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ريز استخراج با فاز جامد در فضاى فوقانى (HS-SPME) و تجزيه GC-MS روغن 
 Artemisia Kulbadica BOISS & BUHSE اسانسى گياه

                 زهرا آقاجانى1، مسعود كاظمى*1، كامبيز لاريجانى2، عبدالحسين روستائيان2 و وحيد كيانپور3 

1- گروه شيمي كاربردي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد قم, قم, ايران
2- گروه شيمي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات، تهران, ايران

3- پژوهشكده گياهان و مواد اوليه دارويى، دانشگاه شهيد بهشتى, تهران, ايران

فوقانى  فضاى  در  جامد  فاز  با  استخراج  ريز  روش  با   Artemisia kulbadica گياه  هوايى  اندام  اسانس  پژوهش  اين  در  چكيده: 
قرار  بررسى  مورد  و  شناسايى   (GC-MS) جرمى  سنجى  گازى-طيف  كروماتوگرافى  دستگاه  از  استفاده  با  و  استخراج    (HS-SPME)
گرفت. 18 تركيب در اسانس شناسايى شد كه 99/1 درصد اسانس اين گياه را تشكيل مى  دادند و مهمترين آنها آلفا- بيسابولول اكسيد 
A (32/4درصد)، كامازولن (16/6درصد)، آلفا- بيسابولون اكسيد (11/8درصد) و ترانس-توجون (11/4درصد) بودند. درصد عمده تركيبات 
شناسايي شده با اين روش، سسكوئى ترپن هاى اكسيژن دار با 71/5 درصد بود، در حاليكه اثرى از سسكوئى ترپن هاى هيدروكربنى ديده نشد. 

كلمات كليدي : Artemisia kulbadica؛ ميكرو استخراج با فاز جامد در فضاى فوقانى (HS-SPME)؛ (GC-MS)؛ آلفا بيسابولول 
اكسيد A؛ كامازولن؛ آلفا بيسابولون اكسيد؛ ترانس توجون.

مقدمه
گياه آرتميزيا يكي از بزرگترين جنس  هاي خانواده Astraceae در 
دنيا محسوب مي  شود. اين جنس بيش از 400 گونه دارد كه عمده 
آنها در مناطق معتدل، ازجمله اروپا، آسيا و امريكاي شمالي وجود 
دارند [1]. وجود 34 گونه از اين جنس در ايران گزارش شده است كه 
دو گونه آن شامل A. melamolepis و A. kermanensis گونه 

هاي بومي ايران هستند [2].
عنوان  به  و  بوده  اهميت  داراى  گياهى  طب  در   Artemisia

اكنون  هم  دارد.  كاربرد  ها  بيماري   از  اي  گسترده   طيف  در  دارو 
در چين و ويتنام برگ هاي A. annua در مقياس تجاري كشت 
مي  شوند،  زيرا يك سسكوئي ترپن لاكتون به نام آرتميزينين با ويژگى 
تاكنون  .[3] است  شده  استخراج  گياه  اين  از  مالاريايي  ضد  هاى 
 گزارش هاى متفاوتى نيز در مورد تركيب شيميايي عصاره در جنس 
آرتميزيا مانند تركيب هاى استيلني [4]، فلاونوئيدي[5]، كوماريني [6] 
و ترپنوئيدها به ويژه سسكوئي ترپن لاكتون ها از آنها گزارش شده  اند 
[7]. همچنين بر روى روغن اسانسي جنس آرتميزيا مطالعاتى انجام 
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1. Hydro-Distillation
2. Head space-solid phase microextraction
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 ،[8] A. marschaliana شده است. در اين گزارش  ها، گونه هاى
  A.sieberi[9]،  A.annuaو A. santolina ،A. aucheri
 [11]، A. scoparia [12]،A. [10]، A. khorassanica
 ،A. biennis   [14] ،[13]  A. scoparia و absinthium
   A. austriaca،[15]  A. incana و   A. ciniformis
  A.و  A. kopetdaghensis،A. kermanensis ،[16]
 A.و A. tschernieviana [18]  ،haussknechtii, [17]
 armeniaca و A. splendens  [19] گزارش شده كه فصل 
مشترك استخراج روغن اسانسى در همه آنها استخراج با روش 

