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  چكيده
 .دهند مي تشكيل را مهمي گروه يدهاآلكالوئ ها، متابوليت اين ميان در .هستند نويهثاهاي  متابوليت از غني منابعي دارويي نگياها    

Papaver bracteatum Lindl.، Papaver orientale L. و Papaver fugax Poir. هستند خشخاش خانواده از دارويي گياهان. 
 آلكالوئيدهاي زيرگروه از( بنزوفنانتريدين آلكالوئيدهاي از گروهي بيوسنتز و توليد قابليت به مربوط گياهان اين دارويي خصوصيات

 .هستند دارويي متنوع عملكرد با ايزوكوئينولينهاي  آلكالوئيد از اي رده )تبائين و كدئين مورفين،( ها مورفينان .است )نزوايزوكوئينولينب
 براي ترتيب به بالا كارايي با مايع كروماتوگرافي و سونيكاتور .شدند آوري جمع گلدهي آغازين مراحل در گياهان حاضر، تحقيق در

 داد نشان نتايج .شد استفاده اسپكتروفتومتر از تام آلكالوئيد سنجش براي همچنين .شدند استفاده ها مورفينانگيري  دازهان وگيري  عصاره
 آلكالوئيدها اين توزيع اام بوده كمتر تبائين به نسبت كدئين ميزان .دارد وجود فوق گونه سه در تبائين آلكالوئيد از بالايي نسبتاً يرمقاد
 و P. Bracteatum ريشه و كپسول در تام آلكالوئيد ميزان بالاترين نتايج طبق .بود متفاوت گياهان از كدام هر مختلفهاي  قسمت در

P.orientale آلكالوئيد بيشترين كه حالي در داشت، وجود P. fugax شد مشاهده ساقه در.  
  

  .HPLC خشخاش، آلكالوئيد، :كليديهاي  واژه
  

  مقدمه
 ثانويههاي  متابوليت از غني منابعي ييدارو گياهان

)Secondary metabolites( اين مهمترين از كه هستند 
زاده،  ابراهيم( برد نام توان مي را آلكالوئيدها ،ها تركيب
 بر كه هستند متنوع بسيار موادي وئيدهاآلكال ).1383
هاي  هگرو رد شيميايي و بيوشيميايي خصوصيات حسب
 سيستم روي توجهي قابل اتتأثير و گيرند مي قرار مختلفي

 )ها مورفينان( تبائين و كدئين مورفين، .دارند انسان عصبي
 عنوان به كه هستند طبيعي هاي تركيب مهمترين تقريباً

 .شوند مي بندي رده ايزوكوئينولين بنزيل آلكالوئيدهاي
 تعدادي در عمده طور به ها مورفينان اصليهاي  توليدكننده

 )Papaveraceae( خشخاش خانواده اهييگهاي  گونه از
   و .Pengelly, 2004(.P. somniferum L( دارند وجود

P. bracteatum Lindl. اما ،هستند گياهان اين ازجمله 
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 ،.P. fugax Poir از كم مقدار در آلكالوئيدها از گروه اين
P. setigerum D.C.، P. orientale L. و P. rhoeas L. 

 يك كدئين .)Phillipson, 1983( است آمده دستب نيز
 رفع و تسكين براي و است مورفين از تر ملايم بخش آرام
 ).1376 زرگري،( باشد مي مفيد معدي دردهاي و سرفه
   دليل به همچنين و غيرمخدري ويژگي دليل به تبائين
 مثل داروهايي ساخت براي باارزشي تركيب اينكه

Oxycodone، Oxymorphone، Etrophine، Naloxone، 
Buprenorphine برخوردار خاصي اهميت از ،است … و 

 مختلف فاكتورهاي كلي طور به ).Goldblatt, 1974( است
 اكسيدكربن دي ميزان تغذيه، دما، رطوبت، نور، مثل محيطي
 كند، مي رشد گياه كه ارتفاعي و )Brent, 2007( محيط

 گونه رويش مرحله و ژنوتيپ مانند ژنتيكي عوامل همچنين
 محتواي روي )1388 همكاران، و كريمي( گياهي

 ).Aniszewski, 2007( گذارد مي تأثير گياه آلكالوئيدهاي
 ساختار دليل به ارزشمند يها تركيب اين شيميايي سنتز

