خلأ میکرومتر و 8/0میلی متر و منافذ 50اسید با قطر 
درجه در 4ساعت در 2تخریب سلولی شد و به مدت هاونتوسط % 90میلی لیتر استن 3تا 2

مرکز گریز شدند g675دقیقه در دور 15در مرحله بعد عصاره ها به مدت . تاریکی قرار داده شد
سپس جذب در طول . رقیق شدنددرصد90میلی لیتر از حلال استن10با عصاره هاپس از آن 

میزان جذب در طول موج . از نکات مهم، رعایت موارد زیر است. موج هاي مورد نظر خوانده شد
همچنین . د گریز از مرکز ادامه یابدباشد در غیر این صورت بای005/0نانومتر نباید بیشتر از 750

باشد در غیر اینصورت عصاره باید رقیق تر 1/0- 1نانومتر باید بین 664مقدار جذب در طول موج 
مقدار کلروفیل برحسب .با فرمول زیر محاسبه شدaکلروفیل. شود یا از کووت بلندتري استفاده شود

روز هر  18در یک بازه زمانی aلروفیل سنجش ک. میکرو گرم در میلی لیتر در سلول محاسبه شد
.  سه روز در میان انجام شد
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VE :مقدار عصاره)ml(

Vs :مقدار سوسپانسیون سیانوباکتر که فیلتر شد)ml(

δ :طول قسمت نوري قاعده ي کووت)cm(

)چینی(NMMمتد جدید 
ي مورد استفاده مانند روش سنجش و فرمول ها. استفاده شددرصد90اتانول حلال از دراین روش 

گیري در این روش نیم ساعت و کوتاه تر از روش مدت زمان عصارهمتد آمریکایی بود با این تفاوت که
نین تفاوت در ضریب جذبی حلال هاي مورد استفاده که در باره ي استن مورد چقبلی است و هم

.هاي مربوطه در نظر شوداست که باید در سنجش% 87است درحالی که براي اتانول % 89استفاده،

VE :مقدار عصاره)ml(

Vs :مقدار سوسپانسیون سیانوباکتر که فیلتر شد)ml(

δ :طول قسمت نوري قاعده ي کووت)cm(

سنجش فیکوبیلی پروتئین ها
Hemlata)ها بر اساس روش سیجلمن انجـام شـد  سنجش فیکوبیلی پروتئین Tasneem Fatma, 2009).

3000دقیقـه در دور  10تـا  5ر از سوسپانسیون سیانوباکتریایی آنابنـا حـدود   نخست یک میلی لیت
) pH=7(در مرحله بعد، به آن بافر فسفات پتاسـیم . گریز از مرکز شدند و مایع رویی دور ریخته شد

اضافه شد و مخلوط چندین باردر شرایط تاریکی با ازت مایع شوك فریز و سپس ذوب گردیـد ایـن   
سـپس بـه   . کلیه رنگیزه ها خارج و رسوب سیانوباکتر بی رنگ شـود، ادامـه یافـت   عمل تا زمانی که 

از بـافر فسـفات   ) بلانـک (جهـت تهیـه شـاهد   . سانتریفیوژ انجام شد3000دقیقه در دور 10مدت 
قرائت شد و با توجـه  615و 652و 562جذب سوپر ناتانت در طول موج هاي . پتاسیم استفاده شد

؛ آلوفیکوسیانین PCفیکوسیانین(ش هر یک از بیلی پروتئین ها انجام شدبه فرمول هاي زیر سنج
APCو  فیکواریترینPE.(

PC= [A615 - (0/474×A652)]/5.34
APC= [A562-(0/208×A615)]/5.09
PE= A562-(2.41×PC)- (0/849×APC)/9.62
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فیتوشیمیایی مقدماتی هاي شجسن
:ناسایی آلکالوئیدهاش) 1

گیرنـد بـر پایـه داشـتن     ی که براي جدا کردن آلکالوئیدها مورد اسـتفاده قـرار مـی   روش هاي عموم
گـرم  5/0نخست . خاصیت قلیایی آنها و تشکیل نمک است که در واکنش با اسیدها تولید می کنند

