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  95-96سال تحصيلي 

 



  ١

  بنام خدا

  

  

  مقررات كار در آزمايشگاه
  د.زير را بدقت مطالعه و اجرا نمائيلطفاً نكات 

  

  

  به طور مرتب و در ساعات تعيين شده در آزمايشگاه حاضر شويد. -1

  ي ورود به آزمايشگاه پوشيدن روپوش الزاميست.برا -2

قبل از شروع به كار، دستور العمل مربوط به آن را بدقت مطالعه كنيد و بعد از پايان كار عملـي در هـر    -3

جلسه نتايج آزمايش هر جلسه را بصورت كتبي تهيه كنيـد و در همـان جلسـه بـه مسـئول آزمايشـگاه       
  تحويل دهيد.

  ه مواد شيميايي برچسب روي شيشه را بدقت بخوانيد.قبل از استفاده از هرگون - 4

  درب شيشه حاوي مواد شيميايي را بلافاصله پس از استفاده ببنديد و آنرا در جاي خود قرار دهيد. - 5

  مواد شيميايي اضافي را كه در بشر يا وسيله ديگري باقي مانده است به شيشه اوليه آن برنگردانيد. - 6

ه و يا لباس كار خودتان مـواد شـيميايي ريخـت فـوراً آنـرا بـا مقـدار        هر گاه روي ميز يا كف آزمايشگا -7

  زيادي آب بشوئيد تا كاملاً پاك شود.

  اگر هرگونه حادثه اي براي شما رخ داد، جريان را به مسئول آزمايشگاه اطلاع دهيد. -8

جهـز بـه   براي كار كردن با مواد، گازها و حلال هاي بودار و سمي حتماً بايـد آزمـايش را در محفظـه م    -9

  هواكش (هود) انجام دهيد.

  رسوبات و كاغذ صافي را در سطل مخصوص زباله بريزيد. - 10

 ميز خود را كاملاً تميز نمائيد. و قبل از ترك آزمايشگاه وسائل - 11

 
 
 
 

  



  ٢

  (Swelling Index)تعيين مقدار ضريب تورم 
  

ير مناسـبي از  صـمغ هـا و نيـز آنهـايي كـه داراي مقـاد       تعدادي از مواد گياهي دارويـي، خصوصـاً  
موسيلاژ، پكتين و همي سلولز هستند، مصارف دارويي يا درماني خاصـي بخـاطر خـواص متـورم     

شدنشان دارند. ضريب تورم عبارت از حجم اشغال شده به ميلي ليتر اسـت كـه يـك گـرم از مـواد      
 گياهي در شرايط مخصوص، متورم شده باشد. اين تعيين مقدار بر اساس افزودن آب به يـك مـادة  

گياهي (خواه گياه تام، خرد شده يا پودر شده) است. در اين آزمايش از يك استوانه مـدرج درب دار  
تكـان داده مـي شـوند و     و شيشه اي استفاده شده و مواد گياهي در آن بمـدت يـك سـاعت مكـرراً    

ي سپس مهلت مي يابند تا زمان خاصي بيحركت بمانند. آنگاه حجم مخلوط (به ميلي ليتر) خوانـده م ـ 
قطر داخلي و قسـمت درجـه بنـدي شـده بايـد مشـخص باشـد.         شود. ابعاد استوانه مدرج خصوصاً

د خـرد يـا پـودر    شـود ولـي در مـورد مـوا     مخلوط كردن مواد گياهي تام با آب به آساني انجام مي

در آب پخـش و پراكنـده شـوند. آزمـايش      شده، به تكان دادن شديد نياز است كه مواد گياهي كـاملاً 
  بار تكرار شود. 3مورد هر ماده حداقل  بايد در

  

  روش كار

  

وزن  را دقيقـاً  Allysum compstr)) و يـك گـرم قدومـه (   Plantago ovataيك گرم اسـفرزه (     

  استوانه مدرج با شرايط زير منتقل كنيد:جداگانه در دو كرده و 

تواند انـدازه بگيـرد.   را هم ب ml2/0روي آن مدرج و تا  ml25تا  0، از mm16قطر داخلي آن حدود 

ml25 دقيقه يكبار تا يك ساعت تكان دهيد. 10اضافه كنيد و مخلوط را هر  آب مقطر  
  ساعت در حرارت آزمايشگاه ثابت بماند. 3سپس صبر كنيد تا 

اندازه بگيريد. حجم متوسط هر بار اندازه گيري را  mlحجم اشغال شده توسط موادگياهي را به     
  ياهي محاسبه كنيد.براي يك گرم ماده گ

  



  ٣

  تجسس آنتوسيانين ها
  

همگـي در   كـه هاي موجود در گياهان مـي باشـند    ترين پيگمان آنتوسيانين ها مهمترين و فراوان    

. در آبي و صورتي گياهان را تشـكيل مـي دهنـد   ، بنفش، ارغواني، هاي قرمز آب محلول بوده و رنگ
در مولكول آنتوسيانين، رنگ حاصله تيـره تـر    اثر افزايش تعداد استخلاف هاي هيدروكسيل موجود

مي گردد. بعنوان مثال پلارگونيدين نارنجي مايل به قرمـز، سـيانيدين قرمـز تيـره و دلفينيـدين آبـي       

% اسـيد كلريـدريك اسـتخراج    1مايل به قرمز مي باشد. آنتوسيانيدين ها را ميتوان با محلـول سـرد   

اسـيدي رنـگ    pHز قرمـز تـا آبـي متغيـر اسـت. در      هاي مختلف ا pHكرد. رنگ آنتوسيانين ها در 

اسـيدي فـرم    pHقليائي آبي است. اين مـواد در   pHنرمال بنفش و در  pHآنتوسيانين ها قرمز، در 

توان ضمن گـرم كـردن نمونـه     قليائي فرم آنيوني دارند. لكوآنتوسيانين ها را مي pHكاتيوني و در 

دقيقه تشـخيص داد،   30-15ل بمدت ودريك در پروپاننرمال اسيدكري 2اي از بافت گياهي با محلول 
  توليد رنگ قرمز يا بنفش كه بتدريج قوي تر مي گردد نشانه مثبت بودن واكنش است.

فريك توليد رنگ آبي يا سبز مي نمايند ولي اين آزمايش اختصاصـي نيسـت.    يدكاتشين ها با كلر    
اتر مي توان عصاره غني از كاتشـين بدسـت    از اينرو با استخراج مواد گياهي بوسيله بنزن و سپس

تولوئن  -% الكلي اسيد پارا3آورد كه پس از كروماتوگرافي و مجاور نمودن كروماتوگرام با محلول 
  سولفونيك و گرم كردن، توليد لكه هاي زرد رنگي مي گردد كه نشانه وجود كاتشين است.
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  ٤

  شناسايي آنتوسيانين ها

در محـيط اسـيدي، قرمـز بـنفش و در      ،محيط تغيير رنگ مـي دهنـد   pHين ها بر حسب آنتوسيان    
نشان دهنده تغيير رنـگ آنتوسـيانين هـا بـر      و يا سبز مي گردند. آزمايش مربوطمحيط قليائي، آبي 

هاي متفاوت مي باشد. به نظر مـي رسـد كـه رنـگ قرمـز بـه علـت توليـد فـرم كـاتيوني            pHحسب 
  حاليكه رنگ آبي حالت آنيوني را نشان مي دهد. در ،آنتوسيانين ها است

  
  روش كار

  

گرم از كلم قرمز شسته شده را به قطعات كوچـك تقسـيم كـرده و     10براي انجام آزمايش مقدار     

دقيقـه اسـتخراج و    15قرمـز را بوسـيله جوشـانيدن بمـدت     كلم هاي  . پيگمانبريزيدآب  ml100در 

هـر  از محلول فـوق را در   ml2، برسانيد ml50جم آنرا به حاصل را در يك ظرف مدرج ريخته و ح
. كنيـد را ملاحظـه  حاصـل  و رنـگ هـاي    بريزيـد د، نلوله آزمايش كه محتوي بافر مي باش 18 يك از

   هاي مناسب بدست آيند: pHتا  بريزيدمحلول هاي بافر را طبق جدول زير در لوله هاي آزمايش 
  

 ml/NaO
H 0.1M 

ml/HCl 
0.1M 

ml/KH2PO4 
0.15M 

ml/K2HPO4 
0.15M 

ml/Na3PO4 
0.15M 

pH 

1 - 9.5 0.5 - - 2 
2 - 0.5 9.5 - - 3.6 
3 - - 10 - - 4.7 
4 - - 9.5 0.5 - 5.6 
5 - - 9 1 - 5.9 
6 - - 8 2 - 6.2 
7 - - 7 3 - 6.5 
8 - - 6 4 - 6.6 
9 - - 5 5 - 6.8 
10 - - 4 6 - 7 
11 - - 3 7 - 7.2 
12 - - 2 8 - 7.4 
13 - - 1 9 - 7.7 
14 - - 4.5 - 5.5 8 
15 - - 5 - 5 9.8 
16 - - 3 - 7 10.7 
17 - - - 3 7 11.2 
18 10 - - - - 14 
  

  



  ٥

  تجسس فلاونوئيدها
  

گلوكزيدهاي فلاوني و آگليكونهاي آنها را اغلب به نام فلاونوئيـدها مـي نامنـد. نـام آنهـا از لغـت           

Flavus ه معني زرد گرفته شده و سابقاً تركيبـات طبيعـي زرد رنـگ را بـه عنـوان فلاونوئيـد مـي        ب

 (Flavan) ماني از مشتقات فـلاوان هاي گياهي بوده كه از نظر ساختشناختند. فلاونوئيدها از پيگمان

دسـته مختلـف فلاونوئيـد     10و همگـي داراي خـواص مشـابهي مـي باشـند. تـاكنون حـدود         هستند
ولـي هسـته    ههـاي متفـاوتي داشـت    هاي اين تركيبـات سـاختمان   تشخيص داده شده است. آگليكون

  نشان داده مي شوند: C6-C3-C6كربن است و به صورت  15اصلي آنها داراي 

  
  

  
  

  
  

هـا، كاتشـين هـا، آنتوسـيانين      ها و فلاونون ها، ايزوفلاون هاي مختلف فلاون اين مواد در گروه    

  قرار مي گيرند: …ها و  ها، اورون ها، چالكون

  
  
  

  
  

  
  
  

  
  

  
  

  
  
  

  
روتـين و   ،كه از نظـر داروئـي داراي اهميـت اسـت روتـين مـي باشـد        يمهمترين ماده فلاونوئيد    

هاي مربوط به شكنندگي و خونريزي از عروق مـوئين بـه كـار مـي      ان بيماريهسپريدين را در درم
وئيدها داراي خاصيت ضد ويـروس، ضـدالتهاب و   هاي اخير نشان داده شده كه فلاون برند. در سال

  سرطان مي باشند، از اينرو تحقيقات دامنه داري روي اين مواد انجام گرفته است.ضد
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ت گلوكزيد و به صورت تركيـب بـا قنـدها پراكنـده مـي باشـند. هـر        فلاونوئيدها درگياهان به حال    

آگليكون فلاونوئيدي ممكنست در گياهان به صورت گلوكزيدهاي مختلـف وجـود داشـته باشـد. بـه      
 ها و ميوه هـا و بـرگ   هاي گياهي تشخيص داد، گل طور كلي اين تركيبات را مي توان در تمام اندام

هـاي چـوبي شـده گياهـان داراي آگليكـون       كه قسـمت  در حاليها حاوي گلوكزيدهاي فلاوني بوده 
  فلاونوئيدي هستند.

توان آنان را به آساني با الكل استخراج نمود. بهترين حلال  اين اجسام در آب محلول بوده و مي    

در اثـر   ايـن مـوارد  هـاي گيـاهي متـانول يـا اتـانول مـي باشـد،         براي استخراج فلاونوئيدها از بافت
  قلياها و آمونياك تغيير رنگ ميدهند.مجاورت با 

ناميـده   واكـنش سـيانيدين  آزمايش مهمي كه جهت تشخيص فلاونوئيدها به كار مي رود به نـام      
مي شود. اساس اين واكنش روي هسته گاما بنزوپيـرون قـرار دارد. بـراي ايـن واكـنش هرگـاه بـه        

راده منيزيم افـزوده شـود بسـته بـه     عصاره الكلي حاوي فلاونوئيدها اسيد كلريدريك غليظ و كمي ب

دقيقـه   2-1هاي مختلفي ممكنست حاصل گـردد. رنـگ معمـولاً پـس از      نوع فلاونوئيد موجود، رنگ
  تشكيل شده و شدت آن بستگي به غلظت فلاونوئيد دارد.

هـا،   ها، قرمز تا قرمـز تنـد و فلاونـون    در واكنش سيانيدين فلاونول ها، نارنجي تا قرمز و فلاون    
 مز تند تا قرمز آتشي مي گردند. گزانتون ها با واكنش سيانيدين جواب مثبت مـي دهنـد. چـالكون   قر

ها با واكنش سيانيدين جواب مثبت نمي دهنـد. مكانيسـم ايـن واكـنش تشـكيل تركيبـات        ها و اورون
  با املاح فلزات سنگين مثل املاح آلومينيوم، منيزيم و روي مي باشد. كمپلكس

  

  
  

  
  
  

  
  روش كار

  

  تجسس فلاونوئيدها

ميلي ليتر متانول روي بن ماري حرارت داده تا حجم نصـف گـردد و    30گرم علف چاي را با  3 -1
  سپس صاف كنيد، صاف شده را مجدداً تا تبخير كامل حلال روي بن ماري حرارت دهيد.