 به مواد اين توليد وجود با .است سخت ،دارند كه اي پيچيده
 مهم منبع تنها عنوان به وحشي گياهان ،مصنوعي روش
 باشند مي توجه مورد ها تركيب اين  كننده مينأت تجاري

)Verpoorte & Memelink, 2002.( حاضر تحقيق در 
  هاي  گونه در كدئين و ئينتبا آلكالوئيدهاي ميزان

P. orientale، P. bracteatm و P. fugax گيري  اندازه
 انجام گلدهي آغازين مراحل در ها تركيب اين آناليز .گرديد
هاي  گونه روي مطالعات بيشتر اينكه به توجه باشد، 

   است انجام شده كپسول آناليز براي خشخاش
)Milo et al., 1988(، برگ و ساقه ريشه، حاضر تحقيق در 

 .شد آناليز كدئين و تبائين مقدار نظر از نيز گياهان اين
 در .گرديدگيري  اندازه آنها در تام آلكالوئيد ميزان همچنين

 مربوط مشكلات كاهش و كارايي افزايش براي بررسي اين
 سنتي،هاي روش در زياد حرارتواسطه  به ها تركيب تجزيه به

 وسيله به و انجام شد اولتراسوند روش بهگيري  عصاره
 دليل به )بالا عملكرد با مايع كروماتوگرافي( HPLC دستگاه
 اين يكم مقدار ،بالا حساسيت و مناسب پذيري گزينش
  .شدگيري  اندازه ها تركيب

  روشها و مواد
   گياهي مواد

 گردنه از P. bracteatum و P. fugax گياهيهاي  نمونه
   در P. orientale و سردشت كيلومتري 20در زمزيران

 آوري جمع طبيعيهاي  رويشگاه از اشنويه كيلومتري 50
 شدن باز از بعد هفته دو تا يك گياهان آوري جمع .شدند
گرديد  انجام 1390سال خردادماه 22 و 21 در گلبرگ اولين

آوري  جمع همزمان طور به گياهان مختلفهاي  قسمت(
 شناسان گياه توسط شدهآوري  جمعهاي  گونه .)شدند
 اروميه دانشگاه علوم دانشكده شناسي زيست گروه باريومهر

 گياهان مختلفهاي  قسمت .ندگرفت قرار شناسايي مورد
 طور به )ساقه و برگ كپسول، ريشه،( شده آوري جمع

  .شدند آسياب و خشك اتاق دماي و تاريكي در جداگانه
  
  HPLC براي استاندارد هاي محلول سازي آماده

   و كدئين ليتر ميلي در گرم ميلي 10 متانوليهاي  محلول
 استاندارد منحني .دشدن آماده تبائين ليتر ميلي در گرم ميلي 5

 500 و 125 ،5/62 ،25/31 ،625/15هاي  غلظت با كدئين
 250 ،100 ،50 ،25 ،5/12 هاي غلظت با تبائين و ام پي پي
 از تريميكرولي 20 حجم .شد رسم ام پي پي 500 و

  .شدند تزريق استانداردها
  
  HPLC به تزريق براي آلكالوئيديگيري  عصاره

 و )1998( همكاران و Kern روش ازگيري  عصاره براي
Milo بافت از گرم 1 .شد استفاده )1988( همكاران و 
 مدت به %5/2 اسيد استيك ليتر ميلي 40 با شده پودر گياهي

 از بعد .شدگيري  عصاره سونيكاتور وسيله به دقيقه 20
 دوم بار برايگيري  عصاره ،كردن صاف و g5000 سانتريفوژ

 ها محلول .شد تكرار %5/2 اسيد استيك ليتر ميلي 40 با
 منظور به آبي فاز سپس .شدند تركيب و شده صاف
 داده تكان و شده مخلوط هگزان ليتر ميلي 28 با زدايي چربي
 جدا هم از جداكننده قيف وسيله به شده تشكيل فاز دو .شد

 بعد و قليايي آمونياك با آبي فاز pH بعد مرحله در .گرديد
 و بار سه )1 به 3نسبت( پروپانول-كلروفرم  وسيله به آبي فاز
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 روتاري توسط و شدگيري  عصاره ليتر ميلي 45 با بار هر
 و شد اضافه مانده باقي به متانول ليتر ميلي 5/2 .گرديد تغليظ