تقطير با آب بوده است. 
در ميان روش  هاى متفاوتى كه براى استخراج روغن هاى اسانسى 
است  فن  هايى  جمله  از  ريزاستخراج   مي شوند،  استفاده  گياهان  از 
كه در سال  هاى اخير فراوان به كار رفته است [20]. در اين روش 
با  و  است  نمونه  حجم  از  كوچكتر  خيلى  استخراج كننده  فاز  حجم 
توجه به اين كه تنها بخش كوچكي از نمونه به داخل فاز استخراج 
كننده منتقل مي شود، اين فرآيند جزء تكنيك هاي ناكامل استخراج، 
طبقه بندي مي شود. در روش ريزاستخراج كارآيى استخراج بيشتر به 
وسيله جداسازى آناليت بين ماتريس نمونه و فاز استخراج تعيين 
HS-) فوقانى  فضاى  در  ريزاستخراج  بازدهى روش  مي شود[21]. 
ME)، بيشتر به ميزان فراريت نمونه وابسته است و ممكن است 
فاز  با  ميكرواستخراج  كند.  تغيير  متفاوت  هاى  نمونه  اجزاى  براى 
با  و  صرفه  به  مقرون  سريع،  جديد،  روش  يك   (SPME) جامد 
فناورى ساده است. در اين روش از يك فيلم پوشش داده شده براى 

شكل 1  جاذبهاى متفاوت در روش SPME و حساسيت آن ها در گستره ى وزن مولكولى

جذب تركيب هاى مورد نظر استفاده شده و به كمك فضاى فوقانى 
(HS) در دستگاه هاى GC يا GC-MS براى عمليات وا جذب 
تركيب ها و تجزيه قرار داده مى شود. از روش SPME با تركيب 
آن با دستگاه هاى  GC ياGC-MS  براى كاربردهاى فراوان از 
جمله روغن هاى اسانسى استفاده مى شود .[22]در جدول 1 انواع 
جاذبهاى مختلف استفاده شده در اين روش بر اساس قطبيت و در 
شكل 1 حساسيت آنها در گستره وزن مولكولى تركيبات داده شده 
است [23]. يكى از پر كاربردترين اين فيبرها در تجزيه روغنهاى 
است [23]   PDMS يا  سيلوكسان  متيل  دى  پلى  فيبر  اسانسى، 
استفاده از فيبر PDMS همانطور كه ديده شده به دليل غير قطبى 
بودن آن تمايل به جذب الكل هاى قطبى نداشته و همانطور كه 
از شكل 1 ديده مى شود ترپنهاى با وزن مولكولى كم را جذب 
كارآيى  افزايش  منظور  به  همكارانش [24]  نمى كند. Tellez و 
و كاهش زمان استخراج و همچنين كاهش مقدار نمونه مصرفى 
ميكرواستخراج  تركيبى  ازروش  آب،  با  تقطير  روش  در  رفته  بكار 
با فاز جامد و تقطير پيوسته (SPME-HD) استفاده كردند. اين 
روش توانست حتى اجزايى از نمونه با مقادير بسيار كم را با استفاده 
از GC-MS شناسايى كند.  استخراج اسانس از اندام  هوايى گياه 
A. kulbadica به روش تقطير با آب (HD)1 گزارش شده است 
[25]. در اين مقاله روغن اسانسي اندام  هوايى اين گياه براى اولين 
بار با استفاده از روش ميكرو استخراج با فاز جامد در فضاى فوقانى2  

استخراج و تجزيه شده و با گزارش قبلى  ]25[مقايسه شده است.

زهرا آقاجانى و همكاران
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شناسايى تركيبات موجود در اسانس 
تعيين ساختار اجزاي تشكيل دهنده روغن اسانسي بوسيله مقايسه 
طيف جرمي و انديس هاي بازداري با مقادير داده شده در مراجع و 

نمونه هاي معتبر انجام شد [27].

