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در-تعيين شرايط بهينه در ريز استخراج مايع مايع پخشي تركيبات موجود
به  و شناسايي آنها به روش كمومتريكس و ميخك عرق گياهان رزماري

 GC/MSروش 

c، سيروان محمدي آذرb، كامبيز لاريجانيa*نعمت اللهيفرشته

aاستاديار دانشگاه آزاد اسلامي، واحد تهران شرق، گروه شيمي، تهران، ايران 
bو تحقيقات تهران، گروه شيمي، تهران، ايران  استاديار دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم

c،گروه شيمي، سنندج، ايران استاديار دانشگاه آزاد اسلامي، واحد سنندج 

 6/9/1391 تاريخ پذيرش مقاله: 18/4/1391تاريخ دريافت مقاله:

هچكيد
از مقدمه: و تمايل مردم براي استفاده و مشكلات جديدي شده و ماشيني باعث بروز بيماريها تغيير زندگي انسانها به سمت زندگي صنعتي

و عرقيات گياهي، بيشتر شده است. از آنجاييكه گياهان دارويي در طب سنتي كشور ما، جايگاه ويژه اي دارد، توليد عرقيات گياهي  با داروها
تا كيفيت بالا، از جمله دغدغه هاي توليد ات صنعتي مي باشد. روشهاي آماري به ما كمك ميكند و درصد خلوص مناسب، قيمت پايين

و استخراج مواد موثره اين گياهان، انتخاب كنيم.  بتوانيم بهترين شرايط را جهت توليد
و روش و با حلالها مواد و ميخك از بازار تهيه شده دو گياه رزماري و كلروفرم، : عرق هاي مختلفي مانند اتانل، متانل، تترا كلريد كربن

و شناسايي گرديد. GC/MSاستخراج مواد موثر انجام گرديد. تركيبات استخراج شده به دستگاه  و كروماتوگرام حاصل، بررسي  تزريق شده
از ها: يافته (مخلوطي و442روش هاي آماري به كار گرفته شده نشان دادند كه مي توان با حداقل حجم حلال ميكرو20ميكروليتر اتانل

از–ليتر تتراكلريد كربن) استخراج مايع  و تقريبا88مايع پخشي را انجام داده، بيش از تركيبات موجود در عرق گياه رزماري از%100 %
م در عرق ميخك شناسايي گرديد.تركيبات شيميايي  وجود

در عمل ميكرو استخراج مايع  response surface methodروش گيري: نتيجه مايع پخشي را در اين آزمايش،-، شرايط بهينه
در عمل ميكرواستخراج مي توان و نشان داد كه ، بهترين استخراج را انجام داد. تعيين نموده از حداقل حجم حلال  با استفاده

 مايع پخشي–عرق رزماري، عرق ميخك، ميكرو اسخراج مايع:هاي كليديواژه

 email: fnematollahi@yahoo.com مكاتبات مسئول نويسنده*
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 مقدمه
عرقيات گياهي، يكي از مهم ترين تعيين درجه خلوص

عوامل تاثير گذار بر روي اثر بخشي اين تركيبات در طب 
سنتي مي باشد. هر چه حجم حلال هاي مصرفي در طي 
عمل استخراج مواد موثره، كمتر باشد، علاوه براينكه 
سلامتي آزمايشگر كمتر به خطر مي افتد، هزينه هاي 

و مربوط به استخراج كم تر شده، در وق ت صرفه جويي شده
 قيمت عرقيات گياهي در بازار تجاري كمتر خواهد شد.

 دلايل انتخاب عرق اين دو گياه عبارتند از:
 الف) گياه رزماري

آب مقطر حاصل از گلهاي اين گياه بعنوان شوينده
ضد رود. چشم بكار مي نفخ، ضد عفوني كننده، گياه رزماري،

و  ميسبب افزايش ترشحات شيره گوارشي شود. اين صفرا
و روغن آن  گياه در تهيه لوازم آرايشي نيز به كار مي رود
و شامپوهاي مخصوص  يكي از اجزاي مواد تقويت كننده

(صمصام،  ). 1371 موي سر مي باشد
و ميگرن، جلوگيري از از اين گياه براي درمان رماتيسم

و درمان كم مويي مصرف مي شود ولي مصرف ريزش مو
مي خانمزياد آن در  باشد. همچنين در تهيه هاي باردار مضر

و لوازم  و صابون ادكلن ها، خوشبو كننده شامپوها، كرم ها
و بهداشتي مصرف مي  پزشكان طب سنتي، شود. آرايشي

(اكليل كوهي) را در موارد خستگي ضعف جوشانده رزماري
و بيماري مي عمومي، سستي بدن كنند هاي كبدي تجويز

