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اسـانس گل، برگ و سـاقه گیاه کلپوره به کمک دسـتگاه کلونجر اسـتخراج و اجزاء تشـکیل دهنده اسـاس آن با دسـتگاه 
کروماتوگراف گازی – طیف‌سـنج جرمی شناسـایی و درصد نسـبی هر یک از اجزاء مشـخص و شـاخص بازداری برای هر یک 
از ترکیبـات محاسـبه و بـا مقادیـر مرجع مقایسـه می‌شـود. همچنین اسـیدهای چرب تری گلیسـریدی آن به روش سوکسـله 
اسـتخراج و پس از عمل متیله کردن با پتاس الکلی، ترکیبات متیل اسـترهای اسـتخراج شـده شناسـایی و مقداریابی نسـبی 
انجـام می‌شـود. بـرای شناسـایی  ترکیبـات از جسـتجوی کتابخانـه‌ای و برای تاییدیه شـاخص بـازداری هر یـک از ترکیبات از 

نرم‌افزار کروم‌ایندکس1 اسـتفاده شـد.

طیف‌سنجی جرمی، گیاه کلپوره، جداسازی، 
شناسایی.

واژه‌های کلیدی

چکیده

نویسندگان

پرویز سلیمانی1*
کامران عشقی2

psoleimani134@hotmail.com٭  جداسازی و شناسایی اجزاء 
تشکیل دهنده اسانس و

 اسیدهای چرب تری گلیسریدی
  در گیاه کلپوره به روش

 کروماتوگرافی گازی – طیف‌سنجی جرمی

گیـاه کلپـوره، گیـاه بومـی ایـران بـوده و گیاهی گلدار، علفـی، دارای ظاهر سـفید پنبه‌ای و چند سـاله از تیره چتریان اسـت. زمان 
گل دادن آن بـه تناسـب شـرایط محیـط زندگـی بیـن خرداد و مرداد اسـت. زنبور عسـل به علـت وجود نوش و اسـانس‌های معطر 
در گل‌هـای آن بـه سـمت گیـاه جلـب می‌شـود. سـر شـاخه‌های گلـدار گیـاه اثـر مقـوی، نیـرو دهنـده و ضدتشـنج دارد؛ مصرف 
آن بـرای رفـع سـردرد، بیماری‌هـای دسـتگاه تناسـلی-ادراری و تاخیـر یـا عـدم وقـوع قاعدگـی بـه علت ضعـف کلی موثر اسـت. 
علاوه‌بـر ایـن، ضدتشـنج، تـب بـر و برای رفع ناراحتـی هاضمه و دل درد از آن اسـتفاده می‌شـود. همچنین این گیـاه دارای ویژگی 

ضداسپاسـم قوی است ]1و2[.
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 روش آنالیز:

 روش استخراج

ابتـدا 10 گـرم از نمونـه گیـاه کلپـوره را توزیـن کـرده و درون 
بـا 500 میلی‌لیتـر آب مقطـر  بالـون 1000 میلی‌لیتـری همـراه 
و چنـد عـدد سـنگ جـوش بـه آن اضافـه کـرده و بـه دسـتگاه 
کلونجـر متصـل می‌شـود. در بالای قسـمت ورودی بخـارات حدود 
یـک میلی‌لیتـر هگـزان بـه آن اضافـه کـرده تـا ترکیبـات اسـانس 
به‌طـور مسـتقیم وارد فـاز آلـی شـوند. حـدود 10 سـاعت عمـل 
اسـانس‌گیری انجـام شده‌اسـت. سـپس فـاز آلـی از فـاز آبـی جـدا 
می‌شـود. فـاز آلـی که محتـوی هگـزان و ترکیبات اسـانس اسـت، 
اسـتخراج شـده و عمـل آب‌گیـری توسـط سـولفات منیزیـم روی 
آن انجـام می‌گیـرد. طبیعـی اسـت کـه مقـدار هگـزان اولیـه )یک 
میلی‌لیتـر( در طـول اسـانس‌گیری کمتـر و حتـی بعضـی مواقع به 
حـدود 0/3 میلی‌لیتـر می‌رسـد. اگـر مقـدار هگـزان تغییـر نکـرده 
باشـد بایـد آن را تغلیـظ نمـود و بـه مقـدار 0/5 میلی‌لیتر رسـانده 
شـود. مقـدار 0/5 میکرولیتـر از نمونـه را به دسـتگاه کروماتوگراف 
گازی - طیف‌سـنج جرمـی تزریـق و طبـق شـرایط اعمـال شـده 
مـورد آنالیـز قـرار می‌گیـرد. لازم بـه ذکر اسـت که دمـای مطلوب 
را بایـد بـا مشـاهده اولیـن قطرات بخـارات آب در نظـر گرفت ]3[.