نتيجه ها و بحث
نوع و درصد تركيبات اجزاى اسانس گياه A. kulbadica استخراج 
شده با روش HS-SPME و شناسايى شده از تفسير طيفهاى جرمى 
و تاييد توسط شاخص هاى كواتس در جدول 2 نشان داده است. 
كروماتوگرام گازى تركيبات روغن اسانسى گياه  A. kulbadica به 
روش HD [25] و HS-SPME به صورت مقايسه اى در شكل 2 
آورده شده است. 18 تركيب كه در مجموع 99/1 درصد تركيبات 
كل گياه بود، شناسايى شد كه از اين ميان آلفا بيسابولول اكسيد
اكسيد  بيسابولون  آلفا  (16/6درصد)،  كامازولن  (32/4درصد)،   A
(11/8درصد) و ترانس توجون (11/4درصد) بيشترين مقدار را داشتند. 
طيفهاى MS تركيبات عمده در شكلهاى 3تا6 و ساختار شيميايى 
اين تركيبات شناسايى شده در شكل 7 آورده شده است. درصد عمده 
تركيبات شناسايي شده با اين روش، سسكوئى ترپنهاى اكسيژن دار 
ترپنهاى  سسكوئى  از  اثرى  حاليكه  در  بود  درصد  ميزان 71/5  به 
هيدروكربنى ديده نشد. مونوترپنهاى اكسيژن دار و هيدروكربنى به 

ترتيب 14/9 درصد و 12/7 درصد مى باشند (جدول 3).
به تازگى تحقيقى بر روى اجزاى روغن اسانسى اندام هوايى گياه
با روش تقطير با آب و با استفاده از GC و  A. kulbadica 

 GC-MS صورت گرفت [25] كه در آن 27 تركيب شناسايى شد 
كه اجزاى عمده آن عبارتند از :سابينن25/1درصد، ترانس توجون 
18/7 درصد، گاما كادينن16 درصد ميزان مونوترپن هاى هيدروكربنى، 
سسكويى ترپن  هاى هيدروكربنى و  دار،  مونوترپن  هاى اكسيژن 
سسكويى ترپن  هاى اكسيژن دار اسانس در اين گزارش ،به ترتيب 
درصد بود. دو جزء   3 درصد و   21/7 درصد   27/8 درصد   33/7
عمده بيسابولول اكسيد (32/4)  درصد و آلفا -بيسابولون اكسايد 
11/8درصد در اين مقاله در تجزيه قبلى [25] ديده نشده در حاليكه 

بخش تجربى
جمع آوري گياه

اندام هوايي گياه A. kulbadica كه به آن درمنه كلبادى گفته مى 
شود [1]در فصل گل دهي از منطقه  ي سوادكوه در استان مازندران 
در مهر ماه 1386 جمع آوري گشته و در هرباريوم موسسه تحقيقات 
جنگل ها و مراتع كشور در تهران شناسايي شد (شماره سند 88489).

استخراج روغن اسانسي
نمونه گياهي در مجاور هوا دور از نور مستقيم خورشيد در جاى 
خنك خشك شده و به وسيله آسياب برقي به طور كامل خرد و به 
درون ويال شيشه اى همراه با يك همزن مغناطيسي انتقال داده 
دى  پلى  جنس  از  فيبر  يك  كمك  به  اسانسى  روغن  اجزاى  شد. 
متيل سيلوكسان (PDMS، ساخت شركت ساپلكو1 آمريكا) با قطر 
60 ميكرون از پودر گياه آسياب شده جمع آورى شد. شرايط استفاده 
شده [26] عبارت بود از: دماى استخراج 60 درجه سلسيوس، وزن 
نمونه 0/5 گرم ، حجم ويال 10 ميلى ليتر، زمان تعادل 15 دقيقه و 
زمان استخراج 5 دقيقه ، سرعت همزن 500 دور بر دقيقه. سپس 
فيبر SPME به مدت 15 دقيقه در فضاى فوقانى در اين شرايط قرار 
داده شد و پس از آن در نهايت به مدت 5 دقيقه در تزريق كننده 

دستگاه GC-MS در دماى 250 درجه سانتى گراد باقى ماند.