نرمال روي بن ماري توسط میله بلوري 2میلی لیتر اسیدسولفوریک 15عصاره متانولی آنابنا  را در 
گرم کلرور سدیم به آن اضـافه و پـس از هـم زدن    5/0پس از سرد کردن محلول مقدار حل کرده و 

میلـی لیتـر   10رسوب روي صافی را با محلول اسید کلریدریک شسته تا حجم محلول به . صاف شد
در صـورت وجـود آلکالوئیـدها بـا     . لوله به طور مساوي انتقـال یافـت  3محلول صاف شده به . برسد

در ادامـه مـی تـوان از آزمـایش     . ایر رسوب سفید مایل به زرد ایجاد مـی شـود  افزودن چند قطره م
بدین منظور به یکی از لوله ها مقدار کـافی آمونیـاك غلـیظ اضـافه نمـوده تـا       . تأییدي استفاده کرد

محلول قلیایی شود و سپس محلول قلیایی را به آمپول دکانتاسیون کوچک منتقل کرده و آن را سه 
2میلی لیتر کلروفرم استخراج نموده سپس فاز کلروفرمی را تغلیظ کرده و بـه آن  20بار و هر بار با

نرمال  افزوده و بعد از کمی حرارت روي بن ماري به آن چنـد قطـره   2میلی لیتر اسید سولفوریک 
و (+++) ، تولیـد رسـوب  (++)، کدورت زیاد(+)معرف مایر اضافه نموده و نتیجه به صورت کدورت کم 

Tiwari)گزارش می شود(++++) سوب سنگینتولید ر et al., 2011)

شناسایی ساپونین) 2
گـرم  1/0بدین ترتیب که مقدار . براي اثبات وجود ساپونین ها از خاصیت کف زایی آن استفاده شد

10پودر سیانوباکتر مورد آزمایش داخل لوله تمیز و خشک افزوده شد و سـپس بـا افـزایش مقـدار     
حضـور سـاپونین فـراوان    . ثانیه به شدت تکان داده شد10ر به آن  لوله به مدت میلی لیتر آب مقط

دقیقـه  10سانتی متر روي محلول شد که حداقل بـراي مـدت   10-1موجب مشاهده کف به ارتفاع 
و به همـین صـورت   (++)  اگر کف مذکور نیم ساعت باقی بماند داراي ساپونین متوسط . پایدار است

Tiwari)خواهد بود(+++) اند مقدار ساپونین قوي اگر یک ساعت باقی بم et al., 2011).
شناسایی تانن ) 3
میلی لیتر آب مقطر جوشیده حل و با سرد 25گرم عصاره ي متانولی سیانوباکتر آنابنا را در 1/0

درصد کلرورسدیم به آن اضافه شد و به این وسیله 10قطره محلول 4تا 2شدن محلول ،  
را به 1لوله آزمایش ریخته، لوله 4محلول صاف شده را در . تانن رسوب می کنندترکیبات غیر 

در . قطره محلول یک درصد ژلاتین اضافه شد5تا 4مقدار 2عنوان شاهد انتخاب نموده و به لوله 
یک درصد ( قطره ژلاتین نمک دار 5تا 4در لوله دیگر . صورت وجود تانن رسوب مشاهده می شود
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. شودریخته در صورت وجود تانن رسوب مشاهده می) درصد نمک کلرورسدیم10علاوه ژلاتین به 
قطره محلول کلرور فریک افزوده شده که در صورت وجود تانن ایجاد رنگ 4تا 3به لوله چهارم 

Tiwari)آبی یا سبز در رسوب مشاهده می شود et al., 2011).
شناسایی فلاونوئیدها) 4

سپس گرما داده می شود؛ دقیقه 10و اضافه کرده سی سی متانول 20اکتر سیانوبپودر گرم 1به 
سی 2پس از انتقال به یک لوله آزمایش . تا تغلیظ شودمجدداگَرمادادهومی شودمحلول را صاف 