ريختـه، همـراه بـا هـم زدن و كمـي حـرارت       اتردوپتـرول   كمـي عصاره الكلي خشك شده روي  -2
عمل اسـتخراج بـا اتردوپتـرول را تكـرار كـرده تـا محلـول         .و سپس صاف كنيد مخلوطملايم، 

استخراج شده (عصاره اتري) تقريباً بيرنگ گردد. عصاره اتردوپترولي حاوي كلروفيـل، رزيـن   

  مي باشد و رسوب حاصل داراي فلاونوئيدها است.  …ها، چربي و 

از صاف  ml 1-2اف نموده، مقدار درصد حل كرده و سپس ص 80اتانول  ml10رسوب را در  -3
  لوله آزمايش بريزيد. دوشده را در 
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  ٧

بـراده   (نـوك اسـپاتول)   mg10-20اسـيد كلريـدريك غلـيظ و     ml 5/0به يكي از لوله ها مقـدار   -4

  منيزيم بيافزائيد.

هـاي توليـد شـده در     دقيقه ملاحظـه نمائيـد. همچنـين بـه رنـگ      10هاي حاصل را در طي  رنگ -5

  كنيد.قسمت كف لوله توجه 

مخلـوط مسـاوي آب و    ml2سـرد كـرده و بـا     لولـه در صورتيكه رنگ مشخصي حاصل گردد  -6

مخلوط و به شدت تكان دهيد و سپس بگذاريد تا فازهـا از يكـديگر جـدا گردنـد. وارد     آميل الكل 
  مي باشد. فلاونوئيديشدن رنگ در فاز آميل الكلي تائيدي بر وجود ماده 

  



  ٨

  تجسس آلكالوئيدها

  

از  تعداديوجود داشته و  گياهانآلكالوئيدها تركيبات آلي ازت داري هستند كه اكثراً در  به طوركلي

  آنها نيز در حيوانات يافت مي شوند.
آلكالوئيدها به علت دارا بودن عامل آمين اغلب داراي خاصيت بـازي هسـتند و ازت آنهـا بيشـتر در     

ين و كلشي سين كه از اين قاعـده مسـتثني   به غير از بعضي از تركيبات مثل افدر مي گيردحلقه قرار 

  مي باشند.
  

    موارد استعمال
خاصيت فارماكولوژي آلكالوئيدها بسيار متفاوت مي باشد. بعضي مانند مرفين و كدئين ضـددرد و  

محـرك سلسـله اعصـاب مركـزي     بروسين  و مخدر هستند در حاليكه گروه ديگري مانند استريكنين
در حاليكـه رزرپـين فشـار خـون را      ،ين خاصيت ميـدرياتيك دارنـد  وماتروپآتروپين و ه ؛مي باشند

را باعـث   واع مختلـف فعاليـت هـاي فيزيولوژيـك    پائين مي آورد. در حقيقت آلكالوئيدها قادرند كه ان

  ند.شو
  

  شناسايي كيفي آلكالوئيدها
كـه   مـواد طبيعـي   ،آلكالوئيدها در گياهان معمولاً به صورت نمك و بازهـاي آزاد يافـت مـي شـوند     

هـا هسـتند    ماليك) و تانن و اكثراً اسيدهاي گياهي (مثل اسيد اگزاليك ،همراه آنها مشاهده مي شوند
  آلكالوئيدها اين مواد قبلاً بايستي جدا گردند. ياختصاصكه جهت شناسايي 

محلـول يـا   زيادي مي باشند، اغلب در آب غير آلكالوئيدها داراي خواص فيزيكي و شيميايي مشترك
هستند و با اسيدها توليد املاح محلول در آب مي نمايند. آلكالوئيـدهاي آزاد بـه صـورت     كم محلول

هـا غيـر محلولنـد و بـدين وسـيله       باز در اتر و كلروفرم محلولنـد، ولـي امـلاح آنهـا در ايـن حـلال      

د آلكالوئيدها را مي توان جدا، خالص و تعيين مقدار نمود. جهت استخراج آلكالوئيدها معمولاً از اسـي 
آنها را به صورت نمك از عصاره هـا بدسـت مـي     ،رقيق و الكل استفاده شده و بعد از صاف نمودن

آورند. اين تركيبات در اثر قليايي كردن عصاره ها به كمـك قليـائي كننـده هـايي مثـل آمونيـاك بـه        
هاي آلـي مثـل كلروفـرم و اتـر قابـل اسـتخراج و از مـواد         صورت باز آزاد در آمده و توسط حلال

ديگري كه محلول در آب هستند، جداسازي مي شوند. به طـور كلـي بـه عنـوان مـاده قليـايي كننـده        
بيشتر از آمونياك استفاده مي شود، قليايي كننده هاي ديگر مثـل سـود در بعضـي از مـوارد باعـث      

ده جدا شدن استر آلكالوئيدها (مثل آتروپين و رزرپين) و يا تشكيل فنولات (مثل مرفين و كفالين) ش

  و به صورت محلول در آب مشاهده مي شوند.  
هايي استفاده مي شود كه بـا آنهـا ايجـاد رسـوب مـي نماينـد.        براي شناسايي آلكالوئيدها از معرف

آلكالوئيدها مانند ساير آمين ها تشكيل املاح مضاعف با تركيبات جيوه، طلا و پلاتين و ساير فلـزات  
اغلـب بـه حالـت رسـوب هسـتند و مقـداري از آنهـا قابـل         سنگين را مي نمايند. اين املاح مضـاعف  

شـيميايي اختصاصـي    هـاي  تشخيص به روش ميكروكريستالوگرافي مي باشند. همچنـين آزمـايش  

  تري را مي توان براي تعيين يك دسته آلكالوئيد خاص بكار برد.
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قطـره   2تـا   1هاي بازي استخراج شده آلكالوئيـدها را پـس از تبخيـر حـلال مـورد نظـر در        محلول

هـا   هاي هيدروكلرايد در آورده و توسط معـرف  اسيدكلريدريك حل كرده و آنها را به صورت نمك
ها مي توان حضور يـا عـدم حضـور     ، به طور كلي بر اساس خواص اين معرفشوندشناسايي مي 

  آلكالوئيدها را بررسي نمود.
بايسـتي هميشـه از دو معـرف    ضمناً قابل توجه است كه براي بهتر شناسايي كردن آلكالوئيدها مـي  

هايي كه جهت شناسايي آلكالوئيـدها اسـتفاده مـي شـود عبارتنـد از:       استفاده نمود. مهمترين معرف

KI.I)محلول يد (معرف واگنر)  KBiI)رف و، معـرف دراژنـد  (K2HgI4)معرف مـاير   ،(2  و اسـيد  (4

  تري نيتروفنل). -2،4،6( پيكريك

ا توجه به رسوب و تغيير رنگي كه بـا آلكالوئيـدها حاصـل    ب توان ها مي به طور كلي به كمك معرف
  .  كردمي كنند آنها را شناسايي 

  
  روش كار

   
جسـتجوي وجـود آلكالوئيـدها و در صـورت موجـود بـودن تشـخيص         هـاي  هدف از اين آزمايش

  بازهاي نوع اول، دوم يا سوم از تركيبات كواترنر مي باشند.

  
  ايش مقدماتيالف) تهيه محلول نمونه و انجام آزم

اسـيد   ml2بـه آن   پس از خشـك كـردن   را برداشته و گياه اسفنداز عصاره الكلي  ml20حدود  -1

  .دهيدافزوده و روي بن ماري قرار  N2كلريدريك 

سديم به آن افزوده و پس از بهم زدن آنـرا  يدگرم كلر 5/0محلول حاصل را سرد كرده و مقدار  -2
كافي محلول اسيدكلريدريك شسته تا حجم آن بـه  صاف نمائيد. رسوب روي صافي را با مقدار 

ml10  برسد. از محلول صاف شدهml2  و بقيه را براي مراحل بعـد   بريزيددر دو لوله آزمايش
  . كنيدنگهداري 

به يكي از لوله ها چند قطره معرف مير بيافزائيـد. حالـت اول: در صـورتيكه محلـول كمـي كـدر        -3

حالـت سـوم: رسـوب     سـوبي توليـد نمـي شـود (++).    حالت دوم: كدورت زياد ولي ر .شود (+)

  فراوان و سنگين توليد مي گردد (+++).
به لوله آزمايش دوم حاوي محلول صاف شده چند قطره معرف واگنر بيافزائيد و نتيجه را ملاحظـه  

كنيد. در صورتيكه رسوب يا كدروتي در هيچ يك از لوله ها تشكيل نگردد مي توان نتيجه گرفت كـه  
ه مورد آزمايش آلكالوئيد وجود ندارد. اگر واكنش توليـد شـده (+)، (++) يـا (+++) باشـد،     در عصار

نشانه اينست كه در عصاره مورد آزمايش ممكن است آلكالوئيد وجود داشـته باشـد. از اينـرو نيـاز     
  تائيدي مي باشد. هاي به آزمايش

  

  تائيدي براي وجود آلكالوئيدها هاي ب) جداسازي و آزمايش

اوليه براي وجود آلكالوئيد مثبـت باشـد، بـه محلـول اسـيدي مقـدار        هاي رتيكه آزمايشدر صو -1

كافي محلول آمونياك غليظ افزوده تا در مجاورت كاغذ تورنسل قليايي گـردد. توجـه كنيـد كـه     
  آمونياك غليظ بسيار خطرناك است و چند قطره از آن براي قليايي كردن محلول كافي است.
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دكانتاسيون كوچك منتقل كرده و آنرا سه بار و هـر بـار    آمپولا به يك محلول قليايي حاصل ر -2

كه از تكان دادن شديد مخلوط بـراي جلـوگيري از    كنيدكلروفرم استخراج نمائيد. دقت  ml10با 
تشكيل امولسيون پايدار خودداري نمائيد. حاصل استخراج كلروفرم را با يكديگر مخلوط نموده 

  قطير كم نمائيد. قسمت مايي را نيز براي مراحل بعد نگهداري كنيد.و سپس حجم آن را از راه ت

نرمال افزوده و روي بن ماري گـرم نمـوده تـا     2اسيدكلريدريك  ml5/1به باقيمانده كلروفرمي  -3

حل شود سپس آنرا خنك كرده و بداخل يك لوله آزمايش صاف نموده و صـاف شـده را بـدو    
  قسمت تقسيم نمائيد:

ه هاي آزمايش محتوي آلكالوئيد معرف مير و واگنر مطابق آزمايش قبلـي افـزوده   به هر كدام از لول
  و نتيجه  را به صورت (+)، (++) و (+++) ثبت نمائيد.

  

  ج) آزمايش جهت آلكالوئيدهاي كواترنر يا بازهاي آمين اكسيدي

 مـايي آلكالوئيدهاي كواترنر يا بازهاي آمـين اكسـيدي در صـورت موجـود بـودن، در محلـول        -1

قليايي پس از استخراج با كلروفرم باقي مي مانند. محلول را به يك بشر كوچـك منتقـل كـرده و    
نرمال بدان افزوده تا در مجاورت كاغذ تورنسـل، واكـنش محـيط     2مقدار كافي اسيد كلريدريك 

  اسيد مشاهده گردد. در صورت لزوم محلول را صاف كرده تا محلول شفافي بدست آيد.

سمت مساوي تقسيم نموده و به يـك نمونـه چنـد قطـره معـرف ميـر و بـه        صاف شده را بدو ق -2

  نمونه ديگر چند قطره معرف واگنر افزوده و نتيجه را ملاحظه نمائيد.

وجود آلكالوئيد كواترنر يا بازهاي آمين اكسيدي در صورتي مثبـت اسـت كـه واكـنش (++) يـا       -3

  (+++) در هر دو مورد ديده شود.