MS-GC تجزيه به روش 
تجزيه به كمك دستگاه packard-Howlett 5973 با يك ستون 
 (0/25 m 30 ، با ضخــامت فيلـــم m  × 0/25 nm) HP-5MS

انجام شد. دماي ستون در 60 درجه سانتيگـراد به مدت 3 دقيقه 
نگه داشته و براي رسيدن به دماي 220 درجه سانتيگراد با سرعت
درجه   220 در  دقيقه   5 مدت  به  و  ريزي  برنامه   5  C  /min  
سانتيگراد نگه داشته شد. سرعت جريان هليم به عنوان گاز حامل
ml/min 1، ميزان انرژي در دستگاه eV  ،MS 70، اسكن كامل 

اسكن  زمان  و   amu تا 350  اسكن30  محدوده  در   (Scan  Full)
(Time Scan) 2 اسكن بر ثانيه بود.

ريز استخراج با فاز...

٧٥



سال چهارم، پاييز 89، شماره 15 (JACR) نشريه پژوهش هاى شيمى كاربردى

سابينن و گاما كادينن در گزارش فعلى ديده نمى شود .همچنين 
سسكوئى ترپنهاى اكسيژن دار در اين گزارش بيشترين ميزان را 
دارند در صورتيكه از سسكوئى ترپن هاى هيدروكربنى در مقايسه با 
گزارش قبلى اثرى ديده نشده است .دليل عمده تفاوت در تركيبات 
بدست آمده به دليل استفاده از فيبر PDMS در اين روش مى باشد 
كه الكل هاى قطبى و ترپن هاى با وزن مولكولى كم را جذب نمى 
كند[28]. نتايج حاصل از تجزيه اسانس اين گياه در شرايط تجزيه 
اى ذكر شده با روش HS-SPME نشان مى دهد كه اين روش 
  (HD)هيچ گاه جايگزين روش تجارى روش تقطير با بخار آب
نمى شود ولى با وجود نتايج مختلف به دليل گفته شده ،كاربرد و 
هدف ارزشمند  سرعت بالاى آناليز و حجم نمونه هاى كوچك را 

دنبال مى كند. 
در مطالعه قبلى, روغنهاى فرار دو گونه گياه Artemisia شامل 
 A.spicigera و A. scoparia با دو روش HS-SPME و تقطير 

با بخار آب (HD) استخراج شده بود [29]. در روش اول شناسايى با 
روش GC-MS و در مورد دوم با تلفيقى از GC و MS-GC انجام 
 A.spciigera شده بود. در اين مقاله تركيب اصلى اسانس گياه

در هر دو روش  HS-SPME و تقطير با بخار آب (HD)، كامفر با 
درصدهاى 9/43 و 5/37 گزارش شده در صورتى كه در مورد گياه 
 A. scoparia در روش  HS-SPME، بتا-پينن (8/20درصد)، بتا-
ميرسن  (4/16درصد)،  سيس-بتا-اسيمن  كاريوفيلن(4/16درصد)، 
آب  بخار  با  تقطير  در  ولى  (0/11درصد)  ليمونن  و  (8/12درصد) 

(HD)، كاپيلن (1/53درصد) بوده است.
تركيبى  روش  از  استفاده  ايران،  در  اخير  هاى  پژوهش  از  يكى 
تقطير با بخار آب و ريز استخراج  با حلال (HD-SME) در فضاى 
 GC-MS و تجزيه به روش A. aucheri فوقانى  بر روى  گياه
بوده است [30]. در اين مقاله نتيجه هاى با روش تقطير با بخار 
آب (HD) مقايسه شده است. در اين تجقيق پارامترهاى موثر بر 
استخراج با حلال با روش هاى آمارى بهينه شده است. 40 تركيب 
شامل 1و8-سينئول  ها  آن  عمده  هاى  تركيب  كه  شده  شناسايى 
و  (8/3درصد)  آلفا-پينن  (18/2درصد)،  كريسانتنون  (22/8درصد)، 
مزيتيلن (7/4درصد) بوده در حالى كه در روش تقطير با آب 1و8-