ابتدا  گلیسریدی،  تری  اسیدهای چرب  ترکیبات  استخراج  برای 
حدود 5 گرم از نمونه پودر شده گیاه کلپوره را داخل انگشتانه4 سیستم 
سوکسله قرار داده و به دستگاه سوکسله متصل و حدود 100 میلی‌لیتر 
بالون  به داخل  و  با 20 میلی‌لیتر دیکلرومتان مخلوط کرده  هگزان 
سیستم سوکسله منتقل شد. لازم به ذکر است که چند عدد سنگ 
جوش به محتویات بالون اضافه گردید. دمای بالون باید به‌طور دقیق 
کنترل شود، چون نقطه جوش هگزان بسیار پایین بوده و کوچکترین 
انجام  انفجار خواهد شد. بهترین دما برای  خطا باعث آتش‌سوزی و 
عمل سوکسله بین 45 تا50 درجه سانتیگراد است. سیستم را روشن 
مربوطه صورت گرفت.  به مدت حداقل 12 ساعت عملیات  و  کرده 
هنگامی که رنگ محلول داخل انگشتانه کاملا بی‌رنگ شد، نشان‌دهنده 
پایان واکنش است که در این حالت سیستم را خاموش کرده تا به 
دمای محیط برسد. محتویات داخل بالون را تغلیظ و صاف نموده و 
به 1 میلی‌لیتر می‌رسانیم. مقدار 17 قطره از نمونه تغلیظ شده را با 7 
میلی‌لیتر هگزان و 2 میلی‌لیتر پتاس الکلی 2 مولار مخلوط کرده و در 

دمای 60 درجه سانتیگراد به مدت 45 دقیقه قرار می‌دهیم ]4[.

 روش دستگاهی
دســتگاه  اســانس‌ها،  آنالیــز  اســتفاده  مــورد  دســتگاه 
دســتگاه  اســت.  جرمــی  طیف‌ســنج   - گازی  کروماتوگــراف 
ــه  ــی DB -5 ms، ب ــتون موی ــه س ــز ب ــراف گازی مجه کروماتوگ
ــه  ــت لای ــر و ضخام ــی 0/25 میلیمت ــر داخل ــر، قط ــول 60 مت ط
ــان  ــرعت جری ــا س ــوم ب ــل هلی ــت. گاز حام ــر اس 0/25 میکرومت
ــق 280  ــل تزری ــای مح ــت. دم ــه اس ــر دقیق ــر ب 1/5 میلی‌لیت
ــه  ــروع )2 دقیق ــه ش ــای آون از 50 درج ــانتیگراد و دم ــه س درج

ــه  ــه 280 )5 دقیق ــه ب ــر دقیق ــا ســرعت 10 درجــه ب ــف( و ب توق
ــه  ــق نمون ــدار تزری ــت. مق ــان یاف ــانتی‌گراد پای ــه س ــف( درج توق
0/5 میکرولیتــر، روش تزریــق انشــعابی بــه نســبت 1:80 و دمــای 
ــتگاه  ــود. دس ــانتی‌گراد ب ــه س ــیون 200 درج ــه یونیزاس محفظ
ــوده و  ــل( ب ــی )کوادراپ ــار قطب ــوع چه ــی از ن ــنج جرم طیف‌س
انــرژی یونیزاســیون آن 70 الکتــرون ولــت اســت. محــدوده جرمی 