برداشته سر اسپاتول براده منیزم به اندازه ي و می شودسی اسید کلریدریک غلیظ به آن اضافه 
اضافه می آب بعد از سرد شدن به اندازه حجم داخل لولهافزوده می شود و آن هبه آرامی بشده و 
موید وجود شدن فاز الکلارغوانیصورتی تا الکل آمیلیک افزودهمی شود، به همان مقدار شود و

Tiwari)فلاونوئید است et al., 2011)

گیري و بحثنتیجه
بررسی منحنی رشد

انوباکتر هادر میکروفلور تالاب هاي استان گیلان و تشـکیل بلـوم در   با توجه به فراوانی و اهمیت سی
در ایـن  . برخی مناطق این تالاب ها، که منجر به بروز پیامد هاي ناهنجار اکوفیزیولوژیکی می شـود 

مشابه هر میکروارگانیسـم  . بررسی سیانوباکتري جنس آنابنا، بومی تالاب هاي گیلان جدا سازي شد
م بودن عوامل فیزیکی و مواد لازم براي رشد، سـیانوباکترها تکثیـر مـی شـوند و     دیگر به دنبال فراه

، منحنـی رشـد سـیانوباکتري    1شکل . پس از طی مراحل رشد، توده سلولی مناسب ایجاد می کنند
روز نشـان مـی   21آنابناي جدا شده از تالابهاي استان گیلان را بر اساس شمارش سـلولی در  طـی   

روز پـس از تلقـیح، تحـت شـرایط آزمایشـگاهی      3این منحنی رشدبه مـدت  بر اساس بررسی . دهد
موجود، این سیانوباکتر در فاز تاخیري رشد بسر می برد و از روز چهارم وارد مرحله رشد سریع شده 

. وارد فاز ایستایی رشد شده است16روز درو 
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شرایط پایه آزمایش داده ها روز در21منحنی رشد سیانوباکتري جنس آنابناي جداشده طی :1شکل 
.هستند) SE(خطاي معیار±میانگین سه تکرار 

. اسـت aها و رودها سنجش  محتواي کلروفیـل یکی از معیارهاي سنجش بیومس جلبکی در دریاچه
درصد وزن خشک سیانوباکترها را شامل می 2تا 1به عنوان یک رنگیزه غالب در حدود aکلروفیل 

,Elizabeth)شود همچنین محتواي این رنگیزه به عنوان ارتباط دهنده تجربی بین غلظت . (1997
در مخـازن و آبگیرهـا محسـوب مـی     ) تجمـع مـواد آلـی   (مواد غذایی یا پدیـده ي یوتروفیکاسـیون   

روز پس از تلقیح  نشـان مـی   21آنابناي جدا شده طی در را aروند تغییرات کلروفیل 2شکل .شود
,Hung and Cong(ي اتـانولی سـیانوباکتر آنابنـا طبـق روش     در این بررسی جذب عصاره .دهد

بر ایـن اسـاس رونـد تغییـرات     .خوانده شد750و 664، 630هر سه روز در طول موج هاي ) 2007
. مشابهی نسبت به منحنی روزانه رشد سلول ها نشان می دهد"الگوي تقریباaروزانه کلروفیل 

بر حسب میکروگرم بر میلی لیتر در سیانوباکتر آنابنا جداشده طی aروند روزانه تغییرات کلروفیل:2شکل 
.هستند) SE(خطاي معیار±داده ها میانگین سه تکرار .روز در شرایط پایه آزمایش 21



43بررسی برخی ویژگیهاي فیزیولوژیکی و فیتوشیمیایی سیانوباکتري: و همکارانسرمد

فیکوبیلی پروتئین هاوaسنجش بهینه کلروفیلبررسی 
رصد نشـان داد کـه   د90دو روش استخراجی با دو حلال استون و اتانولبا aسنجش بهینه کلروفیل 

شـکل  (در دو روش آمریکایی و چینی مشاهده نمـی شـود  aتفاوت معنی داري بین مقادیر کلروفیل 
اسـتفاده از  ( روش چینـی  در مقایسه بـا  )استفاده از حلال استنی( آمریکایی روش ، در حالی که )3