نشانه استخراج غير كامل آلكالوئيدهاي نـوع اول، دوم، سـوم اسـت و    واكنش (+) در اين مرحله  -4

  نتيجه بايد منفي تلقي گردد.
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  تجسس گليكوزيدهاي قلبي
  

به طور كلي استروئيدهاي متعددي در گياهان يافت مي شوند كه داراي اثـر بـارز روي عضـله قلـب     
مي كنند. تمام گليكوزيـدهاي قلبـي    مي باشند و به همين عنوان آنها را به نام گليكوزيدهاي قلبي ذكر

  از دسته استروئيدها بوده و داراي مشخصات ساختماني زير هستند:

  هسته سيكلوپنتانوپرهيدروفنانترن   -1

   C17ي) در ضويا شش ع اشباع نشده (پنج βو  αحلقه لاكتوني   -2

   C14در  βعامل هيدروكسيل   -3

  به فرم سيس   Dو  Cاتصال حلقه هاي  -4

  .C3يك يا چند قند در  -5

 -2كاردنوليـدها   -1دسته از مواد به دو دسته تقسـيم مـي شـوند:     آگليكون استروئيدي يا ژنين اين
  بوفاداينوليدها  

  
  

  
  
  

  
  

  
  

  
  

  .آنها مي باشد C17به طور كلي تفاوت حلقه استروئيدي اين تركيبات در 

و داراي حلقـه  كربنـي هسـتند    23دسته كاردنوليدها در طبيعت فراوانتر بوده و جزء اسـتروئيدهاي  

واژه بوفـو   لاكتـون) مـي باشـند. كلمـه بوفاداينوليـدها از      -گامـا (ي اشباع نشـده  ضولاكتوني پنج ع

كربن بوده و يك حلقه لاكتوني شش ضـلعي اشـباع    24آگليكون آنها داراي  ،(قورباغه) اقتباس شده

  است.و در وضع بتا متصل شده  C17لاكتون) به حلقه استروئيدي آنها در -نشده (دلتا

به طور كلي گليكوزيدهاي قلبي اعم از كاردنوليد و بوفاداينوليدها از نظر سـاختمان شـيميايي داراي   
  آنها تاثير بسزائي دارد. اي هستند كه در اثر فارماكولوژيكخصوصيات ويژه 

به فـرم  C و   Dركيبات اين است كه اتصال دو حلقههاي خاص شيميايي اين دسته ت از جمله ويژگي
باشند كه در استروئيدهاي موجود در طبيعت كمتر مشاهده گرديده اسـت. اتصـال سـاير     سيس مي

بـه فـرم تـرانس     Bو  C به فرم سـيس و دو حلقـه   Bو  Aحلقه ها به اين قرار مي باشد كه دو حلقه 
  اتصال دارند. 
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OH

Cardenolide                                                 Bufadienolide
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يـك  متصل شده و مي توانـد از   C3 در هيدروكسي عامل قند موجود در حلقه استروئيدي معمولاً به

  تا پنج قند به صورت زنجيري روي حلقه قرار گيرد.
ع شـده  كـه اغلـب در انتهـاي زنجيـر واق ـ     ردقند گلوكز را ذكر ك ـ از مهمترين قندهاي عادي مي توان

عادي هستند كه اختصاصاً همراه چنين تركيباتي مشاهده مي شـوند و  است. دسته ديگر قندهاي غير
  ثل: ند مشناخته مي شونام قندهاي دزوكسي به 
  

  
  

  
  

  
  
  

  شناسائي كيفي و استخراج

روي دو قسـمت   ئي تركيبـات كاردنوليـدها مـي تـوان    از مهمترين روش هاي شيميايي جهت شناسـا 
  :ادحلقه عمل شناسائي را انجام د

  ))Keddeه (الف) شناسائي حلقه لاكتون (واكنش بالجت و كد

محيط قليائي ايجاد رنگ نـارنجي   در واكنش بالجت اين دسته تركيبات در مجاورت اسيد پيكريك در
مي نمايند كه در اثر واكنش اسيد پيكريك روي حلقه لاكتوني ايجاد مي شود. البته در بعضي مـوارد  

  (وجود آنتراكينون و اسيد اسكوربيك در نمونه) جواب مثبت كاذب گرفته مي شود. 
  

  
  

  
  
  

  
موجـود در كاردنوليـدها در محـيط    دي نيترو بنزوئيك اسيد بـا حلقـه لاكتـون     5 ،3، هدر واكنش كد

دقيقه پايدار بـوده و بـزودي    10قليائي ايجاد رنگ آبي مايل به بنفش مي نمايد كه براي مدت حدوداً 
  رنگ خود را از دست مي دهند.

CHO
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OH

OH
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CH3

D- Digitoxose D- Cymarose L- Rhamnose
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  ب) شناسائي قند دزوكسي (واكنش گزانيترول)

. در گليكوزيـدهاي  از اين واكنش مي توان اختصاصاً جهت شناسائي قندهاي دزوكسي استفاده نمود
  قلبي كه حامل چنين قندهائي نباشند، آزمايش گزانيترول منفي خواهد بود.

قبل از شناسائي اين دسته تركيبات مي توان بعضي از مواد زائـد همـراه را توسـط محلـول اسـتات      
  هاي آلي آنها را استخراج نمود. سرب رسوب داد و جداسازي نمود و در نهايت توسط محلول

هـا، كلروفيـل    يباتي كه توسط محلول استات سرب ايجاد رسوب مي نمايند عبارتند از تانندسته ترك

و فلاونوئيدها. براي بررسي گليكوزيدهاي قلبي در عصاره ها يا تنتورهاي هيدروالكلي مـي بايسـتي   
ها را توسط آب رقيق نمود و بعد با استفاده از محلول استات سرب مواد زائد همـراه را   اين محلول

هاي هيدروالكلي باعث افزايش حلاليت استات سرب در اين  رسوب داد. اضافه نمودن آب به محلول
  ها مي شود. محلول

  

    موارد استعمال گليكوزيدهاي قلبي
گليكوزيدهاي قلبي يكي از مهمترين داروهاي مؤثر بر نارسائي قلب مي باشند. كـاربرد ايـن داروهـا    

سيسـتوليك مـي    ياد بوده كه سبب افـزايش نيـروي انقباض ـ  در درمانشناسي به خاطر قدرت اين مو
ها بـه   گردد. افزايش قدرت انقباض عضله قلب ضعيف شده سبب مي گردد كه خون موجود در بطن

طور كامل تخليه شود و زمان انقباض عضله قلب كوتاه شود. بدين طريق عضـله قلـب زمـان كـافي     
  براي استراحت بين دو مرحله انقباض خواهد داشت. 

  
  روش كار

  

  تجسس قند دزوكسي

از محلـول الكلـي حاصـل از     ml10مقـدار  برگ گيـاه را بـا متـانول عصـاره گيـري كنيـد.        5-4 -1

  استخراج گياه را در يك كپسول چيني روي بن ماري خشك كنيد.

رسوب را روي بن ماري با اتردوپترول گرم كرده تا تركيبات رنگي و مواد چربـي حـل شـده و     -2

  يد (دو بار تكرار گردد).آنرا دكانته نمائ

 ml50فريـك در  يد درصد كلر 10ميلي ليتر از محلول  3/0فريك (يد معرف كلر ml 3به رسوب  -3

  اسيد استيك خالص) افزوده و پس از مخلوط كردن بداخل يك لوله آزمايش كوچك بريزيد.

ك غلـيظ را  اسـيد سـولفوري   ml 2-1درجه گرفته ايد مقدار  45در حاليكه لوله را به حالت زاويه  -4

وارد نموده تا دو لايه كاملاً متمايز تشكيل گردد. از تكـان دادن لولـه   از كناره لوله به كمك پيپت 
  خودداري نمائيد.

 در حد فاصل دو لايه حلقه رنگي (ارغواني) توليد شده نشانه وجود قند دزوكسي مي باشد. -5



  ١٤

  تعيين مقدار آب و رطوبت موجود در بافتهاي گياهي

  

  قدار آب به روش آزئوتروپي با گزيلن) تعيين م1
مقدار نمونه اي كه جهت تعيين رطوبت به كار مي رود بايد به نحوي باشد كه براي گياهـان خشـك    

 4-3 گرم باشد كه با ايـن روش مقـدار تقريبـي    5-4گرم و براي گياهان تازه در حدود  20در حدود 
  آب اندازه گيري مي شود.ميلي ليتر 

  

  روش كار

  

زائـد  اه دارويي به صورت ريزوم باشد بايد به قطعات كوچك تقسيم و در آسياب مخصـوص  اگر گي
گـرم و   20(در مورد گيـاه خشـك برابـر     كنيدنمود. سپس مقدار معيني از آنرا بدقت وزن  آنرا خرد

در يـك بـالن    كـه گرم) در اينجا از برگ تازه شمشاد استفاده مـي شـود    5براي گياه تازه در حدود 

ml250 حاوي  كهml200      ،و دسـتگاه   دريزي ـبگـزيلن بـدون آب مـي باشـدDean Stark   را بـه آن
. ابتدا محتوي بالن را به آهستگي تا حد جوش حرارت داده و سـپس درجـه حـرارت را    دنمائيوصل 

قطره آب تقطير شود. پس از خارج شـدن كامـل آب موجـود در     2كه در هر ثانيه  دكنيطوري تنظيم 
ش حجم آب) حرارت را قطع نموده و آخرين قطرات آب را به كمـك ميلـه شيشـه    ها (عدم افزاي بافت

 Deanآب حاصـل را از روي درجـات دسـتگاه    اي در قسمت جمع شونده لوله وارد نموده و مقدار

Stark اگر نتوانستيد از روي درجات دستگاه مقدار آب را محاسبه نمائيد مي تـوان از يـك   دخوانيب .

  ميزان آب خارج شده از گياه استفاده نمود.براي تعيين  ml10مزور 
  

    ) تعيين مقدار آب گياه از طريق وزني (كم شدن وزن ماده مورد آزمايش)2
  :روش كار

گرم برگ تازه را كه بوسيله ترازوي حساس، وزن نمـوده ريختـه و سـپس     5در يك پليت شيشه اي 
مقدار كامـل   .ه تا كاملاً خشك شودمدت چند ساعت قرار داده بي سانتيگراد درجه  100آنرا در اتو 

رطوبت هنگامي بدست مي آيد كه پس از چندين بار توزين كپسول چيني محتوي مـاده مـورد نظـر،    
  .نمائيدنقصان وزني ملاحظه نگردد و سپس درصد مقدار رطوبت را محاسبه 

  

  



  ١٥

  تعيين مقدار خاكستر مواد دارويي
  

  روش كار

  

  ويي خرد شده تعيين مي شود. گرم ماده دار 2خاكستر در اين روش 

كاتور قـرار  يس ـوزه را از كوره خارج نموديـد در د كروزه را ابتدا در كوره قرار داده پس از آنكه كر
ايـن عمـل را دو بـار     ؛مراقب باشيد تا در اثر تغيير دما كروزه نشكند. سپس آنـرا وزن نمائيـد   ،دهيد

(اگر ماده داروئـي   دكنيارويي را به آن اضافه گرم ماده د 2تا وزن كروزه تثبيت گردد و  دكنيتكرار 

  سپس سرد كرده و وزن نمود). ،قرار دادي سانتيگراد  درجه  100خشك نباشد بايد آنرا در اتو 
  

  خاكستر تام

تـا ايجـاد    دهيـد دقيقـه قـرار    30ابتدا ماده دارويي را در كروزه قـرار داده و آنـرا در كـوره بمـدت     

كاتور قرار داده تا سرد شود سپس آنـرا وزن  يسكروزه را در د پسخاكستر سفيد كلسيفيه شود، س
  .كنيد

  

    خاكستر نامحلول در اسيد

وارد كـرده و   ml100% در يـك بشـر   10سانتي متـر مكعـب اسـيد كلريـدريك      25خاكستر تام را با 

صـاف كـرده و دو    (Ashless). سپس آن را روي كاغذ بدون خاكسـتر  دهيددقيقه حرارت  5بمدت 

دقيقـه آنـرا خشـك     15مـدت  ه ب ـي سـانتيگراد  درجه  100و در اتو  بشوئيدب گرم صافي را بار با آ
  .كنيد

تا كلسـيفيه شـود. بعـد آنـرا در      دهيدسپس فيلتر را در يك كروزه وزن شده گذاشته، در كوره قرار 

  .نمائيدكاتور قرار داده تا سرد شود و سپس آنرا وزن يسد
تـوان از روي آن خاكسـتر محلـول     بدست مي آيد، كه مـي  بدين ترتيب خاكستر غيرمحلول در اسيد

  در اسيد را نيز محاسبه نمود.
  



  ١٦

  استخراج اسانس رازيانه و شناسايي اجزاء تشكيل دهنده آن
  

كـه در   هاي مختلف گياهان وجود دارند و از آنجائي ها تركيبات معطري هستند كه در بخش اسانس

 Etheral oils، Volatile خير مي شـوند لـذا بـه آنهـا    آزاد تب دماي معمولي و در مجاورت با هواي

oils  ياEssential oils .گفته مي شود  

ها مخلوط هاي كمپلكسي از مواد مختلف مي باشند اما اكثر تركيبات موجـود در اسـانس از    اسانس
و سزكويي ترپنوئيدها) هستند و گروه كـوچكي از آنهـا جـزء     -نظر بيوسنتزي جزء ترپنوئيدها (منو

ها) قرار دارند و لذا بطور كلي مي توان گفت اين گـروه از تركيبـات    كيبات آروماتيك (فنيل پروپنتر

هـا، آلدئيـدها، اترهـا،     هـا، كتـون   ها و مشتقات اكسـيژنه آنهـا (الكـل    طبيعي مخلوطي از هيدروكربن

  ) مي باشند.…اكسيدها 

خـواص فيزيكـي مشـترك     تعداديها از نظر اجزاء تشكيل دهنده بسيار متفاوتند ولي داراي  اسانس
بوي مشخص، ضريب شكست، فعاليت نوري، عدم امتزاج بـا آب امـا محلـول در اكثـر      هستند چون:

  هاي آلي. حلال
  

  استخراج   روش هاي

هـا وجـود دارد امـا معمـولي تـرين روش تهيـه اسـانس         هاي مختلفي جهت استخراج اسانس روش

مي باشد.  (distillation)روش تقطير  (official volatile oil)هاي رسمي  بويژه در مورد اسانس

ــا آب     ــه دو روش ب ــر اســانس ب ــار  (water or hydrodistillation)تقطي ــا بخ  Steam)و ب

distillation) هاي مختلف بكار مي رود. در سـطح آزمايشـگاهي    هاست كه جهت تهيه اسانس سال

 (Clevenger apparatus)ر هـاي سـبكتر از آب از دسـتگاهي بنـام كلـونج      براي استخراج اسـانس 

  استفاده مي شود.