ــت. ــه شده‌اس ــر گرفت ــی در نظ ــد جرم ــا500 واح ــن 43 ت بی

 تجزیه و تحلیل:
یکی از راه‌های شناسایی و تایید ترکیبات آلی در کروماتوگرافی 
بازداری5 هر ترکیب است. بخش  گازی، محاسبه و تعیین شاخص 
نرم‌افزار  پارس،  شنگرف  کیمیا  پژوهشی  شرکت  توسعه  و  تحقیق 
مخصوصی را طراحی و برای محاسبه شاخص بازداری ترکیبات به 
کار گرفته شد. اگر خواسته شود شاخص بازداری ترکیبات متعددی 
به‌عنوان مثال، 50 ترکیب را در یک نمونه اسانس به روش معمول 
محاسبه شود، وقت و زمان زیادی به‌منظور محاسبه تک تک ترکیبات 
صرف می‌شود، در صورتی که با نرم‌افزار کروم‌ایندکس در چند ثانیه، 
این عملیات با دقت بالا صورت می‌گیرد. برای محاسبه شاخص بازداری 
بدیهی است که ابتدا هیدروکربن‌های نرمال )C8-C30( طبق شرایط 
ذکر شده )همان شرایطی که روی نمونه اعمال شد( تزریق و زمان 

بازداری تک تک هیدروکربن‌ها بر حسب دقیقه مشخص می‌شود.
ــرای  ــی ب طیــف جرمــی حاصــل از دســتگاه طیف‌ســنج جرم
ــا  ــتجو در کتابخانه‌ه ــل جس ــا عم ــه ب ــود در نمون ــات موج ترکیب
از  اطمینــان  به‌منظــور  )نیســت،آدامز،وایلی( شناســایی شــد. 
کروم‌ایندکــس  نرم‌افــزار  از  کتابخانــه‌ای،  جســتجوی  نتیجــه 
اســتفاده شده‌اســت. ایــن نرم‌افــزار قــادر اســت تــا زمــان 
ــبه  ــس از محاس ــرده و پ ــت ک ــات را دریاف ــام ترکیب ــازداری و ن ب
شــاخص بــازداری هــر یــک از ترکیبــات، نــام و شــاخص بــازداری 
آنهــا را بــا ترکیباتــی کــه در بانــک اطلاعاتــی خــود دارد مقایســه 
نمایــد و هرگونــه عــدم تطابــق را بــرای بررســی مجــدد بــه اطــاع 
ــا 8[. شــکل )1( مقایســه اطلاعــات به‌دســت آمــده  برســاند ]5 ت
ــل از  ــج حاص ــا نتای ــدول( ب ــپ ج ــمت چ ــه )س ــز نمون از آنالی
ــزار  ــدول( نرم‌اف ــت ج ــمت راس ــی )س ــک اطلاعات ــتجوی بان جس
ــن  ــزار همچنی ــن نرم‌اف ــد. در ای ــان می‌ده ــس را نش کروم‌ایندک
ــام  ــی از ن ــا بخش ــب و ی ــر ترکی ــام ه ــردن ن ــا وارد ک ــوان ب می‌ت
ترکیــب مــورد نظــر بــه شــاخص بــازداری آن دســت پیــدا نمــود. 
به‌منظــور  زیــادی  قابلیت‌هــای  دارای  شــده  ذکــر  نرم‌افــزار 
ــت. ــانس‌ها اس ــده اس ــکیل دهن ــزاء تش ــات اج ــایی ترکیب شناس
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 بخش اسانس
کروماتوگرام حاصل از تزریق اسـانس ترکیبات گیاه کلپوره در شـکل )2( نشـان داده شده‌اسـت. همان‌طور که در شـکل )2( مشـخص 
اسـت، بیـش از 60 ترکیـب بـا زمان‌هـای بـازداری، درصد نسـبی مربوطه و شـاخص بـازداری در سـتون کروماتوگرافی گازی را نشـان داده 
اسـت. بـا توجـه بـه کروماتوگـرام، مشـخص اسـت از دو گـروه منوترپـن و دیترپـن تشـکیل شده‌اسـت. ترکیـب اصلـی )غلظت بیشـتر( در 

کروماتوگـرام مربـوط بـه ترکیـب والریانـول با درصد نسـبی حـدود 33 درصد اسـت ]12-8[.