.)1380(جايمند، 
ب) گياه ميخك

و اوژنول كه ماده اصلي ميخك مي باشد التيام بخش
ع كنـضد درـفوني و از آن  براي آرامكيـدندانپزش نده است

 مغز شود. ميخك تقويت كننده استفاده مي دندان كردن درد
و كسانيكه حافظه ضعيف دارند بايد از دم كرده مي باشد

.مفيد است قلبو گردش خون ميخك استفاده كنند. براي
مياست  برد. فاده از ميخك گرفتگي عضله را از بين

و روش ها مواد
مايع پخشي- در اين تحقيق روش ريز استخراج مايع

و  براي استخراج مواد موجود در عرقيات گياهان رزماري
مورد استفاده قرار گرفت. مواد موجود پس از ميخك

سنج استخراج به وسيله كروماتوگرافي گازي توام طيف
 (Zhou et al., 2008).شدند شناساييو جداسازيجرمي 

و حجم فازهاي  اثر پارامترهاي مختلف از قبيل نوع
و اثر نمك بر روي كارايي  و پخش كننده استخراج كننده

 response surfaceاستخراج بررسي گرديد. از روش
و شرايط بهينه انتخاب گرديد  Sereshti( كمك گرفته

et al., 2009(.

و وسايل لازم-  مواد
كليه مواد لازم شامل حلال هاي استخراج كننده

و  كلروفرم، تتراكلريد كربن، كلروبنزن، تتراكلرو اتيلن
و حلال هاي پخش كننده شامل اتانول، متانل، استون

 merckاستونيتريل با درجه خلوص تجزيه اي از شركت 
خريداري شدند. عرقيات گياهي از شركت نارون كاشان

تهيه گرديد. ازدستگاه كروماتوگرافي گازي توام با طيف 
) 2) موجود در آزمايشگاه تخصصي GC-MSسنج جرمي

هاي كروماتوگرام، يه طيفواحد علوم تحقيقات، جهت ته
1در جدول  GC/MSاستفاده گرديد. مشخصات دستگاه 

 آمده است.

و شرايط دستگاه-1جدول  بكار رفته جهت آناليز عرقيات گياهي GC/MSمشخصات
 آمريكا HEWLETT PACKARDشركت HP-6890مدل GC:دستگاه

 HP-5MS(5% phenyl di methyl siloxan):نوع ستون
، قطر30طول:ابعاد ستون و ضخامت فيلم25/0متر  ميكرون32/0ميلي متر

 C°220، دماي نهاييC/min5˚دقيقه)، گراديان دماييC°60)3 دماي اوليه:برنامه ريزي دمايي ستون

)20به1(نسبت  Split/split less:محل تزريق
 C°250:دماي محل تزريق

 ميلي ليتر در دقيقه1% با شدت جريان999/99هليوم:گاز حامل
 آمريكا HEWLETT PACKARDشركت HP-5973مدل: Massدستگاه

 الكترون ولت 70 (EI)انرژي يونش
 درجه سانتيگراد 230:دماي محفظه يونش
 كوادروپل:تجزيه گر جرمي

 درجه سانتيگراد 150:دماي تجزيه گر جرمي
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 روش-
به مخلوط حلال هاي استخراج كننده وپخش كننده
و  با سرعت به درون نمونه آبي تزريق كمك سرنگ

شود. اگر اين مخلوط را به آرامي به نمونه تزريق شود، مي
ومحلول ابري تشكيل نمي  يا با شدت تشكيل شود

به سطح تماس بالا شود. از اين رو به منظور دستيابي مي
و در نتيجه كارايي بالا  و آب ميان حلال استخراج كننده
بهتر است عمل تزريق بسيار سريع انجام شود. به همين 
دليل استفاده از سرنگي كه به كمك آن بتوان تزريق را به 

و با سرعت زياد به درون محلول انجام داد، اهميت سهولت
س رنگ قطر كمتري بسيار دارد، هم چنين هر چه سوزن

داشته باشد اندازه قطرات حلال استخراج كننده كوچك تر 
 وپخش بطور مناسبي انجام مي شود.

 طراحي آزمايش-
طراحي آزمايش به عنوان روش موثر براي طراحي

مي چگونگي ومسير انجام آزمايش به ها در نظر گرفته شود.
و عيني را از داده ن طوري كه بتوان نتايج معتبر ظر ها در

شود. عبارت طراحي آزمايش معمولا براي گرفته مي
 توصيف مراحل زير بكار مي رود:

مشخص كردن عواملي كه ممكن است بر نتيجه�
 يك آزمايش اثر بگذارد.