مخلوطي از آب و اسانس است كه معمـولاً بـه صـورت دو     ،بدست آمده (distillate)صل تقطير اح

ها در مجاورت با نور و اكسيژن اكسيده و تيره مـي شـوند    لايه مجزا جمع آوري مي شود. اسانس
و در محلي تاريـك و خنـك    دارشه هاي تيره دريد آنها را در شيلذا به منظور جلوگيري از اين امر با

  نگه داري نمود.
  

  هاي جداسازي و شناسايي روش

هاسـت و بـدين منظـور     متداول ترين شيوه جهت آناليز اسانس (GC)امروزه كروماتوگرافي گازي 
هاي مختلف كاپيلاري با پلاريته هاي مختلـف اسـتفاده مـي شـود. سـاده تـرين راه بـراي         از ستون

از سـتون مـي    مـواد هـاي خـروج    استفاده از شـاخص  GCشناسايي اجزاء اسانس توسط آناليز و 

ــازداري   ــد از: زمــان ب ــه عبارتن ــازداري كــواتس  (Retention time= Rt)باشــد ك و شــاخص ب

)(Kovat's Retention Index= KRI.  

 ابزاري بسيار دقيـق و قدرتمنـد بـه منظـور     (MS)متصل به اسپكتروسكوپ جرمي   GCاستفاده از

 GC/MSها مي باشد و امروزه بطور گسترده اي از دسـتگاه   شناسايي اجزاء تشكيل دهنده اسانس

  در شناسايي تركيبات اسانسي استفاده مي شود.



  ١٧

 TLCبطور گسترده اي در آناليز تركيبات اسانسي بكار مي رود اما به هر حـال   GCامروزه  اگرچه

يچيده ندارد و در بررسي مقدماتي مواد اسانسـي  تكنيك ارزان و سريعي است كه نياز به تجهيزات پ
  ها) كارآيي خوب و قابل توجهي دارد. (مثلاً در فارماكوپه ها براي ارزيابي كيفيت و خلوص اسانس

  
  روش كار

  

  استخراج اسانس

آب اضافه نمائيـد و   ml700ريخته و به آن  ml1000پودر ميوه رازيانه را در يك بالون  g70ميزان 

ساعت عمل اسـانس گيـري را انجـام دهيـد. اسـانس       3ل بالون به دستگاه كلونجر مدت بعد از اتصا
  د و با مقدار كافي سولفات سديم انيدر آنرا خشك نمائيد.ينكحاصل را از دستگاه خارج 

  توجه: دقت نمائيد كه آبگيري از اسانس به طور كامل و در نهايت دقت صورت گيرد.

  
  شناسايي

  يفيالف) شناسايي مقدماتي ك

  :استفاده مي شود  TLCه تركيبات موجود در اسانس از روشبه منظور شناسايي اولي

  تولوئن رقيق نمائيد. ml9اسانس را با  ml1تهيه محلول تست:  -1

  GF254نوع سيليكاژل  TLCفاز ساكن: صفحات استاندارد  -2

  )7:93اتيل استات ( -فاز متحرك: تولوئن  -3

بصورت نقطـه اي   TLCروي پليت ده اسانس را از محلول رقيق ش µl5: در حدود TLCروش  -4

از انتهاي صفحه بكاريد. توسط فاز متحرك كروماتوگرافي را تا ارتفـاع   cm2و به فاصله تقريباً 

  انجام دهيد و سپس صفحه را خشك نمائيد. cm15تقريباً 

  :رديابي لكه ها: به سه روش صورت مي گيرد -5

  254nmبا طول موج  UVاستفاده از نور  -

  دقيقه 5براي  c110°معرف وانيلين در اسيد سولفوريك و متعاقب آن حرارت در اسپري  -

  .دي نيتروفنيل هيدرازين -4، 2اسپري معرف  -
  

از  µl5 جـزاء اسانسـي را در اختيـار داريـد،    تهيه محلول شاهد: در صورتي كه اسـتانداردهاي ا  -6

ولـوئن خـوب مخلـوط    حجـم ت  30حجم از هر نمونه اسـتاندارد را بـا    1محلول رقيق شده آنها (
  نمائيد) را نيز مجاور لكه محلول تست بكاريد و سپس كروماتوگرافي را انجام دهيد.

  



  ١٨

  ب) شناسايي كيفي و كمي

در اين بخش به منظور جداسازي بهتر و شناسايي دقيق تر تركيبات موجود در اسـانس بـه ترتيـب    

مـواد از سـتون اسـتفاده مـي     هاي خروج  و استفاده از تركيبات استاندارد و شاخص GCاز روش 

و نمونه هاي استاندارد بعضي از مواد موجـود   GCشود و متعاقباً با كمك كروماتوگرام حاصل از 
  در اسانس تعيين مقدار مي گردند.  

  
  



  ١٩

  تجسس تانن ها و پلي فنل ها
  

يـاهي  مي باشـند كـه بـه مقـدار زيـاد، در عـالم گ       پيچيدهتانن ها دسته بزرگي از مواد آلي طبيعي     
پراكنده بوده و در اكثر تيره هاي گياهي يافت مي گردند. تانن ها از دسته تركيبات پلي فنلـي طبيعـي   

بـا آب و الكـل توليـد محلـولات كلوئيـدي مـي        ، اينهـا بدون ازت مي باشند كه غير قابل تبلور هستند
الا بـوده و قـادر   نمايند و داراي طعم قابضي هستند. تانن هاي حقيقي داراي وزن مولكولي بسيار ب ـ

ها وزن مولكولي پائين تـري داشـته و بنـدرت     به تركيب با پروتئين ها هستند، در حاليكه پزودوتانن
با پروتئين ها تركيب مي گردند. دو گروه عمده تانن هاي حقيقي شامل تانن هـاي هيـدروليز شـونده    

  كندانسه (غير قابل هيدروليز) هستند.تانن هاي و 
سوب محلول ژلاتين، آلكالوئيدها، نمك فلزات سنگين، آمين ها و آميدها مي شـوند  تانن ها باعث ر    

و با املاح آهن رنگ آبي تند يا سـبز مايـل بـه سـياه توليـد مـي كننـد كـه ايـن خصوصـيات جهـت            

هاي پيشـرفته   شناسايي كيفي و كمي تانن ها استفاده مي شود. قابل توجه است كه امروزه از روش
شناسائي كيفي و كمي تانن ها استفاده مي گردد، البته تانن هـا را مـي تـوان بـا     كروماتوگرافي جهت 

  و اسپكتروفتومتري نيز تعيين مقدار نمود. رنگ سنجيهاي  كمك روش
  طبقه بندي معمولي تانن هاي موجود در طبيعت به قرار زير مي باشد:    

  
  ) تانن هاي كندانسه يا تانن هاي كاتشول1
نن ها كه قسمت اعظمي را تشكيل مي دهند از پلي مرهاي تركيبـات فنلـي بـوده كـه     اين دسته از تا    

 Flavan-3,4و Flavan-3-olوابسته به فلاونوئيدها هستند (ساختمان مشـابهي بـا فلاونوئيـدهاي    

diol  مثل كاتشين  نيستنددارند) اما در آب محلولCatechin :  

  
  

  
  

  
  

مريـزه محسـوب مـي شـوند و حـداقل از تشـكيل دو       تانن هاي كاتشول جـزء دسـته تركيبـات پلـي     

مي  6′و  2′و 8و  6مولكول از تركيبات فوق بوجود مي آيند. اتصال حلقه ها غالباً توسط كربن هاي 
دسـته از   انجام مي گيـرد. ايـن   8و  4 باشد ولي در مورد پروآنتوسيانيدين ها اتصال بين كربن هاي

مـي  نشان داده و بدسته تركيبـات پيچيـده غامضـي تبـديل     تانن ها در اثر حرارت از خود ناپايداري 

معـروف  ) phelobaphene tannins( محلول بوده و بعنوان تانن هاي فلوبافنشوند كه در آب غير

كمتري نسبت بـه كاتشـول مـي باشـند. تـانن هـاي        بسيارمي باشند. اين مواد داراي كيفيت مصرفي 
  شند:كاتشول يا فلوبوتانن داراي مشخصات زير مي با

هاي اسيدي) توليد فلوبافن قرمز غير محلول (قرمز  در اثر جوشاندن با اسيد كلريدريك (محلول -
  قهوه اي) مي نمايند. -پلي مرهاي قرمز  -تانن

  فريك توليد رنگ سبز ( بعلت وجود دو عامل هيدروكسيل مجاور يكديگر) مي نمايند.يد با كلر -

OHO

OH

OH

OH

OH

8

6 4
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2

2

6'

'



  ٢٠

  با آب برم توليد رسوب مي نمايند. -

  كلريدريك ايجاد رسوب قرمز مي كنند. دئيد، اسيدبا فرمĤل -
  

  ) تانن هاي هيدروليز شونده يا تانن هاي پيروگالل2
هـاي   محلـول در آب گـرم بـوده و توليـد محلـول      و اين دسته از تانن ها قهوه اي رنگ، بي شكل    

هيدروكسـي دي  گاليك اسيد و يا  مركلوئيدي مي نمايند. اين دسته تركيبات استرهاي اسيد گاليك، دي
فنيك اسيد همراه با قند (غالباً به صورت تركيبات گلوكوزيدي) مي باشـند. از سـاده تـرين گالوتـانن     

  ها مي توان، دو تركيب زير را نام برد:
  
  

  
  

  
  

  
  

  تانن هاي اين دسته داراي مشخصات زير مي باشند:

هيـدروليز شـده و غالبـاً     ،ادر اثر حرارت با آب، اسيد كلريدريك رقيق، قليائي ها و نيز آنـزيم ه ـ  -
تركيبات فنلي كه معمولاً از مشتقات اسيد گاليك مي باشـند)   توليد اسيد گاليك يا اسيد الاژيك (يا

  را مي نمايند.

  با آب برم رسوب نمي دهند. -

  اسيد كلريدريك رسوب نمي دهند. -لدئيدمابا فر -

  مجاور يكديگر) مي نمايند. فريك توليد رنگ آبي (به علت وجود سه عامل هيدروكسيلريد با كل -

  
   موارد استعمال تانن ها

تانن ها روي بافتهاي زنده اثر قابض داشته و اين خاصيت اساس اثـر درمـاني آنهـا را تشـكيل مـي      
دهد. مصرف داخلي اين مـواد در دسـتگاه گـوارش بيشـتر بـه عنـوان قـابض بـوده و در مصـرف          

ازدگي پنجه ها، التهابات پوستي، هموروئيـد  خارجي بيشتر جهت معالجه سوختگي ها، زخم ها، سرم
ها توسط تـانن   در درمان سوختگي ها پروتئين بافت .و بالاخره ضد عرق مصرف فراواني را دارند

و بدين وسيله يك پوشش محافظ با در نظر گرفتن خاصيت آنتي سپتيكي تشـكيل مـي    كردهرسوب 
محلول و توليـد  ها به علت تشكيل املاح غيرتانن  آلكالوئيدها محلول پادزهرشود. همچنين به عنوان 

از خاصيت ايجاد رسوب بين تـانن و پـروتئين    .رسوب با آلكالوئيدها داراي ارزش زيادي مي باشند

 ها جهت توليد چرم از پوست حيوانات در دباغي سابقاً بخصوص استفاده مي شده و به علـت رنـگ  
ع جوهرسازي حائز اهميت هسـتند. از تـانن هـا    هاي تندي كه با املاح آهن ايجاد مي نمايند در صناي

جهت شناسايي پروتئين، ژلاتين و آلكالوئيدها استفاده مي شود. قابـل توجـه اسـت كـه تـانن هـا در       

COOH

HO OH

HO

HO

OH

OH

HOOC
HO

OH

OH

COOH

1- Galloylglucose Hexahydroxy di phenicacid
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هـاي   صنايع آرايشي و بهداشتي و صنعت نوشابه سازي نيز استفاده هـاي فراوانـي دارد. در سـال   

  ن نيز مي باشند.سرطاكه اين مواد داراي اثر ضداخير نشان داده شده 
  

  روش كار
  

(روي بن ماري) تـا حجـم آن نصـف     بجوشانيدمتانول  ml30را در  نمونه گياهيگرم  10مقدار  -1

و  كنيـد آب مقطـر جـوش حـل     ml10و بعـد در   كنيـد . صاف شده را خشك كنيدگردد و صاف 

سديم به محلـول سـرد شـده     كلريد% 10قطره محلول  4-2به حرارت آزمايشگاه برسد.  بگذاريد
  تا بدينوسيله تركيبات غير تانن رسوب داده شود. بيافزائيد

  در چهار لوله آزمايش بريزيد. ml 3محلول را صاف نموده و صاف شده را به مقادير  -2

  هاي زير بيفزائيد: بهر كدام از لوله هاي آزمايش از معرف -3

  افزوده و تشكيل رسوب را ملاحظه نمائيد. 1% ژلاتيني به لوله آزمايش 1قطره محلول  5تا  4الف) 
 2%) بـه لولـه آزمـايش    10سـديم   يـد % به عـلاوه نمـك كلر  1دار (ژلاتين  قطره ژلاتين نمك 5تا 4ب) 

  افزوده و توليد رسوب را ملاحظه نمائيد.
  افزوده و رنگ و رسوب را ملاحظه نمائيد. 3به لوله  %1 فريككلريد قطره محلول  4تا 3ج) 

  را بعنوان شاهد به كار بريد. 4مايش د) لوله آز
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  استخراج، تعيين مقدار و شناسايي كافئين قهوه
  

درصـد  3/1تا  1درصد در برگ چاي و  3تا  1كافئين آلكالوئيدي است ازگروه پورين ها، كه بميزان 

در دانه قهوه وجود دارد. كافئين خواص فارماكولوژيك متعددي ازجملـه تحريـك سيسـتم اعصـاب     

  دارد.…مدر و مركزي، 

  
  اين آزمايش شامل مراحل زير مي باشد:

مرحله استخراج: وزن معيني از قهوه را بمدت چند دقيقه در مجاورت آمونياك قـرار داده و بعـد    -1
  با كلروفرم در دستگاه سوكسله استخراج مي كنند.