  .گرديد صاف µm45/0 صافي كاغذ وسيله به
  

   بالا كارايي با مايع كروماتوگرافي دستگاه مشخصات
 ،Knauer مدل( HPLC دستگاه از عصاره آناليز براي
 ليتر ميلي 8/0 برابر Flow rate .دش استفاده )آلمان ساخت

 و استونيتريل شده برده بكار متحرك فاز تركيب و دقيقه در
   در سديم استات گرم pH )1=2/3 با سديم استات بافر

 و C18 reversed ركنندهپ ماده نوع .بود )آب ليتر ميلي 390
 ميكرومتر 5 پايه ذرات اندازه و متر سانتي 25 ستون طول
 و نانومتر 280 موج طول با UV شده استفاده دتكتور .بود

 براي اتاق دماي .بود ميكروليتر 20 برابر تزريق بار هر حجم
  .شد گرفته نظر در گراد سانتي درجه 25 آزمايش، انجام
  
  تام آلكالوئيدگيري  اندازه براي ها محلول سازي آماده

 )1387( همكاران و قموشي روش ازها  آزمايش براي
 حرارت با 1×10-4 سبز ولزبروموكر محلول .گرديد استفاده
 ليتر ميلي 3 با رنگ سبز ولزبرموكر از گرم ميلي 8/69 دادن
 ديونيزه آب ليتر ميلي 5 و نرمال 2 هيدروكسيد سديم از

 در و شود حل تا شد داده تكان حاصل محلول شد، مخلوط
 و شد رسانده حجم به ديونيزه آب با ليتري ميلي 1000 بالن

 مولار 2/0 سيتريك اسيد با مولار 43/0 فسفات بافر محلول
 مواد معاونت از شده تهيه( مورفين از .رسيد pH=7/4 به

  .گرديد استفاده استاندارد عنوان به )تهران داروي و غذا
  
   تام آلكالوئيدگيري  اندازه براي استاندارد محلول سازي آماده

، 4/0، 2/0( مورفين استاندارد محلول از متفاوتي مقادير
 منتقل جداكننده قيف يك به )ليتر ميلي 2/1و  1، 8/0، 6/0

   و pH=7/4 با فسفات بافر از ليتر ميلي 5 سپس .شدند
 بعد .شد اضافه جداكننده قيف به ولزبروموكر ليتر ميلي 5
 و ،اضافه محلول به كلروفرم ليتر ميلي 10 و 8 ،5 ترتيب به

 كلروفرمي فاز .انجام شودگيري  عصاره تا شد داده تكان بشدت

 .رسيد حجم به و شده منتقل ليتر ميلي 25 سنجي حجم بالن به
 مقابل در نانومتر 415 در كلروفرم در كمپلكس جذب پسس

  .)Yunusov et al., 1965( شدگيري  اندازه شاهد محلول
 
  تام آلكالوئيدگيري  اندازه براي آلكالوئيديگيري  عصاره

 همكاران و Kern يافته تغيير روش ازگيري  عصاره براي
 كه يروش به گياهي افتب گرم 1 .گرديد استفاده )1998(

بعد  و شدگيري  عصاره بود شده آماده HPLC به تزريق براي
   با زدايي چربي براي اسيدي محلول از ليتر ميلي 10
 شده تشكيل فاز دو .گرديد مخلوط هگزان ليتر ميلي 10
 فاز بعد مرحله در .شد جدا هم از جداكننده قيف وسيله به

 داده شستشو كلروفرم ليتر ميلي 15 بار هر و بار سه با اسيد
 نرمال 1/0 هيدروكسيد سديم با اسيدي فاز pH آنگاه .شد

 از ليتر ميلي 5 با اصلح محلول از ليتر ميلي 1 .گرديد خنثي
 و شد مخلوط فسفات بافر ليتر ميلي 5 و برموكروزول محلول

 ليتركلروفرم ميلي 10 و 8 ،5 بادر نهايت  كمپلكس
 سنجي حجم بالن يك به نهايي عصاره .گرديدگيري  عصاره

 جذب .رسيد حجم به كلروفرم با و شد منتقل يليتر ميلي 25
  .شدگيري  اندازه نانومتر 415 در كلروفرم در كمپلكس