اي كه اثرات عوامل طراحي آزمايش به گونه�
 كنترل نشده به كمترين مقدار كاهش يابند.

اثرات هاي آماري براي تفكيك استفاده از تحليل�
 كنند. عوامل مختلفي كه مداخله مي

ها يافته
بررسي اثر نوع حلال استخراج كننده ونوع حلال-

 پخش كننده
جهت تعيين بهترين حلال استخراج كننده، از

به5/0هاي مورد نظر به ميزان حلال ميلي5ميلي ليتر
و پس از سانتريوفوژ با  ليتر از عرق گياهي مورد نظر اضافه

ميكروليتر از فاز آلي به دستگاه1دور در دقيقه، 3500دور 
GC-MS مي شود. نتايج اين بررسي به صورت تزريق

.نشان داده شده است1راندمان استخراج در شكل 
دهد كه راندمان استخراج تتراكلريدمينتايج نشان

مي كربن بيشتر از ساير حلال و سطح زير منحني ها باشد
) ). 986715216محلول تترا كلريد كربن بيشتر بوده است

بنابراين تتراكلريد كربن به عنوان حلال استخراج كننده 
 انتخاب گرديد.

حلال پخش كننده بايد امتزاج پذيري مناسبي را با هر
ز آبي وحلال استخراج كننده داشته باشد. براي اين دوفا

 استونيتريل، اتانل، هاي متانل، منظور استفاده از حلال
 ;Rezaee et al., 2006( استون مورد بررسي قرار گرفت

Berijani et al., 2006(.يك سري آزمايش با استفاده
در20از  ميلي ليتر از اين1 ميكروليتر تتراكلريد كربن

هاي پخش كننده انجام شد.پس از اضافه كردن حلال
و و سانتريفوژ حلال استخراج كننده 1پخش كننده

نتايج تزريق شد. GC-MSميكروليتر از فاز آلي به دستگاه
به نشان مي دهد استخراج با اتانل راندمان بيشتري نسبت

بنابراين اتانل به عنوان هاي پخش كننده دارد، ساير حلال
 ده انتخاب گرديد.حلال پخش كنن

 بررسي اثر حلال هاي استخراج كننده مختلف بر روي راندمان استخراج-1شكل
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 بررسي اثر نمك-
-design expertطبق نتايج بدست آمده از نرم افزار

(شكل  pareto chartو رسم نمودار8  ) نتيجه2،

شود كه وجود حلال هاي اتانل وتتراكلريد كربن راندمان مي
 استخراج را بالا برده ولي افزودن نمك بي تاثير است.

در 14 و نتايج زير را آزمايش طي دو روز انجام گرديد
(جدول  ).3بر داشت

،-2شكل  تاثيري بر راندمان استخراج ندارد افزودن نمك

در14شرايط-3جدول  روز2آزمايش انجام شده
 شماره آزمايش روزهاي آزمايش حجم اتانل حجم تتراكلريدكربن

مي-3شكل  باشد نقطه ماكزيمم شكل، شرايط بهينه
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حاصل از هاي با توجه به داده شرايط بهينه آزمايش:
هاي فوق شرايط بهينه براي استخراج نتايج آزمايش

 تركيبات موجود در عرقيات گياهي مذكور عبارتند از : 
 ميكروليتر 442حجم اتانل-
 ميكروليتر20حجم تتراكلريد كربن-
 افزودن نمك ضرورتي ندارد-

 روش كار در شرايط بهينه-
به ميكرو5مقدار و رزماري را  442ليتر عرق ميخك

و  ميكروليتر تتراكلريد كربن اضافه گرديد،20ميكروليتر اتانل
با5پس از ، فاز آلي 3500دقيقه سانتريوفوژ دور در دقيقه

تزريق گرديد. براي هرنوع عرق  GC-MSبه دستگاه 
هاي بدست آمده با استفاده طيف بار انجام گرديد.5آزمايش 

(ضريب كواتس ) شناسا .يي گرديداز ضريب بازداري نسبي

و شناسايي عرق گياه رزماري- بررسي
)Rosmarinus officinalis L.(

و اين جنس يك گونه درختچه اي هميشه سبز دارد
و بندرت داراي معمولاً داراي اسانس مي باشد. عموماً علفي

مي نمونه هاي باشد. اين گياه، ساقه هاي پيچنده يا درختچه
وجود خطوط دارد.متقارن هاي چهارگوش، معطر با برگ

و ظاهر جام گل، كمك موثر در  برجسته روي كاسه گل
و تشخيص اين گياهان مي كند. به عنوان گياه دائمي