  مايند.محلول كلروفرمي را تغليظ كرده، با اسيد رقيق مجاور مي كنند و سپس صاف مي ن -2

  محلول صاف شده را با سود نرمال قليايي كرده و با كلروفرم استخراج مي كنند. -3
  محلول كلروفرمي حاصل را تغليظ مي كنند و كافئين را بدست ميĤورند. -4

  
  روش كار

  
ميلـي ليتـر    5گرم قهوه بـو داده و نـرم شـده را در يـك ظـرف شيشـه اي ريختـه و مخلـوطي از          5

  به آن بيافزاييد و بخوبي مخلوط كنيد. لي ليتر آمونياك را تدريجاًاتراتيليك و يك مي

  مخلوط حاصل را با دستگاه سوكسله با استفاده از كلروفرم استخراج نمائيد.
بعد از تكميل عمل استخراج، محلول كلروفرمي حاصل را تقطير كنيد بطوريكه همـه كلروفـرم خـارج    

اسـيد   ml10نرسـد و باقيمانـدة حاصـل را بـا حـدود       شود و از باقيمانده بوي اين حلال بـه مشـام  

آب افـزوده و در   ml10نرمال مجاور كرده و چند لحظه صبر كنيـد، سـپس بـه آن     1/0سولفوريك 

همان حال صاف كنيد. محلول صاف شده را پس از سرد شدن با كمي سود نرمال قليـايي نمـوده و   

  كلروفرم استخراج كنيد. m15 در يك قيف جدا كننده (آمپول دكانتاسيون)، سه بار با

ه را محلول هاي كلروفرمي را پس از جدا كردن تقطير نمائيد تا حجم آن كم شـود و سـپس باقيمانـد   
وزن شده، منتقل و پس از خارج كردن كامل كلروفرم بوسيلة حـرارت   به يك پليت شيشه اي كه قبلاً

  م قهوه بدست آوريد.گر 5غير مستقيم، آن را وزن كنيد. درصد مقدار كافئين را در 

آنـرا تهيـه كـرده و بـا طيـف كـافئين اسـتاندارد          .I.Rجهت اطمينان از كافئين استخراج شده، طيف 

  مقايسه كنيد.
  

  



  ٢٣

  جستجوي گلوكوزيدهاي سيانوژنتيك
  

تركيباتي در گياهان كه سبب آزاد كردن اسيد سيانيدريك در اثر هيدروليز مـي گردنـد بـه علـت اثـر      
انسان و حيوانـات از نظـر سـم شناسـي و درمـاني داراي اهميـت زيـادي مـي         سمي اين ماده روي 

  باشند.  
اين گلوكوزيد اغلـب   ،لد آن به حالت گلوكوزيد مي باشدقسمت اعظم اسيد سيانيدريك در گياهان مو

تيـره گيـاهي نشـان داده     50د و وجود آن تاكنون در بيش از رر گياهان خانواده روزاسه وجود داد
نيـز   باشـد، آنـزيم هيـدروليز كننـده آن     سيانوژنتيك موجـود  گلوكوزيدگه ر گياهي شده است. در ه

كار مـي رود   هاي گياهي به وجود دارد. بهترين آزمايشي كه جهت تجسس اين گلوكوزيدها در بافت
توسـط   ربـوط يارد است. گلوكوزيدهاي سيانوژنتيك علاوه بـر آنـزيم هـاي م   عبارت از واكنش گرين
  يدروليز شده و توليد اسيد سيانيدريك مي نمايند.اسيدهاي رقيق نيز ه

  
  روش كار

  

  آزمايش گرينيارد

نمونه گياهي را در يـك ارلـن مـاير قـرار داده و بـه آن مقـدار كـافي آب مقطـر          عدد 3-2مقدار  -1

  افزوده تا كاملاً مرطوب گردد.

پيكـرات   هيـه شـده  كاغذ پيكرات سديم را با فرو بردن نوارهاي كاغـذ صـافي در محلـول تـازه ت     -2

كاغـذها را   ،آب) ميلي ليتر 100گرم اسيد پيكريك و  5/0گرم بيكربنات سديم، 5( نيدكسديم تهيه 
  بوسيله فشردن بين دو كاغذ صافي خشك نمائيد.

  يك ميلي ليتر آب به ارلن ماير محتوي گياه مرطوب شده بيافزائيد (جهت افزايش فعاليت آنزيم). -3

ديم را در بالا و داخل ارلن ماير محتـوي گيـاه قـرار داده و    تكه اي از كاغذ تهيه شده پيكرات س -4
  سعي كنيد كه از تماس كاغذ با ارلن ماير و گياه داخل آن جلوگيري شود.

درجه سانتي گراد حرارت داده و به مـدت   35در ارلن ماير را روي آن قرار داده و آن را تا حد  -5

  ساعت به حال خود بگذاريد. 3

  ظه نمائيد.تغيير رنگ كاغذ را ملاح -6

دقيقه رنگ زرد كاغذ به قرمز تغييـر مـي يابـد     15در صورتيكه اسيد سيانيدريك توليد شود، پس از 
  و در صورتي كه گليكوزيد سيانوژنتيك موجود نباشد رنگ زرد كاغذ بدون تغيير باقي مي ماند.
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  تعيين مقدار گليسيريزين در شربت شيرين بيان (به طريقه وزني)
  

 ازگلوكوزيد اسيد گليسيريتينيك مي باشد كه در ريشه و ريـزوم خشـك گيـاه گليسـيري    گليسيريزين، 

در اثــر هيــدروليز ايجــاد اســيد  و يــا شــيرين بيــان وجــود دارد) Glycyrrhiza glabra( گلابــرا

  مولكول قند (اسيد گلوكورنيك) مي نمايد. 2گليسيريتينيك و 
  

  روش كار
  

ml 50  ر منتقل كنيد. با افـزودن قطـره قطـره اسـيد سـولفوريك      را به يك بششيرين بيان از شربت

برابـر بـا آب    4اسيد سولفوريك غليظ مي باشد كـه   ml2اسيد سولفوريك رقيق معادل  ml8رقيق (
رقيق شده) رسوبي حاصل مي شود. رسوب را بـه كمـك قيـف بـوخنر جـدا كـرده و بـا آب مقطـر         

 كمتـرين مقـدار  را جمـع آوري و در  بشوئيد تا آب حاصل از شستشو خنثـي گـردد. آنگـاه رسـوب     
خشـك كنيـد، باقيمانـده گليسـيريزين مـي      ي سانتيگراد درجه  40آمونياك غليظ حل نموده و در اتو 

  باشد.  
  
  

  

O

COOH

H
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Glycyrrhizinic acid

(Glycyrrhizin=mixture of calcium and sodium salts of
                       glycyrrhizinic acid) 
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  تجسس تركيبات پلي سيكليك (ساپونين ها و استرول ها)
  

از  تشـكيل شـده و   تري ترپنوئيدها موادي هستند كه ساختمان كربني آنها از شـش واحـد ايزوپـرن   
اتم كربن به نام اسكوالن حاصل مـي شـوند. ايـن     30نظر بيوسنتزي از يك هيدروكربن خطي داراي 

اجسام داراي ساختمان حلقوي و پيچيده بوده و اكثراً داراي عوامل الكلـي، آلدئيـدي يـا كربوكسـيل     
 -من ميباشند. آزمايشي كه معمولاً جهت تشخيص اين اجسام به كار مي رود واكـنش ليبـر   )اسيدي(

سـبز بـا اكثـر     -اسيد سولفوريك غليظ كه سبب ايجاد رنـگ آبـي    درانيدريداستيك (بورشارد است 
تـري   -1. تري ترپن ها را ميتوان در چند گروه بررسي نمـود:  )تري ترپن ها و استرول ها مي گردد

  ساپونين ها. -4استروئيدها  -3گليكوزيدهاي قلبي  -2ترپن هاي حلقوي 
  

  ساپونين ها 

نين ها بطور كلي در دو گروه ساپونين هاي استروئيدي و سـاپونين هـاي پـنج حلقـه اي تـري      ساپو
ترپني قرار داد. گروه اول يعني ساپونين هاي استروئيدي بيشتر در گياهـان تـك لپـه اي يافـت مـي      

گروه دوم يا ساپونين هاي پنج حلقه اي بيشتر در دولپـه اي   ،Agaveشوند مانند هكوجنين در گياه 
حلقـه   5قسمت غير قندي (آگليكون  3پيدا شده اند مانند اسيد گليسيريتينيك. معمولاً كربن شماره ها 

  اي) اين تركيبات به زنجير قندي يا واحدهاي اسيد اورونيك يا هر دوي آنها متصل مي گردد.
  

  
  
  

  
  

  
  د:ساپونين ها داراي چند خاصيت اختصاصي بوده كه مي توان آنها را به سهولت تشخيص دا

  ساپونين ها قادر به هموليز نمودن گويچه هاي قرمز خون مي باشند. -1

 ـ     مايهاي  ساپونين ها در محلول -2 ه ي در اثر تكان دادن توليد كف ثـابتي مـي نماينـد كـه حـداقل ب

  دقيقه پايدار است. 30مدت 

ساپونين ها براي حيوانات خونسرد مانند ماهي و حلزون سـمي بـوده و سـبب مـرگ آنهـا مـي        -3

هاي بسيار قديم تعداد زيادي از آنها به عنوان مرگ ماهي به كـار مـي    ز اين رو از زمانا شوند.
  روند.

  بورشارد مي باشند. -ساپونين ها داراي واكنش رنگي اختصاصي به نام واكنش ليبرمن  -4

  اختصاصي فوق جهت تجسس ساپونين ها در مواد گياهي استفاده مي شود. هاي از آزمايش
ــا اســتر ــوده كــه داراي ســاختمان    ول هــا:اســتروئيدها ي ــرپن هــا ب ــز از تــري ت اســترول هــا ني

  حلقه اي هستند).4ترن مي باشند (نسيكلوپنتانوپرهيدروفنا
  

  

O

O
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O
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C D

Steroid main strucuture
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هاي جنسـي و اسـيدهاي    در گذشته استرول ها را فرآورده هاي حيواني مي دانستند مانند هورمون

ا را از بافـت هـاي گيـاهي جـدا     هاي اخير تعداد زيـادي از اسـترول ه ـ   ولي در سال …صفراوي و 

نموده اند. در حقيقت سه فيتوسترول معروف كه در اكثـر گياهـان عـالي وجـود دارنـد عبارتنـد از:       
سيتوسترول، استيگماسترول و كمپسترول. اين استرول هـا هـم بـه صـورت آزاد و هـم بـه حالـت        

  گلوكوزيد وجود دارند.
وجود دارند و بيشتر در گياهان تيره هاي تـك لپـه    اين دسته از مواد كمتر از ساپونين ها در طبيعت

  اي يافت شده اند.
چون مـي تـوان آنهـا را بعنـوان پـيش       ،اين تركيبات از نظر اقتصادي داراي اهميت زيادي مي باشند

هاي استروئيدي مورد استفاده قرار داد. كـورتيزون   ساز در تهيه كورتيزون و بسياري از هورمون

 32روئيدها از غدد فـوق كليـوي يـا از طريـق اسـيدهاي صـفراوي در طـي        را قبل از كشف اين است
ند كه از لحاظ اقتصادي مقرون به صرفه نبود، در حاليكه امروزه ايـن مـواد   دمرحله بدست مي آور

  با كمك چند مرحله واكنش بيوترانس فورميشن از اين استروئيدها توليد مي گردند.
  