. زمان نیـاز دارد طولا نی تر ودر حدود دو ساعت براي استخراج و سنجش کلروفیل به) حلال اتانول
برتري دیگر اتانول غیر سمی بودن و امنیت بیشتر آن براي پژوهشگر و همچنین ارزان تر بـودن آن  

نمونه جلبک آب 12در 2006لین هونگ و هاي بینگ کونگ در سال -در آزمایشی که تینگ. است
فیلتـر فـایبر   با اسـتفاده از (، NMMبا سه روش aشیرین انجام دادند، استخراج وسنجش کلروفیل

، CHMو روش %) 90توسط فیلتـر واتمـن و اسـتن    (،USM، روش %) 90استیک اسید و اتانول 
آنهـا  .نتایج ما همسو با کار آنـان بـود   . مقایسه شدند%) 90توسط فیلتر فایبر استیک اسید و استن (

) آمریکـایی (USMبـه روش ) چینـی (NMMنشان دادند که میزان کلروفیل تعیین شده بـا روش  
USMاخـتلاف زیـادي بـا    CHMنزدیک است در حالی که میزان کلروفیل تعیـین شـده توسـط    

,Hung and Cong(داشت 2007(

سیانو باکتري آنابناي در aجش کلروفیلندر س)USM(و استنی)NMM(مقایسه دو روش اتانولی:3شکل
.هستند) SE(ارخطاي معی±داده ها میانگین سه تکرار .جدا شده از تالابهاي استان گیلان

)>0.01P(اختلاف غیر معنی دار بر اساس آزمون دانکن با حروف مشترك نشان داده شده است 
بیومس . سنجش فیکوبیلی پروتئین ها بر روي نمونه تازه و پودر شده ي سیانوباکتر آنابنا انجام شد

). 4شکل (ازه نشان داد خشک شده مقادیر بالاتري از فیکوبیلی پروتئین را در مقایسه با نمونه ي ت
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در در شرایط پایه آزمایش )(PEوفیکواریترین(APC) ,، آلوفیکوسیانین(PC)سنجش فیکوسیانین: 4شکل 
روز در شرایط پایه 21سیانو باکتري آنابناي جدا شده از تالابهاي استان گیلاندر سیانوباکتر آنابنا جداشده طی 

.هستند) SE(اي معیارخط±آزمایش داده ها میانگین سه تکرار 

هاي فیتوشیمیبررسی سنجش
ترکیبات فیتوشیمیایی از جمله ترکیبات خاص گیاهی اند که به عنوان حاصل هاي سوخت و سازي 

Oktay)کننـد ثانویـه عمـل مـی    et al., 2003 and Wangensteen et al., در آزمـایش  (2004
و ساپونین فراوان در عصاره متانولی سـیانو  فیتوشیمیایی مقدماتی در این تحقیق وجود آلکالوئید ها

نتـایج حاصـل از شناسـایی برخـی     ) 1جـدول  ( باکتر آنابناي بومی چداسازي شده نشـان داده شـد  
وجـود آلکالوئیـد و   .نشان داده شده است 1ترکیبات فتوشیمیایی در عصاره متانولی آنابنا در جدول 

.  بنا شناسایی شدساپونین به عنوان مواد موثره موجود در عصاره آنا

سیانو باکتري آنابناي جدا شده از تالابهاي استان گیلان در نتایج سنجش هاي فیتوشیمیایی مقدماتی :1جدول 
نتایجمشاهده مثبتمعرف به کار رفتهماده موثره موجود در عصاره

+++ایجاد کدورت و رسوبمایرآزمونآلکالوئید
+کف پایدارایجاد آزمون ایجاد کفساپونین 
-رنگ ارغوانیآزمون شینودهفلاونوئید
-ایجاد رنگ آبی یا سبز در رسوبآزمون کلرور فریکتانن 