سينئول (11/4درصد)، ترانس-نروليدول (11/1درصد)، كريسانتنون 
(10/3درصد) و كامفر (9/7درصد) بوده است. همان طور كه ديده 
مى شود آلفا-پينن و مزيتيلن در روش اول دو تركيب اصلى بوده كه 
در روش دوم به صورت تركيب فرعى بوده ولى از روش دوم ترانس-

نروليدول و كامفر گزارش شده كه در روش اول تركيب فرعى بوده 
است. مزيت اين روش استخراج سريع و ساده اسانس هاى گياهى 

نسبت به روش هاى ديگر است.
 ،Artemisia در جديد ترين مطالعه در اين زمينه بر روى جنس
 A. absinthium آبرومند و همكارانش استخراج روغن اسانسى گياه
و تركيب هاى آنها را به كمك روشهاى متفاوت بررسى كردند [31]. 
و    (HD) آب  بخار  با  تقطير  روش  دو  با  استخراج  تحقيق  اين  در 
HS-SPME مقايسه شده كه نتيجه ها مشابهى در بر داشته است. 

است.  شده  گزارش   GC-MS و   GC از  تلفيقى  شناسايى  روش 
و  (14/5درصد)  آلفا-پينن  (26/0درصد)،  بتا-پينن  گزارش  اين  در 
آلفا-فلاندرن (13/6درصد) در روش HD بوده در حالى كه در روش 
 ،25/7 ترتيب  به  درصدهاى  با  تركيب  سه  همين   SPME-HS

18/8 و 17/9 درصد به دست آمده است.

نتيجه گيرى 
 Astraceae جنس آرتميزيا يكي از بزرگترين جنس  هاي خانواده
در دنيا و ايران بوده كه از لحاظ كاربرد دارويى حائز اهميت بوده و به 
همين دليل عصاره و اسانس اين جنس به طور گسترده بررسى شده 
است. به منظور استخراج اسانسهاى گياهى از روش تجارى تقطير 
با آب استفاده مى شود. ريزاستخراج از جمله روش هايى است كه 
در سال هاى اخير فراوان به منظور استخراج روغنهاى اسانسى به كار 
رفته و از معروفترين روشهاى آن ريزاستخراج با فاز جامد در فضاى 
فوقانى مى باشد. مزيت اين روش توانايى استخراج اجزا از نمونه با 
 GC-MS مقادير بسيار كم و تزريق و شناسايى به كمك دستگاه
بوده، همچنين يك روش استخراج سريع و ساده براى اسانس هاى 
گياهى نسبت به روش تقطير با آب است. نتيجه هاى به دست آمده 
 A. kulbadica از ريزاستخراج با فاز جامد در فضاى فوقانى گياه
نشان دهنده اين است كه در مقايسه با روش تقطير با آب، اين روش 

زهرا آقاجانى و همكاران
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(b) HS-SPME (a) HD به روش A. kulbadica شكل2 كروماتوگرام گازى تركيبات روغن اسانسى گياه

توانايى بيشترى براى استخراج تركيب هاى سنگين  تر را داشته كه 
دليل عمده آن استفاده از فيبر PDMS در اين روش مى باشد زيرا 
الكل هاى قطبى و ترپنهاى با وزن مولكولى كم را جذب نمى كند 
[28]. همچنين اين نتايج در شرايط تجزيه اى ذكر شده با روش  
HS-SPME نشان مى دهد كه اين روش هيچ گاه جايگزين روش 

تجارى تقطير با بخار آب (HD) نمى شود ولى با اين وجود، كاربرد و 

هدف ارزشمندى ( سرعت بالاى آناليز و حجم نمونه هاى كوچك) 
را دنبال مى كند.