  
  آماريتحليل تجزيه و 
 نظر در تكرار سه شده انجام هاي آزمايش تمام براي
 خطاي و ميانگين مقادير صورت به نتايج و شد گرفته

 مختلف هاي قسمت بين اختلاف .گرديد بيان )SE( استاندارد
 )ANOVA( سويه تك واريانس آناليز از استفاده با گياه يك
 رسم ايبر .شد انجام )p≥05/0(% 5 آماري سطح در

  .شد استفاده EXCEL و SPSS افزار نرم از ها شكل
  
  نتايج

 كدئين و تبائين آلكالوئيدهاي ميزان بررسي از حاصل نتايج
 با آنها مقايسه و HPLCهاي  منحني زير سطح محاسبه با

 دستب هنمون هر براي تكرار 3 ميانگين با استانداردهاي  منحني
  .است شده داده نشان 1 جدول در آلكالوئيدها مقدار .آمد
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 بـودن  غني علت به P. bracteatum كپسول رسد مي نظر به
 تـر  مناسـب  مـاده  اين از برداري بهره براي تواند مي تبائين از

 آلكالوئيـد  عنـوان  بـه  هـا  بررسـي  از بسياري در كدئين .باشد
 ؛P. bracteatum )Craker & Simon, 1986 در فرعــي

Theuns et al., 1984( و P. orientale )Craker & 

Simon, 1986 ؛Kassem & Jacquin, 2001( ــي  معرف
 وسـيله  به نيز P. fugax در كدئين حضور همچنين ،است شده

Salehi 2007( همكاران و( و Fakhari همكاران و )2010( 
 گونه دو در كدئين مقدار حاضر تحقيق در .است شده گزارش

P. bracteatum و P. orientale  در آن مقـدار  بـه  نسـبت   
P. fugax ساقه و بود كمتر P. fugax كـدئين  ميزان لاترينبا 

هاي  يافته با هماهنگي در بررسي اين نتيجه شد، مي شامل را
  .است قبلي

 ريشـه  تبـائين  ميـزان  بررسـي  اين از حاصل نتايج طبق
 درحـالي  ،بود بالا نسبتاً ساقه در آن ميزان عوض در و پايين
 نيـز  ريشه ،كپسول بر علاوه كه دهد مي نشان قبلي كارهاي كه
   اسـت  گيـاه  در تبـائين   كننـده  ذخيـره  اصـلي هـاي   بخش از
)Milo et al., 1988.( بــرخلاف كــدئين مقــدار همچنــين   

P. bracteatum، ريشــه در P. orientale و P. fugax 
 نتـايج  اين همخواني عدم .بود كم ديگرهاي  قسمت به نسبت

آوري  جمـع  مرحلـه  بـه  تـوان  مـي  را شده انجام مطالعات با
ــه ــاي  نمون ــاهيه ــبت گي  Helliwell و Fairbairn .داد نس

 كردند گزارش )1973( Jaffarian و Aynehchi و )1977(
 ريشه تبائين محتواي در داري معني كاهش با گلدهي آغاز كه

 در كــاملاً تحقيــق ايــن از حاصــل نتــايج كــه اســت همــراه
كـه   دهد مي نشان قبلي مطالعات .بود فوق نتايج با هماهنگي

 & Kassem( اسـت  ريشـه  كـدئين  و تبـائين  سـنتز  محـل 

Jacquin, 2001(. انتقـال  به توان مي را آن پايين مقدار دليل 
 نسبت گلدهي مرحله در هواييهاي  اندام به سنتز محل از آن
 باعـث  كپسول و برگ ساقه، به ريشه از آنها جابجايي و داد

 مقدار و تنوع در اختلاف .شود مي ريشه در نآ مقدار كاهش
 ـ مـي  را بررسـي  مورد گونه 3 آلكالوئيدهاي  سـطح  بـه  وانت

 )Levy )1989 و Milo كـه  همـانطور  .داد نسـبت  پلوئيدي
 بين آن نسبت ويژه به و گياه در آلكالوئيدي طيف ندكرد اعلام

 پلوئيـدي  سـطح  بـه  غيرمورفينـان  و مورفينان آلكالوئيدهاي
 n2=14 پلوئيـدي  سطح با P. bracteatum .شود مي مربوط
 ـ P. orientale ديپلوئيـد،  گيـاه  يـك   گيـاه  يـك  n2=28 اب