  روش كار
  

  جسس ساپونين ها) آزمايش توليد كف براي ت1

لولـه آزمـايش تميـز و خشـك      يك ميلي گرم از پودر گياه مورد آزمايش را در داخل 100مقدار  -1

  بريزيد.

ثانيـه تكـان دهيـد. لولـه را بـه       30آب مقطر بدان افزوده و لوله را بشدت به مـدت   ml10مقدار  -2

  ساعت آنرا ملاحظه نمائيد. 5/0حالت عمودي قرار داده و در طي 

دقيقـه تشـكيل گـردد     30سانتي متر از سطح مايع بـه مـدت    2كف ثابتي به ارتفاع  در صورتيكه -3

  نمونه، حاوي ساپونين است.
  

  ) تجسس استرول هاي اشباع نشده و تري ترپن ها2

متانول ريخته روي بن مـاري قـرار دهيـد     ml30(ريشه) گياه چوبك را در  گرم پودر 10حدود  -1

  صاف شده را تغليظ كنيد تا خشك شود.  تا حجم آن نصف گردد و سپس صاف نموده،

اتردوپترول افزوده و به كمك ميله شيشه اي بهم زده و مي  ml10 به عصاره الكلي خشك شده -2

ريختـه و مجـدداً بـه رسـوب      رين گردد. محلول روئي را جدا و دوگذاريم بماند تا رسوب ته نش
  صاره جدا گردد.هاي موجود در ع حاصل اتردوپترول افزوده تا قسمت اعظم پيگمان

سپس كلروفـرم را بـداخل    هم بزنيد.كلروفرم به رسوب باقيمانده افزوده و بخوبي  ml10مقدار  -3
و پـس از تكـان    بيافزائيـد ميلي گرم سولفات سديم انيـدر   100ن ه آيك لوله آزمايش ريخته و ب

زمـايش  نيد. صاف شده را به سه لولـه آ كدادن آنرا بداخل يك لوله آزمايش كاملاً خشك صاف 
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بـراي دو آزمـايش و    2 و 1شماره گذاري كنيد. لوله شـماره   3 و 2، 1و به ترتيب خشك تقسيم 

  بعنوان شاهد بكار مي رود. 3لوله شماره 
  

  الف) آزمايش ليبرمن بورشارد براي تجسس استرول هاي اشباع نشده و تري ترپن ها

ستگي تكان دهيد تا كـاملاً مخلـوط   افزوده و به آه 1قطره انيدريداستيك به لوله شماره  3مقدار  -1

  گردد.

  قطره اسيد سولفوريك غليظ افزوده و به آهستگي مخلوط نمائيد. 1مقدار  -2

ساعت بعـد ملاحظـه نمائيـد و سـپس      1تغيير رنگ را از موقع افزودن اسيد سولفوريك غليظ تا  -3
  هاي حاصل را با شاهد مقايسه نمائيد. رنگ

  
  هاي اشباع نشده ولب) آزمايش سالكوسكي براي تجسس استر

بيافزائيد كه توليد يك حلقه نمايـد. بـراي ايـن     2اسيد سولفوريك غليظ را طوري به لوله شماره  -1

اسيد سـولفوريك   ml 2-3درجه خم نموده و بوسيله پيپت نوك باريك مقدار  45منظور لوله را 

محلـول حاصـل    هرگونه تغيير رنگـي را كـه در حـد فاصـل دو    تا  نمائيداز كنار لوله وارد غليظ 
  ، ثبت نمائيد.گردد

  لوله را به آهستگي تكان داده تا دو فاز مخلوط گردند و تغيير رنگ را ملاحظه نمائيد. -2

در صورت مثبت بودن واكنش، رنگ قرمز قهوه اي نشـانه وجـود اسـترول هـاي اشـباع نشـده        -3

  است.
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  آناليز كيفي و كمي مان ترنجبين
  

ي باشد كه يك محصول فرعـي طبيعـي كربوهيـدراتي اسـت.     ترنجبين مان حاصل از گياه خارشتر م
ها و سرشاخه هـاي گيـاه خارشـتر بـا نـام علمـي                اين مان نتيجه فعاليت يك حشره ويژه روي برگ

Alhagi pseudolhagi (M.B.) Desv.  ي نخوديان (از خانوادهLeguminosae ( .تـرنجبين  است
ل ريز و سفيد رنـگ يـا زرد و يـا كمـي متمايـل بـه       از نظر ظاهري به صورت ترشحات گلوله اي شك

قهوه اي است و در صورت ناخالص بودن مي توان خارهاي نوك تيز و نيز ميوه هاي قرمز رنـگ و  
تسبيحي شكل گياه را در نمونه ديد. به عنـوان تقلـب قنـد يـا شـكر و يـا فـرآورده هـاي آنهـا را بـه           

ن مخلوط مي كنند. اين مان به دليـل دارا بـودن   صورت قطعاتي شبيه به مان اصلي در آورده و با آ
  تركيبات قندي مختلف طعم شيريني دارد.

  
  روش كار

  

  الف) آناليز كيفي

بـا قنـدهاي اسـتاندارد     Co-TLCتهيه عصاره: به منظور بررسي كيفي مـان تـرنجبين از روش    -1
  استفاده مي شود.

آب  ml 75بريزيـد و بـه آن    ml100ترنجبين دست چـين شـده را در يـك بشـر      g5/7بدين منظور 
مقطر اضافه كنيد و خوب بهم بزنيد و سپس توسط قيف بـوخنر صـاف نماييـد. محلـول حاصـل را      

بـار انجـام    3روي بن ماري تغليظ نمائيد تا خشك شود و سپس وزن نمائيد. عمل خشـك كـردن را   
  دهيد تا وزن تثبيت گردد.

  ل كنيد.آب مقطر ح ml5از عصاره را در  g5/0محلول تست:  -2

  آب مقطر حل كنيد. ml5از قندهاي استاندارد را در  g5/0هاي شاهد:  محلول -3

  )1:3:6:9آب ( -دي اتيل اتر  -اسيد استيك  -بوتانول  -nفاز متحرك:  -4

اسيد اسـتيك   ml1اسيد سولفوريك غليظ و  ml 5/0%، 95اتانول  ml9آنيزالدئيد، ml5/0معرف:  -5

  مخلوط كنيد معرف را به صورت تازه تهيه نمائيد.گلاسيال را خوب با همديگر 

6- Co-TLCهاي تهيه شده به ميزان تقريبي  : از هر يك از محلولµL 10    روي صـفحه اسـتاندارد

TLC  نوع سيليكاژلGF254  به صورت نقطه اي و به فاصلهcm2    از انتهاي صفحه بكاريـد. توسـط

داده و سپس آنرا خشـك نمائيـد. روي صـفحه     انجام cm15فاز متحرك كروماتوگرافي را تا ارتفاع 

TLC  دقيقـه در دمـاي    5نيـد و بمـدت   كمعرف را اسپري نمائيد، در دماي آزمايشگاه خشك°c110 
  قرار دهيد.
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  ب) آناليز كمي

g4/0  از عصاره ترنجبين را به يك بالون ژوژهml50   .منتقل نموده و با آب مقطر به حجم برسـانيد

منتقل نموده و بـا آب مقطـر بـه حجـم      ml50شده را به يك بالون ژوژه  از محلول تهيه ml2سپس 

  برسانيد.

  از گلوكز استاندارد تهيه نمائيد. mg/ml32/0به روش فوق محلولي با غلظت 

% فنـل اضـافه كنيـد و خـوب بهـم بزنيـد و       w/v5محلول  ml1استاندارد و  از محلول نمونه ml1به 

 10هـا را   و بطـور مسـتقيم اضـافه نمائيـد. محلـول      رامـي آاسيد سولفوريك غليظ را به  ml5سپس 

دقيقـه بـدون حركـت نگـه      30دقيقه بدون حركت نگه داريد و سپس بشدت تكان دهيد و مجدداً براي
 490حجم آب مقطر رقيق نمائيد و جذب آنهـا را در طـول مـوج     9حجم از هر محلول را با  1داريد. 

  نيد.كنانومتر اندازه گيري 

  باشد. OD=  1/0-1قدار جذب بايد بين توجه نمائيد م

 ml5% فنـل و  w/v5محلول  ml1آب مقطر،  ml1جهت صفر نمودن دستگاه از محلول بلانك حاوي 
  اسيد سولفوريك غليظ استفاده كنيد.
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  استخراج اسيد سيتريك از آبليمو
  

دني يـا تركيبـات   اسيدهاي گياهي به مقدار فراوان در گياهان به صورت آزاد و يا تركيب با مواد مع ـ

   .آلي (املاح آلكالوئيدي) يا به صورت استر يافت مي شوند
ظرفيتي ي يك ظرفيتي، دو ظرفيتي و يـا چنـد  هاي كربوكسيل آنها را به اسيدها نسبت به تعداد گروه

هـاي گيـاهي نقـش داشـته، بعضـي ماننـد        تقسيم مي كنند. اين اسيدها در واكنش هاي تنفسي سلول
يافـت مـي    گيـاهي هـاي   الئيك و سوكسينيك به غلظت نسبتاً زيـادي در بافـت  سيتريك و م هاياسيد

بـه   ،وني تيككآ -كتوگلوتاريك و اسيد سيس -گردند و برخي ديگر كه كمتر معروفند مانند اسيد آلفا
بـوده و   گياهانترين اسيدهاي موجود در  مقادير كمتري وجود دارند. اسيد سيتريك يكي از فراوان

هاي حيواني وجـود دارد. اسـيد سـيتريك را     ميوه ها و همچنين در بافت ،گياهانز در مقدار زيادي ا

ايـن اسـيد داراي خاصـيت    مي توان از ميوه مركبات به صورت ملح كلسيم كـم محلـول جـدا نمـود     
  عادي بوده به طوريكه حلاليت ملح آن در اثر افزايش درجه حرارت كاهش مي يابد.حلاليت غير

  
  روش كار

  

% سود افزوده و تكان داده تـا  10ن محلول ه آريخته و ب ml250آبليمو را در يك بشر  ml50مقدار 

و رنـگ محلـول از زرد    هدنگ مشخصي در اين مرحلـه حاصـل ش ـ  تغيير ر محلول كمي قليائي شود.
هـاي   عبـور داده تـا تكـه هـاي بافـت      يروشن به قهوه اي مبدل مي شود. محلول را از پارچه نـازك 

هاي كاغذ صـافي طـوري    . ممكن است سوراخدصاف كني پس آنرا به كمك خلأهي جدا شده و سگيا
  .دين حالتي صافي را تعويض نمائيرا مشكل نمايد، در چن محلولگرفته شود كه صاف شدن 

از محلـول   ml10محلول صاف شده را اندازه گرفته و آنرا داخـل يـك بشـر ريختـه و بـه ازاي هـر       

، سـپس محلـول را   دزنيهم و مرتب آنرا  دافزائيبيبه آن  مكلسي% كلرور 10محلول  ml5صاف شده، 

حرارت داده تا بجوش آيد و رسوب متراكم سيترات كلسيم را هنگاميكه محلول هنـوز داغ اسـت بـه    
. رسوب حاصله را با مقدار كمي آب جوش شسته و سپس آنرا در مقدار كمـي  دكنيكمك خلإ صاف 

آيـد و مجـدداً رسـوب را بوسـيله خـلإ صـاف و        آب سرد حل كرده و سپس حرارت داده تا بجوش

  .  دمقدار درصد آنرا محاسبه نمائيد و شورا در هوا خشك  ملح حاصلبگذاريد . دكنيجمع 
  اسيد سيتريك را مي توان از سيترات حاصله به روش زير تهيه نمود:

ال را در يك بشر ريخته و مقدار محاسبه شده اسيد سـولفوريك نرم ـ  ،ملح خشك شده را وزن كرده
تـا رسـوب سـولفات كلسـيم      صـبر كنيـد  . سپس چند دقيقـه  دافزائيبين ه آجهت تبديل ملح به اسيد ب

حالـت   و محلول را در بن مـاري حـرارت داده تـا تغلـيظ گـردد، در ايـن       شودمحلول از آن جدا غير

  اسيدسيتريك كريستاليزه مي گردد.
هاي كم اغلب مشـكل مـي    آن در غلظتبه علت حلاليت زياد اسيد سيتريك در آب، كريستاليزاسيون 

صـاف كـرده و پـس از خشـك كـردن       ريك كريستاليزه شده را به كمك خـلأ سپس اسيد سيت باشد.
  مقداردرصد آنرا در محلول اوليه محاسبه نمائيد.     
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  ها تجسس آنتراكينون
  

مـي   هاي طبيعي بوده كه بعنـوان مـواد رنگـي و داروئـي مصـرف      ها از مهمترين كينون آنتراكينون
شوند. انتشار اين مواد در گياهان محدود بوده و اكثراً در گياهان خانواده رامناسه، پـولي گوناسـه،   

روبياسه، لگومينوزها و ليلياسه يافت مي گردنـد. ايـن دسـته از تركيبـات طبيعـي در اثـر هيـدروليز        
ن يـا تركيبـات   هيدروكسـي آنتراكينـو   -يـا تتـرا   -هائي مي نمايند كـه از مشـتقات دي   توليد آگليكون

  وابسته به آن مي باشند.
  