طبق پژوهش هاي ایبانا و همکارانش آلکالوئیدها به عنوان مواد موثره موجود در سیانوباکترها، اثرات 
Ebana)مهار می کنندبازدارندگی بر برخی باکتري هاي پاتوژن دارند و رشد آنها را et al., 1991) .
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آنها همچنین داراي اثرات فیزیولوژي جالبی هستند از این رو در پزشکی و در داروسازي  مصرف 
وجود ترکیبات متنوع آلکالوئیدي در سیانوباکتر آنابنا در مطالعات مختلفی نشان داده .زیادي دارند

ترکیب از فراکسیون هاي حاصل 424حدود 2001شده است از آن جمله در مطالعه اي در  سال 
این ترکیبات ساختار لیپوپپتیدي داشتند وبقیه %  40از سیانوباکترهاي دریایی نشان داده شد که 

Burja)ترکیبات شامل آلکالوئیدها، اسید هاي آمینه، اسیدهاي چرب و  آمیدها بودند  et al.,
ز از ترکیبات دفاعی در برابر میکروب هاي از نظر زیست شناختی، ساپونین هاي گیاهی نی(2001

,Osbourn)پاتوژن و علفخواران محسوب می شوند ساپونین ها داراي خواص مفیدي نیز . (1996
از منابع داروهاي گیاهی حاوي GlycyrrhizaوPanaxبه عنوان مثال گیاهان. براي انسان هستند

,Shibata)می شوندساپونین و گلیسیریزین با اثرات دارویی متنوع محسوب  2000 & 2001) .

جمع بندي نهایی
گسترش مقاومت میکروبی، نیاز به تحقیقات دارویی را، براي جایگزینی داروهاي شیمیایی ضروري 

که از ارزنده ترین جایگزین ها، حاصل سوخت و ساز ثانویه آنتی بیوتیکی سیانوباکتري .کرده است
اکتر آنابنا بومی جداسازي شده  متشکل از مقادیر قابل مطالعات ما نشان داد که سیانوب. هاست 

از سوي .ملاحظه ترکیبات فیتوشیمیایی با ماهیت آلکالوئیدي و ساپونینی و آنتی اکسیدانی است
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که aدر استخراج کلروفیل . ت آزمایشگر را به خطر بیندازدتواند سلامیکی از این مواد است که می
. شاخص مهمی در سنجش بیومس سیانوباکتري هاست می توان حلال اتانول را جایگزین آن کرد

) چینی(NMMاتانول علاوه بر ایمن تر بودن ارزان تر است و زمان استخراج آن نیز در روش 
. است)آمریکایی(USMکمتراز روش 
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Abstract
Heterocystous filamentous cyanobacteria Anabaena sp. plays an important role in
primary production of aquatic ecosystems wetlands. In the summer cyanobacteria
bloom can occur in the nutrient rich waters (eutrophication). They also produced
animportant source of secondary metabolites. In this study Anabaena sp. from
Guilan wetlands were isolated and purified. Identification was carried out using
reliable identification. At first, growth curve of Anabaena sp. were measured in
three replicates for 20 days in growth chamber in terms of temperature, 24 ± 2 0C,
photo period 16 hours light and light intensity 60 µmol photon m-2S-1. In order to
measure chlorophyll pigments, two different methods were used: 1) 90℅ ethanol
(China method) and 2) 90℅ aceton (American method) and the phycobiliproteins
assay were performed based on Siegelman method. Phytochemical tests for the
presence of alkaloid, tannin, flavonoid and saponin in the ethanol extract were
used.Basedonthe results of measuring the amount of chlorophyll pigments, no
significant difference between the two methods. However China method due to
the non-toxic and inexpensive solvent and also measure timeless is preferred.
Based on results, the presence of significant amount of phycobiliprotein pigments
in cyanobacter were shown. Unique color and antioxidant properties of
phycobiliprotein pigments due to the wide applications in the fields of medicine
and health care. The alkaloids and saponins were shown as the major bioactive
compounds in cyanobacteria isolated from the native wetlands in Guilan.
Key word: Anabaenasp, solvent, chlorophyll a, Phytochemical tests
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