ــا زنيــ P. fugax و تتراپلوئيــد  ديپلوئيــد يــاهيگ n2=14 ب
 نظــر از اينكــه بــه توجــه بــا .)Gaffari, 2008( باشــد مــي

 بخش در P. orientale و P. bracteatum بيوسيستماتيكي
Oxytona و P. fugax بخـــش در Miltantha جـــنس 
Papaver در آلكالوئيدي طيف و مقدار در تفاوت دارد، قرار 

 گيـاه  3 ايـن  ژنتيـك  در تفاوت دليل به تواند مي گونه 3 اين
 تحقيقـات  طبق ).Sariyer, 2002 ؛Goldblatt, 1974( باشد

Milo ــاران و ــواي )1987( همك ــائين محت ــان در تب  گياه
 داري معنـي  افـزايش  ،متـوالي  رشـد  فصل دو طي تتراپلوئيد

 در كـه  شد مشاهده همچنين .دارد ديپلوئيد گياهان به نسبت
 گيـاه  هـر هاي  كپسول تعداد ،)2/13( ديپلوئيد گياه با مقايسه

 يدار معنـي  كـاهش  )3/8( پلوئيـد  تـري  و )5( تتراپلوئيد در
 گياهـان  ،رشـد  اول فصـل  در كـه  حاليسـت  در اين داشت،

 مقـدار  دارنـد،  كمتـري هـاي   كپسول تعداد اينكه با تريپلوئيد
 كهكرد  اذعان بايدالبته  .كنند مي توليد بيشتري )%8/8( تبائين
 دليـل  بـه  رشـد  شـرايط  در تفـاوت  ،ژنتيكي عوامل بر علاوه

 روي بر نيز زا تنش عوامل و رشد محيطي يطشرا در اختلاف
 گـذار تأثير گيـاه  يـك  در نهـا آ نسـبت  و آلكالوئيـدها  مقدار

 جاسمونيك و اسيد ساليسيليك مثل هايي تركيب مثلاً هستند،
 رسـاني  علامـت  مسـير  در مـؤثر هاي  مولكول ازجمله اسيد،
 گيـاه  مقاومـت  در اسـيد  ساليسـيليك  نقـش  .هستند ها تنش
 خـوبي  بـه  زا شتـن  عوامل ساير و زا بيماري عوامل به نسبت
 افـزايش  باعـث  كـه  اسـت  شـده  گزارش و است شده شناخته

 شود مي تراريختههاي  ريشه تعليقيهاي  كشت در آلكالوئيدها
)Alvarez et al., 2000(. همكــاران و ديلمقــاني )1386( 

 ـم يرو يط ـيمح عوامل يبرخ كه كردند گزارش  ـتول زاني  دي
 عنـوان  به ؛گذارند مي تأثير اهيگ نيا در تروپان يدهايالوئكآل

 ـم ،ارتفاع شيافزا با مثال، و  ،كخـا  فسـفر  و تـروژن ين زاني
 ـ يحـال  در .دابي مي شيافزا نيز دهايالوئكآل مقدار  س،ك ـبع هك

 ـم شيافـزا  باعـث ك خـا  ميپتاس اهشك  ـالوئكآل زاني ي دهاي
 كـربن  اكسيد دي ميزان تأثير )Brent )2007. شود يم تروپان
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 مقـدار  كـه  كرد اعلام و بررسي را ديآلكالوئي محتواي روي
 در P. bracteatum سـلولي  كشـت  در شـده  توليـد  تبـائين 
ــربن اكســيد دي µL/L10000 غلظــت ــالاتر ك  غلظــت از ب

µL/L350 است.  
 و كپسـول  در تـام  آلكالوئيـد  ميـزان  بالاترين نتايج طبق
 در آن مقـدار  ،اسـت  شده مشاهده بررسي مورد گونه 3 ريشه
 بـه  توجـه  بـا  ولي است كمتر آنها با مقايسه در برگ و ساقه
 كمتـر  مقدار كنند مي توليد زيادي بيومس برگ و ساقه اينكه

 نظر از و نيست پوشي چشم قابل آنها در آلكالوئيدي محتواي
 اين توليد براي خوبي منبع عنوان به توانند مي آلكالوئيد توليد
 ميـوه،  توليد و دادن گل هنگام .شوند گرفته نظر در ها تركيب