  
  
  

  
  

  اثر دارويي و موارد استعمال
د قسـمت  وجـو  وهاي آزاد بدون قسمت قندي داراي خاصيت دارويـي كمـي مـي باشـند      كينونآنترا

چون انتقال آگليكون را به محل اثر در  ،دارو ضروري بنظر مي رسد قندي براي خاصيت بيولوژيك
. بدون قسمت قندي، قسمت اعظم آگليكـون طـي متابوليسـم از بـين مـي      روده بزرگ تسهيل مي كند

  رود.

گلي كوزيدهاي آنتراكينوني از تركيبات مسهلي بـوده و طـرز اثـر آنهـا بـا افـزايش قـدرت انقبـاض         
اثـر دارويـي    ،آب و املاح در داخـل روده مـي باشـد   عضلات صاف جدار روده و افزايش ترشحات 

هر مي شود. بايد توجه داشت كـه گلـي كوزيـدهاي نـوع آنترانـول و      ساعت ظا 12الي  6آنها بعد از 
آنترون اثر بسيار شديدتري نسبت به گلوكوزيدهاي آنتراكينوني دارند و زياد بـودن گلوكوزيـدهاي   

مـي   دسـتگاه گـوارش   آنترانول و آنترون در مخلوط گلي كوزيدها اغلـب باعـث پـيچش و نـاراحتي    

  گردد.
  

  طبقه بندي آنتراكينونها

  طور كلي آنتراكينون گلي كوزيدها را به دو گروه دسته بندي مي نمايند: به

 Dihydroxyanthra-1,8(كينـون  آنترادي هيدروكسـي   8 ،1نتراكينون گلي كوزيدهائي كه از آ -1

qinone( :مشتق شده اند مثل  
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 Dihydroxy-1,8( دي هيدروكسـي آنتـرون   8، 1ون گلي كوزيـدهائي كـه از مشـتقات    آنتراكين -2

anthrone(مثل: ،مي باشند  
  

  
  

  
  
  

  
  

  
  

  
  
  

  
  

  
  
  

  
  

  
  

  
  

  قندي مي تواند از طريق اكسيژن يا كربن باشد.يرقابل توجه است كه اتصال قند به حلقه غ
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  روش كار
  

  ها شناسايي آنتراكينون

) Born traeger( هاي شناسائي آنتراكينون گلي كوزيـدها، واكـنش بـورن تراگـر     از مهمترين روش

دي هيدروكسي آنتراكينون) در مجاور قليائي ها تشـكيل فنـولات مـي     -8، 1اين تركيبات ( مي باشد.
  نانومتر قابل جذب مي باشند. 520دهند كه داراي رنگ قرمز بوده و در ناحيه 

براي شناسايي اين تركيبات در ريشه روبارب و پوست فرانگولا و در فرآورده هاي دارويي آنهـا از  
هاي بـرگ سـنا و ميـوه هـاي      استفاده شده ولي براي شناسائي آنتراكينون همين روش بورن تراگر

در  Aloinosidو  Aloinآن  از روش تغيير يافته بورن تراگـر اسـتفاده مـي شـود. بـراي بررسـي       

  .گردداستفاده مي  شاننصبر زرد از واكنش 
  

  روش كار
  

  آزمايش بورن تراگر

ل ريخته روي بن ماري قـرار داده تـا حجـم آن    متانو ml30گرم پودر برگ سنا را در  10مقدار  -1
  .كنيدنصف شود. سپس عصاره را صاف كرده و خشك 

  آب مقطر حل كرده و سپس صاف نمائيد. ml10عصاره الكلي بدست آمده را در  -2

بنزن در يك آمپول دكانتاسيون تكـان داده و بگذاريـد دو لايـه از     ml5محلول صاف شده را با  -3

  يكديگر جدا شوند.

ن افـزوده و تكـان   ه آمحلـول آمونيـاك ب ـ   ml5زني را به يك لوله آزمايش منتقل كـرده و  فاز بن -4

  دهيد.

رنـگ لايـه قليــائي را ملاحظـه نمائيـد (توليــد رنـگ قرمــز نشـان مثبـت بــودن وجـود تركيبــات          -5

  آنتراكينوني مي باشد).
  

  مراحل واكنش بورن تراگر

  

  
  

  
  
  

  
  

  

OO O

O

H H

O

O O

O

H

O O O

O

H

-

NH4+

+ NH3

-
O



  ٣٤

  آزمايش بورن تراگر تغيير يافته

آب  ml1نرمـال پتـاس و    5/0محلـول   ml10گرم از نمونه گياه مورد آزمـايش را بـا    3/0مقدار  -1
  دقيقه در بن ماري حرارت دهيد. 10اكسيژنه رقيق بمدت 

قطره اسيد استيك خالص بدان افـزوده تـا محـيط اسـيدي گـردد       10پس از خنك كردن محلول  -2
  (تورنسل).

پـول دكانتاسـيون تكـان داده و لايـه     ميلي ليتر بنـزن در يـك آم   10محلول اسيدي حاصل را با  -3
  دو قسمت تقسيم نمائيد.ه بنزني را ب

  آمونياك افزوده و مخلوط نمائيد و قسمت دوم را بعنوان شاهد نگهداريد. ml4به قسمت اول  -4

صورتي در لايه بنزني نشانه وجـود   رنگ حاصل دو لايه قليائي را ملاحظه نمائيد (رنگ قرمز يا -5

  ).تركيبات آنتراكينوني است
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  بابونه و تعيين ميزان كامازولن با روش اسپكتروفتومتري جداسازي اسانس گل
  

  روش كار
  

  الف) جداسازي اسانس هاي بابونه با روش تقطير با آب

آب مقطر در يك بالون يك ليتري حل نموده و ميـزان   ml500سديم) را در يد گرم نمك (كلر 5مقدار 

  .كنيدگرم گل بابونه به آن اضافه  5
 5/3سـاعت بـا سـرعت     4بالون را به دستگاه اسانس گيري وصل كرده و عمل تقطير را براي مدت 

بعنـوان حـلال آلـي جهـت      (n-Pentan)ميلي ليتر نرمال پنتان  1ميلي ليتر در دقيقه انجام داده و از 

را حـرارت   ،جمع آوري اسانس در قسمت حبابدار دستگاه استفاده نمائيد. بعد از گذشت زمان تقطير

پنتان را به خارج هدايت كنيـد. بعـد از تبخيـر     -nمتوقف كرده و بعد از مدت ده دقيقه اسانس همراه 

  درجه سانتي گراد، اسانس باقي مانده را تعيين وزني نمائيد. 45پنتان در دماي  -nكامل 
  

  ب) تعيين ميزان كامازولن با روش اسپكتروفتومتري

ميلـي ليتـري    10استخراج شده، اسانس را به يك بالن ژوژه براي تعيين ميزان كامازولن در اسانس 

منتقل نموده و با دي كلرومتان به حجم برسانيد. طول موج جذب حـداكثر محلـول تهيـه شـده را بـا      
نـانومتر   603دستگاه اسپكتروفتومتر تعيين كنيد و در پايان جذب محلول تهيه شده را در طول موج 

در صورتيكه جذب محلول مـورد آزمـايش در   نمائيد. ه گيري ت يك سانتي متري اندازوو توسط كو
. در كنيـد بـا اسـتفاده از دي كلرومتـان رقيـق      1:10باشد محلول را به نسـبت   8/0دستگاه بيشتر از 

باشد بايستي محلول را تغلـيظ نمـود. ثابـت جـذب مـولار كامـازولن        1/0شرايطي كه جذب كمتر از 

420 =ε  

  مي باشد. Mw=3/184وزن مولكولي كامازولن 

A= ε.c.l. 
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  كاروتن از گوجه فرنگي -βجداسازي ليكوپن و 

  

مي باشند از فراوانترين پيگمانهاي محلـول در چربـي بـوده و     (C40)كاروتنوئيدها كه تتراترپنوئيد 

نـوع كاروتنوئيـد شـناخته شـده اسـت كـه مـا         200در انواع گياهان يافت مي شوند. تاكنون بيش از 

كاروتن و ليكوپن را مورد بررسي قرار مي دهـيم. خاصـيت    -βترين آنها، يعني معروفترين و متداول

رنگي و حساسيت آنها در مقابل اكسيژن هوا به علت وفور پيوندهاي مزدوج اين تركيبات مي باشـد  
  كه در ساختمان آنها واحدهاي متعددي از ايزوپرن شركت نموده است.

يوه جات ديگـر اسـت كـه از هشـت واحـد ايزوپـرن       موجود در گوجه فرنگي و مقرمز  ليكوپن، رنگ

دارد و بـه علـت    (مـزدوج) ساخته شده است. بطوريكه يك سيستم كاملاً مزدوج با بانـدهاي دوگانـه   
  كروموفور بودن داراي رنگ شديدي مي باشد. ليكوپن به عنوان رنگ غذائي استفاده مي شود.

  
  
  

  

      Licopen  
β- يج است كه در برگ سـبز گياهـان و گلهـا تـوام بـا كلروفيـل و       كاروتن، رنگ زرد موجود در هو

گزانتوفيل و در ميوه جات و نيز در چربي شير و كره و سرم خـون مـاده رنگـي بـا شـدت كمتـري       

است كه تفاوتشان در طـرز   (ε , λ , β , α)نسبت به ليكوپن مي باشد. كاروتن داراي چهار ايزومر 

  بكار مي رود. Aكاروتن براي تهيه ويتامين  -βمي باشد. تشكيل حلقه و موقعيت بندهاي دوگانه 

  
  
  

  
  

توجه كنيد كه اين تركيبات كاروتنوئيد نسبت به اكسيداسيون فتو شيميائي هوا بسـيار حسـاس مـي    

  باشند، از  اين نظر بايد محلولها و اجسام جامد را از نور محفوظ نگاهداريد.
نـازك لايـه)    -2ستوني     -1به دو نوع كروماتوگرافي ( از آنجائيكه براي انجام اين آزمايش احتياج

  نوع كرماتوگرافي عنوان مي گردد. داريم. مختصراً تئوري اين دو
  

جهت جدا كردن مواد موجود در مخلـوط   روش هاكروماتوگرافي: كروماتوگرافي به مجموعه اي از 
فاز غير قابل اختلاط (ثابـت،  ها گفته مي شود كه اساس همه آنها اختلاف وضعيتي اين مواد بين دو 

متحرك) مي باشد. جدا كردن و تصفيه تركيبات موجود در گياهان اغلب از طريق به كاربردن يك يا 

مجموعه از چند روش كروماتوگرافي انجام مي شود. روش انتخابي بستگي به حلاليـت يـا فراريـت    
  جسم مورد نظر دارد.

  كروماتوگرافي ستوني

Vitamin A

B- caroten
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اد را به كمك باندهاي مختلفي كه روي فاز ثابت تشـكيل مـي دهنـد، جـدا و     با اين روش مي توان مو

خالص نمود. عصاره خام كه حاوي تركيبات زيادي مي باشد باندهائي ايجاد مي كنـد كـه هـر كـدام     
  تركيبات ساده ديگر مي باشند. تعداديشامل 

بي، آنتراكينونها و روغـن  بطور كلي به وسيله اين روش مي توان بيشتر آلكالوئيدها، گليكوزيدهاي قل

را جدا نمود. درستون كروماتوگرافي حركت مواد بستگي به حـلال، مـاده جـاذب و     …هاي فرار و 
  ماهيت خود عصاره مورد آزمايش دارد.

در كروماتوگرافي ستوني فاز ثابت ممكن است مايع يا جامـد (سـيليكاژل، اكسـيد آلومينيـوم، گزيـل      

) باشـد. داخـل سـتونهاي شيشـه اي كـه بـه انـدازه هـاي مختلـف          …گور، آلومينا، كربنات سديم و 

ساخته شده اند، فاز ثابت را ريخته و سپس عصاره مـاده خـام را كـه داراي غلظـت مناسـبي اسـت       
توسط حلال مواد را روي ستون حركـت داده كـه برحسـب پلاريتـه     غلظت و  مي نمايندوارد ستون 

ستون بوجود مي آينـد. در صـورتيكه بخواهنـد مقـدار     آنها باندهائي به اندازه هاي مختلف در طول 
زيادي از جسم را جدا و خالص نمايند استفاده از اين روش كروماتوگرافي ضروري بـوده و بـدين   

  وسيله مي توان مقاديري در حدود گرم از جسم را بدست آورد.
  