شکل )2(: کروماتوگرام اجزاء تشکیل دهنده اسانس گیاه کلپوره.
.

جـدول )1( فهرسـت ترکیبـات شناسـایی شـده با درصـد فراوانی، زمان بازداری و شـاخص بازداری را نشـان می‌دهد. لازم به‌ ذکر اسـت 
کـه هـر یـک از ترکیبات مندرج در جدول شـماره )2( دارای خواص فیزیکی، شـیمیایی و دارویی اختصاصی هسـتند.

شکل )1(: نتیجه مقایسه داده‌های به دست آمده از آنالیز اسانس گیاه کلپوره )سمت چپ جدول( با بانک اطلاعاتی نرم‌افزار کروم‌ایندکس )سمت راست جدول(.



تخصصیدانش آزمایشگاهی ایران   سال نهم    شماره   2  تابستان   1400  شماره پیاپی 34 فصلنامه 

w
w

w
.I

JL
K

.i
r

2 0

ت 
الا

مق

جدول )1(: فهرست ترکیبات شناسایی شده معطره گیاه گلپور با درصد فراوانی، زمان بازداری و شاخص بازداری

زمان نام
بازداری

مساحت 
زیر 

پیک%

مساحت 
پیک

شاخص باداری 
قابل پیش‌بینی

شاخص بازداری 
مرجع

Thujene <alpha->7.210.152318640923924

Pinene <alpha->7.3714.242.18E08+934932

Camphene7.620.111626304951946

Verbenene7.670.02251869.6954961

Octen-3-ol <1->7.830.375641924965974

Sabinene7.910.131927056970969

Myrcene8.0413.792.11E08+979988

Limonene8.744.967583737310251024

Ocimene8.891.131731864710341032

Terpinene <gamma->9.150.03433344.510511054

Sabinene hydrate(cis)9.320.01174804.410621065

Linalool oxide9.370.01216197.810651067

Terpinolene9.630.09131840210821086

Linalool <dehydro->9.670.13204857110851088

Sabinene hydrate(trans)9.80.02240189.110931098

Octyl acetate <3->9.940.01224937.711021102

Campholena10.230.10160240611211122

Verbenol <cis->10.50.09132462111391137

Verbenol <trans->10.530.681033152911411140

Pinocarvone10.860.11162055811621160

Borneol10.910.08123402211651165

Terpinen-4-ol11.020.06951548.211721174

Terpineol <alpha->11.20.14221300811841186

Myrtenol11.310.07104898311921194

Myrtenal11.360.18277516011951195

Verbenone11.550.23352631212081204

Nerol11.620.22342481412131227
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بازداری