 هميشه سبز نقش مهمي در طراحي فضاي سبز بازي 
در(اكليل كوهي) هاي اخير كشت رزماري كند در سال مي

و حاشيه خيابان و باغچه خانه پاركها يافته ها بسيار رواج ها
.)1380(جايمند، است

، بيش از % از عرق اين87همانطور كه مشاهده ميشود
 α-pienenگياه شناسايي شد كه بيشترين درصد مربوط به 

.باشدمي

و شناسايي عرق گياه ميخك-  Dianthus) بررسي
persicus Hausskn)  

وندرخت ميخك بومي جزاير اندو و اقيانوسيه است زي
به به علت زيبايي خاصي كه دارد امروزه در بشتر نقاط دنيا

(مظفريان، شود عنوان درخت زينتي پرورش داده مي
كه)1377 و مخروطي شكل . ميخك درختي است كوچك

و در تمام طول سال برگهاي آنها هيچ وقت زرد نمي شود
و.سبز است طعمي اسانس ميخك داراي بوئي قوي

رنگ بوده كه اگر در باشد. اين اسانس سفيد سوزاننده مي
و غليظ مي شود  مجاورت هوا قرار گيرد رنگ آن تيره

غنچه هاي درخت ميخك پس از باز شدن يعني قبل از
و ارغواني آن تبديل به قرمز شود بايد  اينكه رنگ خاكستري

و و خشك نمود. ميخك كه بعنوان ادويه بكار دارو چيده
مي رود، پودر اين غنچه مي عرق).1371،(صمصام باشد ها

استخراج به دستگاه گياه ميخك پس از عمل ميكرو
GC/MS و و طيف كروماتوگرام حاصل،بررسي تزريق

و در جدول  5اجزاي تشكيل دهنده آن شناسايي گرديد
 آمده است.

 تركيب در صد مواد موجود درعرق گياه رزماري-4جدول
 درصد تركيب ضريب كواتس نام تركيب شيميايي

α-pinene 939 16.7 
camphene 954 6.6 
verbenene 968 0.9 
3-octanone 984 4.6 
myrcene 991 3.8 

p-cymenen 1221 1.4 
limonene 1029 4.8 
1,8-cineol 1031 8.5 
γ-tepinene 1060 0.8 

α-terpinolene 1089 0.9 
linalool 1097 2.5 

chrysanthenone 1128 1.4 
camphor 1146 9.1 

Trans- pinocamphone 1160 1.4 
borneole 1169 7.6 
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و اجزاي تشكيل دهنده حاصل طيف كروماتوگرام،-5جدول  عرق گياه ميخك بررسي
 درصد تركيب ضريب كواتس نام تركيب

methyl salicilate 1192 0.6 
eugenol 1359 56.4 
α-copaene 1377 0.9 

E-β-caryophyllene 1419 28.7 
α-hummulene 1455 5.4 
α-amorphene 1485 0.3 

E-E-α-farensene 1506 0.5 
eugenyl acetate 1523 6.4 
δ-cadinene 1523 0.5 

caryophyllene 
oxide 1583 0.3 

% اجزاي 100شود تقريبا همانطور كه مشاهده مي
و تشكيل دهنده عرق اين گياه شناسايي شده است

 شد.باميEugenol  (%56.4)بيشترين مقدار متعلق به

 بحث
و عرقيات گياهي، از زمان هاي قديم استفاده از اسانس

و  و بررسي عرقيات مختلف در طب سنتي ما رواج داشته
 تعيين مواد موثره آنها اهميت دارد. 

روش ميكرواستخراج، روش مناسبي جهت استخراج
باشد. مواد موثره مواد موثره موجود در عرقيات گياهي مي

و استفاده از حداقل  عرقيات گياهي داراي غلظت اندك بوده
ميحلال، خطاي استخرا وج را كاهش و در وقت دهد

و سلامتي مصرف مواد شيميايي، صرفه جويي شده
 آزمايشگر كمتر در معرض خطر خواهد بود. 

هاي كمومتري در تعيين شرايط بهينه، استفاده از روش
 از انجام آزمايشات تكراري جلوگيري مي نمايد.

با در پي اين مزيت ها، علاوه بر توليد عرقيات گياهي
خلوص بالاتر، قيمت محصول نيز كاهش خواهد درجه 

 يافت كه به نفع مصرف كننده خواهد بود.

 گيرينتيجه
، شرايط بهينه  response surface methodروش

مايع پخشي را در اين-در عمل ميكرو استخراج مايع
و نشان داد كه در عمل ميكرو  آزمايش، تعيين نموده

ميـاستخ ازـبا است وانـت راج حـح فاده حـجـداقل  لال،ــم

 بهترين استخراج را انجام داد.
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