نتيجه ها و بحث
بدين وسيله از معاونت محترم پژوهشى دانشگاه آزاد اسلامى واحد 
قم به جهت حمايت مالى براى اجراى اين تحقيق از محل طرح هاى 

پژوهشى نهايت تقدير و تشكر به عمل مى آيد.

ريز استخراج با فاز...
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شكل3  طيف جرمى ترانس-توجون (بالا) و طيف جرمى مرجع (پايين)

شكل4  طيف جرمى آلفا-بيسابولون اكسيد A (بالا) و طيف جرمى مرجع (پايين)

شكل5   طيف جرمى آلفا-بيسابولول اكسيد A (بالا) و طيف جرمى مرجع (پايين)

زهرا آقاجانى و همكاران
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شكل 6  طيف جرمى كامازولن (بالا) و طيف جرمى مرجع (پايين)

A. kulbadica شكل 7 ساختار شيميايى تركيبات اصلى اسانس گياه

Polydimethylsiloxane (PDMS): 100μ m, 30μ m, 7 μ mفيبرهاى غير قطبى

فيبرهاى قطبى
85 μ m Polyacrylate

65 μ m Carbowax ® - divenyl benzene Stableflex TM (CW-DVB)
50 μ m CW-templated resin (CW-TPR) (HPLC only-crimped)

فيبرهاى دوقطبى
65 μ m PDMS-DVB StableFlex

75μ m Carboxen TM –PDMS StableFlex
55/30 μ m DVB-Carboxen-PDMS StableFlex

60μ m PDMS-DVB (HPLC only-crimped)

SPME جدول 1  طبقه بندى فيبرها يا جاذبها بر اساس قطبيت در

ريز استخراج با فاز...
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غلظت (درصد)شاخص بازدارىنام تركيبرديف
1α-thujene9310/2

2α-pinene9391/2

3β-pinene9766/1

4α-phelladendrene10054/2

5α-terpinene10180/3

6β-phelladendrene10310/3

7١,٨ - cineole10330/5

8(E)-β-ocimene10500/4

9(Z)-sabinene hydrate10680/1

10linalool10980/6

11cis-thujone11020/8

12trans-thujone111411/4

13٣-thujanol11660/5

14α-bisabolol oxide B16559/2

15β-bisabolol16711/5

16α-bisabolone oxide A168211/8

17chamazulene172516/6

18α-bisabolol oxide A174432/4

مجموع     99/1

HS-SPME به روش A. kulbadica جدول 2 نوع و درصد تركيبات روغن اسانسى اندام هوايى

زهرا آقاجانى و همكاران
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غلظت (درصد)تركيب هاى ترپنوئيدى

12/7مونوترپن هاى هيدروكربنى

14/9مونوترپن هاى اكسيژندار

0سسكويى ترپن هاى هيدروكربنى

71/5سسكويى ترپن هاى اكسيژندار
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Head space-solid phase microextractin (HS-SPME) and GC–MS analysis 
of essential oil of artemisia kulbadica boiss & buhse
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Abstract: In this research, the essential oil from aerial parts of A. kulbadica was extracted by 
Head Space-Solid Phase Microextraction (HS-SPME) and analyzed by Gas Chromatography-
Mass Spectroscopy (GC-MS) methods. 18 compounds were identified (99.1% of the total 
oil). α-Bisabolol oxide A (32.4%), chamazulnene (16.6%), α-bisabolone oxide (11.8%), and 
trans-thujone (11.4%) were the major constituents. Oxygenated sesquiterpenes were the 
main components of the oil (71.5%), whereas hydrocarbon sesquiterpenes were trace.

Keywords: Artemisia kulbadica, Head Space Solid-Phase Microextraction (HS-SPME), 
GC–MS, α-bisabolol oxide A, chamazulnene, α-bisabolone oxide, trans-thujone.
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