  نازك   لايهكروماتوگرافي روي  TLCتين لاير كروماتوگرافي (

گرافي طريقه بسيار مناسبي براي تعيين يكنواخت بودن مواد شـيميايي و آزمـايش   تين لاير كروماتو

فرآورده هاي خام و خالص نمودن آنها از ناخالصي ها و همچنين بررسـي پيشـرفت واكـنش هـاي     
تجزيـه جهـت اثبـات يكنـواختي نمونـه هائيكـه از منـابع         روش هـاي شيميايي است و همراه با ساير 

به كار مي رود. چون مقدار نمونه اي كه براي اين روش بـه كـار مـي رود    گوناگون بدست مي آيند، 

بسيار ناچيز مي باشد (در حدود ميكروگرم) بنابراين، اين طريقه در موارديكه مقـدار كمـي از جسـم    
  مورد آزمايش در دسترس است داراي ارزش زيادي است.

ي ارزش و اهميت زيادي اسـت. در  به كار بردن لام ميكروسكوپي جهت تين لاير كروماتوگرافي دارا
اين طريقه احتياج به لوازم گرانقيمت كه معمولاً براي پخش لايه جاذب بر روي صـفحات شيشـه اي   
لازم است، نبوده و بدين وسيله مي توان تعداد زيادي صفحه شيشه اي آغشته به ماده جاذب را در 

ر تهيه مي نمايند مي توان فوراً بـدون  مدت كوتاهي تهيه نمود. صفحاتي را كه به طريق مذكور در زي
  خشك كردن به طريقه مخصوص و فعال كردن آنها بوسيله حرارت مورد استفاده قرار داد.
دقيقـه   5زمان متوسط براي حركت حلال بر روي لام ميكروسكوپي آغشته به لايه جاذب در حـدود  

  تر است.بوده در حاليكه در مورد صفحات شيشه اي بزرگتر اين زمان طولاني 
  

  تهيه صفحات شيشه اي لايه دار

سـي سـي كلروفـرم را     200گرم سـيليكاژل و   70در يك شيشه در سمباده دهان گشاد مخلوطي از 

ــاي      ــردد. لام ه ــل گ ــواختي حاص ــاملاً يكن ــه سوسپانســيون ك ــا اينك ــيم ت ــي كن ــوط م بخــوبي مخل
يليكاژل مـي پوشـانيم،   ميكروسكوپي را با قرار دادن داخل اين سوسپانسيون از يك ورقه نـازك س ـ 

سپس مي گذاريم تا كاملاً كلروفرم تبخير شده و يـك طـرف لام را بوسـيله كاغـذ يـا پارچـه نرمـي        
  بخوبي تميز مي نمائيم.
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اين صفحات آغشته به سيليكاژل فوراً قابل مصـرف بـوده مـي تـوان آنهـا را در دسـيكاتور بمـدت        

مي توان به مـدت طـولاني نگهـداري نمـود و      طولاني نگهداري نمود. سوسپانسيون باقيمانده را نيز
  بهتر است كه سعي شود از تبخير كلروفرم جلوگيري به عمل آيد.

  
  طرز قرار دادن نمونه بر روي لام

نمونه اي كه بر روي لام قرار داده مي شود بايد در يك حلال فرار مانند كلروفرم، اتر يا اسـتن حـل   

از جسم مورد نيـاز بـوده و محلـول را معمـولاً بـا حـل        شده باشد. در اين طريقه مقدار بسيار كمي
قطره از حلال تهيه مي نمايند. محلول را به كمك لولـه موئينـه    6يا  5كردن در حدود يك ميليگرم در 

ميلي ليتر بـالاتر از لبـه تحتـاني لام قـرار مـي دهنـد.        5بسيار نازكي بر روي لايه جاذب و در حدود 
د به اندازه كافي از سطح حلال بالاتر قرار داده شده باشد. امكان دارد بايد توجه داشت كه نمونه باي

  نمونه را بر روي يك لام ميكروسكوپي قرار داد. 5كه بتوان تا حدود 
  

  پيشروي حلال

براي پيشروي حلال بر روي لام آنرا در داخل يك محفظه شيشـه اي محتـوي حـلال مناسـب قـرار      
كاغذ صافي كه در جدار محفظه محتوي حـلال كـه بوسـيله حـلال     داده و با قرار دادن يك باريكه از 

مرطوب شده است سبب اشباع محفظه از بخار حلال شده و بدينوسيله از تبخير حـلال موجـود بـر    
روي لام در طول پيشروي جلوگيري شده و در نتيجـه زمـان لازم بـراي پيشـروي تقليـل داده مـي       

  شود.
ازه داده، سپس صفحه را از محفظـه خـارج نمـوده در هـوا     صعود حلال را تا نقطه مورد دلخواه اج

  خشك مي كنيم.  

  
  روش كار

  

  كاروتن -ββββ) استخراج ليكوپن و 1

ميلي ليتر اسـتن مـي افـزائيم     10گرم رب گوجه فرنگي را در بالن كوچك قرار داده و به آن  5تقريباً 
  دقيقه رفلاكس كنيد. 5و بر روي آن مبرد نصب نمائيد و سپس مدت 

لوط گرم را بر روي يك قيف كوچك صاف كنيد مواد جامد روي كاغذ صافي را مجدداً بـه بـالن   مخ
ميلي ليتر استن تكـرار كنيـد و بـالاخره      10منتقل نمائيد و عمل استخراج را دو بار ديگر و هر بار با 

سـتخراج را  ميلي ليتر پتروليوم اتر استخراج نمائيـد. محصـول ا   10مواد جامد را دو بار و هر بار با 
ميلي ليتر محلـول اشـباع نمـك طعـام اضـافه كنيـد و        100به يك قيف جدا كننده منتقل كنيد. به قيف 

ميلـي ليتـر آب مقطـر     50تكان دهيد. فاز آبي را جدا كنيد و فاز آلي را مجـدداً دو بـار و هـر بـار بـا      

و پس از صـاف  شستشو دهيد. محلول استخراجي را با كمك سولفات سديم بدون آب خشك نمائيد 
  كردن به كريستاليزور كوچك منتقل و بر روي بن ماري تبخير نمائيد تا خشك شود.

  

  كاروتن بوسيله كروماتوگرافي ستوني -ββββ) خالص كردن ليكوپن و 2

  



  ٣٩

  الف) تهيه ستون 

سانتي متر را انتخاب نموده و با حلال بـي   2سانتي متر و قطر داخلي  30يك ستون به طول تقريبي 

3(بنزن، اتردوپترول) تقريباً  اثر آلي

2

از ستون را پر كنيد و به كمك يك لوله شيشه اي طويـل كمـي    
در داخل سـتون مقـداري شـن بريزيـد تـا در بـالاي پشـم         .پشم شيشه را به انتهاي ستون فروبريد

مـايع حبابهـاي   سانتي متري از آن تشكيل شـود بـا پـائين رفـتن شـن از داخـل        5/0شيشه يك لايه 

محبوس هوا خارج مي شوند، در حاليكه با وسيله اي (يك مداد) دائماً به سـتون مـي زنيـد بـه كمـك      
يك قيف، ماده جاذب (اكسيد آلومينيوم يا آلومين) را وارد ستون كنيد و هنگام پـائين رفـتن آلـومين    

داخلـي سـتون را بـا    ستون را تكان دهيد. اين عمل به پر شدن يكنواخت ستون كمك مي كند. جـدار  
كمي پتروليوم اتر اضافه شوئيد تا آلوميناي چسبيده شده جدا شود. براي محافظـت آلومينهـاي پـر    

 10سانتي متري شن در بالاي ستون قرار دهيد (طول لايه آلومين بايـد بيشـتر از    5/0شده يك لايه 

درست به بالاي لايـه شـن    سانتي متر باشد) شير ستون را باز كنيد و بگذاريد تا حلال خارج شود و
بالائي برسد در اين حال ستون براي قرار دادن نمونه آماده است. دقت نمائيد كه حـلال همـواره در   

  ستون در فضاي اين ماده جاذب بايد وجود داشته باشد و تمام حلال را خارج نكنيد.

  

  كاروتن-ββββب) جداسازي ليكوپن و 

ميلـي ليتـر پتروليـوم اتـر      3نموده ايد، در حـدوداً  محصولات استخراج را كه به صورت خشك تهيه 

حل نمائيد و بـه صـورت قطـره قطـره بـه سـتون اضـافه نمائيـد و سـپس از حـلال مناسـب بـراي             
% پتروليوم اتـر  90% استن و 10جداسازي استفاده مي نمائيم. حلال مناسب در اين آزمايش مخلوط 

لايه زرد رنگ (كاروتن) جدا مـي گـردد. وقتـي    مي باشد كه ابتدا لايه نارنجي رنگ (ليكوپن) و سپس 
لايه نارنجي را جدا نموديد براي خارج نمودن لايه زرد رنگ از استن استفاده كنيـد.با تغييـر قطبيـت    

و فرصت عبور طبقات را به ترتيب  و با سـرعت مناسـب مـي     ندادهحلالها همه اجزاء را با هم عبور 

ر كريستاليزور و در روي بن ماري قرار داده تـا حـلال   دهيد. سپس فازهاي رنگي را جدا نموده و د
  آن تبخير گردد و بعد آنها را در تاريكي قرار مي دهيم.



  ٤٠

  كاروتن بوسيله تين لايركروماتوگرافي -ββββ) بررسي ليكوپن و 3

  
  (كروماتوگرافي روي لايه نازك) TLCالف) تهيه صفحات 

و جامـد پخـش مـي شـود و بـدين جهـت در       در كروماتوگرافي لايه نازك، جسم بين فازهاي مـايع   

مايع قرار مي گيرد. جسم فاز جامد را به صورت يك لايـه نـازك    -دسته كروماتوگرافي جذبي جامد
در روي قطعه شيشه پخش مي كنند. در اين آزمايش فاز جامد مورد اسـتفاده سـيليكاژل يـا اكسـيد     

وني از سـيليكاژل در كلروفـرم را   آلومينيوم (آلومين) است، كه براي تهيه اين صـفحات سوسپانسـي  
تهيه نموده و با قرار دادن يك قطره بزرگ روي لام ميكروسكوپي و بـا حركـت دادن لام آنـرا روي    

  مي شود. تبخيرصفحه پخش مي نمائيم. سپس در مجاورت هوا كلروفرم آن 
  

  TLCب) بررسي مواد رنگي حاصل از كروماتوگرافي ستوني با كمك 

ميلـي ليتـر    5/0ز استخراج و جداسازي با كرومـاتوگرافي سـتوني در حـدود    به مواد رنگي حاصل ا
كلروفرم اضافه مي كنيم تا حل شود. ممكن است به خاطر اكسيداسيون قسمتي از آنها بوسـيله هـوا   

بـه انـدازه    TLCو تبديل شدن به مواد غير محلول كاملاً حل نشوند ولي بـراي آزمايشـهاي متعـدد    

در آنها وجود دارد. كاروتنوئيدها پيگمانهـاي غيـر ثـابتي مـي باشـند و بـه        كافي مايع رنگين شناور
طور سريع اكسيداسيون فتو شيميايي خود به خود انجام مي دهند، البتـه در ضـمن كرومـاتوگرافي    

بوسيله بخار حلال محافظت مي شوند ( توجه كنيد كه محلول را دور از نـور نگـه داريـد). بـر روي     

ه هاي موئين از مخلوط ها نقطه گـذاري مـي نمـائيم. سـپس مخلـوط هـاي       بوسيله لول TLCصفحه 

رنگي را بوسيله حلالهاي زير جداسازي نمائيد. براي جدا سازي البته بايـد تانـك كرومـاتوگرافي را    
ميلـي ليتـر از حـلال يـا      2ميلي ليتري استفاده مي كنـيم. حـدود    50آماده نمائيد كه در اينجا از بشر 

در بشر ريخته و بوسيله در پوشي درب بشر را مسـدود نمائيـد تـا فضـاي آن از     مخلوط حلالها را 

را در داخل تانك قـرار داده  و درب بشـر را ببنديـد تـا      TLCبخار حلال اشباع گردد سپس صفحه 

حلال به همراه جسم به قسمت بالاي صفحه حركت كنـد وقتـي قسـمت اعظـم صـفحه را طـي كـرد،        

  وده تا حلال آن تبخير گردد و نتايج را بررسي نمائيد.را از تانك خارج نم TLCصفحه 

حلالي مؤثر است كه لكه ها را بخوبي جـدا نمايـد، تعيـين نمائيـد كـه كـدام حـلال بـراي جداسـازي          
مناسبتر مي باشد؟ در شرايط معين (ماده جاذب، حـلال، ضـخامت و همگنـي لايـه) سـرعت حركـت       

يند كه ويژگي يك تركيب است. براي تعيين ايـن  مي گو Rfتركيب نسبت به سرعت پيشرفت حلال را 

مقدار مسافتي را كه جسم از خط شروع تا قسمت وسط لكه طي كرده انـدازه مـي گيرنـد و آنـرا بـه      
  مسافتي كه حلال پيموده تقسيم مي كنند، اين مسافتها را با خط شروع يكساني مي سنجند.

  
  مسافتي كه جسم طي كرده         

          Rf =  
  مسافتي كه حلال طي كرده         



  ٤١

  حلالهاي مورد استفاده

  % هگزان80 -% بنزن 20 -1

  % پتروليوم اتر90 -% استن 10 -2

  % هگزان50 -% بنزن 50 -3

  % پتروليوم اتر100 -% بنزن 90 -4

  كلروفرم -5
  

  