مساحت 
زیر 

پیک%

مساحت 
پیک

شاخص باداری 
قابل پیش‌بینی

شاخص بازداری 
مرجع

Carvone11.990.05693006.612381239

Bornyl acetate12.570.23348773812771283

Elemene <delta->13.340.09143449513321335

Neryl acetate13.430.07102152213381352

Copaene <alpha->13.920.05830180.313731374

Elemene <beta->14.080.45689499413851389

Caryophyllene14.594.176372124414241417

Farnesene14.70.62940343214321440

Caryophyllene <alpha->15.020.42646943914561454

Caryophyllene <9-epi-(E)->15.130.08122391214651464

Germacrene D15.363.895948233514831484

selinene15.380.65986520414841489

Selinene <beta->15.450.14213477114901489

Valencene15.50.52795105714941496

Bicyclogermacrene15.551.792740721214981500

Bulnesene15.610.15234289515021509

Guaiene15.680.15223516015081502

Cadinene <gamma->15.770.22339726815151513

Panasinsene15.863.004590736615221518

Elemol16.116.009174441115421548

Agarofuran <alpha->16.260.14210748615541548

Germacrene16.530.931424749315761574

spathulenol16.590.961470119715811577

Caryophyllene oxide16.70.56862913315901582

Eudesmol <5-epi-7-epi-
alpha->16.860.35541918916031607

Eudesmol <gamma->17.131.372089030716261630

Eudesmol <10-epi-gamma>17.191.692577513716311622

Valerianol17.4932.544.97E08+16561656

Eudesmol <alpha->17.571.552361940416631652
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ترکیبات  دارای  دارویی  گیاهان  که  است  بدیهی 
خاصی بوده و دارای خواص دارویی و پزشکی متفاوتی 
هستند. لذا گیاه کلپوره نیز از این قاعده مجزا نیست. 
دارای  کلپوره  گیاه  گرفته،  انجام  آنالیز  به  توجه  با 
ترکیبات متعددی در بخش اسانس آن است. همچنین 
اسیدهای چرب متعددی در آن یافت می‌شود. مساله 
از  استفاده  اشاره شد،  آن  به  مقاله  این  مهمی که در 
نرم‌افزار کروم‌ایندکس است که برای شناسایی ترکیبات 

به‌خصوص اسانس نقش بسیار مهمی دارد.

ری
گی

جه‌
نتی

 

پی‎نوشت

1. لیسانس فیزیک، مدیرعامل شرکت پژوهشی کیمیا شنگرف پارس
پژوهشی  شرکت  فنی  مدیر  محیط‌زیست،  شیمی  ارشد  کارشناس   .2

کیمیا شنگرف پارس

3. ChromIndex
4. Thimble
5.  Retention Index

جدول )2(: لیست ترکیبات اسیدهای چرب تری گلیسریدی متیله شده گیاه کلپوره

مساحت زیر پیک %زمان بازداری )دقیقه(نامردیف

14-Pentadecenoic acid, methyl ester18/750/79

2Pentadecanoic acid, methyl ester18/910/58

3Hexadecanoic acid, methyl ester19/9424/91

4Hexadecanoic acid, 14-methyl-, methyl ester20/920/77

5Methyl 5,9,12-octadecatrienoate21/522/81

69,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester21/6617/27

79-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester21/731/97

89,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,Z)-21/7433/91

9Octadecanoic acid, methyl ester21/915/53

10Eicosanoic acid, methyl ester24/195/06

11Docosanoic acid, methyl ester27/282/91

12Tetracosanoic acid, methyl ester31/921/52

 بخش اسیدهای چرب تری گلیسریدی

همان‌طـور کـه از کروماتوگـرام شـکل )3(، اسـتنتاج می‌شـود، 
بیـش از 10 ترکیـب اسـید چـرب تـری گلیسـریدی متیلـه شـده 
در گیـاه کلپـوره بـه دسـت آمده اسـت که لیسـت کامـل ترکیبات 
همـراه بـا زمـان بازداری و درصد نسـبی هـر یک از آنهـا در جدول 
نـام  فقـط  اسـت کـه  بـه ذکـر  بیـان شده‌اسـت ]31[. لازم   )2(
ترکیبـات اسـیدهای چـرب تری گلیسـریدی بیان شـده‌ و نام دیگر 
ترکیبـات مطرح نشده‌اسـت. بـرای مثال، در دقایـق 12 و 58 پیک 
مهمـی بـه نـام فیتـول وجـود دارد کـه از مقـدار نسـبی و نـام آن 
خـودداری شده‌اسـت. بدیهـی اسـت کـه در تمـام گیاهان بـه ویژه 
آنهایی که دارای سـبزینه هسـتند، ترکیب شـیمیایی فیتول وجود 
داشـته و بـه همـراه اسـیدهای چـرب تـری گلیسـریدی اسـتخراج 

.]41[ می‌شـوند 
شکل )3(: کروماتوگرام اسـیدهای چرب تری گلیسریدی متیله شده 

کلپوره گیاه 
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The essential oil of flowers, leaves, stems of Teucrium polium plant and triglyceride fatty 
acids were extracted by Clevenger and soxhlet instrument respectively. The components were 
identified by library and confirmed by chromindex software.
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