 ها دانه يا ها يوهم در گل توليدهاي  محل دراغلب  آلكالوئيدها
ــي جــاي ــد م ــدري( گيرن ــاد ).1360، حي ــودن زي ــدار ب  مق

 ايـن  رشـد  مرحلـه  دليل به تواند مي ها كپسول در آلكالوئيدها
 نشـان  )Klan )1931هاي  بررسيكه  همانطور ،باشد ناگياه
 گلدار هواييهاي  اندام Hyoscyamus niger گياه در دهد مي

 .هسـتند  آلكالوئيد حاوي گل بدون ييهواهاي  اندام از بيشتر
 مقدار تعيين در مهم و اصلي عوامل از يكي گياه رشد مرحله

 )1388( همكـاران  و كريمـي  .است گياه در آلكالوئيد نوع و
 ـم كه كردند اعلام  ـالوئكآل زاني  ارتفاعـات  و فصـول  در دهاي

 هدوريـك   يط ـ در كـه  كنـد  مي تغيير صورت نيا به مختلف
 ـ سپس بوده، مك ابتدا در دهايالوئكآل مقدار شيرو  جيتـدر  هب
 نياول ظهور وي گلدهي ابتدا با درست آن مقدارو  شده زياد
  .يابد مي كاهش بعد دوباره و رسد مي بيشينه به گل

 مقـدار  كلـي  طور بهتوان گفت كه  مي گيري نتيجهعنوان  به
 تـأثير  تحـت  گيـاه  يـك  مختلفهاي  قسمت در آلكالوئيدها

 مرحلـه  عوامل اين مهمترين كه گيرد مي قرار متفاوتي عوامل
 ايــن ذخيــره و ســنتز محــل و جــوي شــرايط گيــاه، رشــد
 مـورد  گونـه  سه لوئيديآلكا محتواي تفاوت و ستها تركيب
 و فتوسـنتزي  ظرفيـت  پلوئيـدي،  سطح به توان مي را بررسي
هـاي   گونـه  اينكـه  به توجه با .داد نسبت خويشاوندي قرابت
 مورفينـان  آلكالوئيـدهاي  از غنـي  كـدام  هـر  بررسـي  مورد
 ژنتيكي و محيطي مختلف عوامل تأثير به توجه با و باشند مي

 و هـا  گونه اين بررسي گياهان، اين آلكالوئيدهاي مقدار روي

 نـين همچ .رسد مي نظر به ضروري خشخاشهاي  گونه ديگر
 اين مقدار تغيير باعث كه )محيطي و زا تنش( عواملي بررسي
 و سـلولي  كشـت  هيبريـد،  كشت( شوند مي گياه در ها تركيب

  .است اهميت حائز آنها ييدارو ارزش دليل به )…
  

  سپاسگزاري
 و مفيـد  بسـيار  همكاريبدليل  فرناد ندا مهندس خانم از
 دانيقـدر  و تشـكر  نياز، مورد اطلاعات دادن قرار اختيار در
  .شود مي
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Abstract 
     Medicinal plants are rich sources of secondary metabolites. Among these metabolites, 
alkaloids are an important group. Papaver bracteatum Lindl., Papaver orientale L. and Papaver 
fugex Poir are medicinal plants from Papaveraceae family. Medicinal characteristic of these 
plants depend on their capability to produce and biosynthesis of benzophenanthridine alkaloids 
which are a sub-group of isoquinoline alkaloids. Morphinanes (morphine, codeine and thebaine) 
are a class of isoquinoline alkaloids with different functionality in medicine. Due to the 
importance of morphinanes in clinical and pharmacology fields, identification and extraction of 
these compounds from natural sources are a necessity. In this study, the plants were collected in 
the first stage of flowering. Sonicator and high-performance liquid chromatography (HPLC) 
were used for extracting and determining of the morphinanes, respectively.  
UV-Spectrophotometer was also used to determine total alkaloids. The results showed that high 
amounts of thebaine alkaloid were found in three studied plants. Codeine content was lower 
than other alkaloids; however the distribution of these alkaloids was dissimilar in different parts 
of the plants. According to the results, the highest total alkaloid content was found in capsules 
and roots of Papaver bracteatum L. and Papaver orientale L., while shoot of Papaver fugax 
Poir. contained 
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