بررسی ويژگيهاي فيتوشيميايي اسانس مریم نخودی
پس از شناسایی رویشگاه طبیعی مریم نخودی در مناطق مورد نظر و مشاهده مستقیم تک بوتههای مختلف T. polium، اطلاعات فنولوژیکی اکوتیپ ها جمعآوری و بر اساس آن، زمان گلدهی کامل گیاه تعیین گردید. سپس در مرحله گلدهی کامل، پیکره رویشی تعداد 30 بوته کامل در اواخر اردیبهشت تا اواسط خردادماه 1400 جمع‌آوری‌شده و به آزمایشگاه فناوری گیاهان دارویی دانشگاه هرمزگان انتقال یافت. بوتهها به سه نمونه مجزا که شامل 10 بوته در هر گروه بعنوان سه تکرار جهت استخراج بودند، تقسیم شدند. نمونهها در سایه و دمای اتاق (24 درجه سانتی‌گراد) خشک گردیده و تا زمان استفاده، در ظرفهای دربسته و محیط عاری از رطوبت نگهداری شدند.
بهمنظور استخراج و تعيين درصد اسانس، از روش تقطير با آب استفاده گرديد. به‌منظور ایجاد بیشترین سطح تماس با آب موجود در بالون دستگاه، نمونههای خشك هر يك از رویشگاه‌ها به‌صورت جداگانه با دستگاه آسیاب خردشده و میزان 200 گرم از پودر حاصل از هرکدام از اندامهای موردمطالعه با افزودن حجم معینی از آب مقطر به روش تقطیر با آب به کمک دستگاه کلونجر و بر اساس فارماکوپه بریتانیا (British Pharmacopoeia, 2007) به مدت 3 ساعت اسانس گیری شدند و بازده اسانس (درصد وزن به وزن خشک) بر اساس سه تکرار محاسبه گردید. جهت حذف رطوبت موجود در اسانس استحصالی، از سولفات سدیم انیدرید استفاده شد. نمونههای اسانس استخراج شده تا زمان تزریق به دستگاههای GC و GC/MS در شیشههای کوچک تیره و دربسته در دمای یخچال نگهداری شدند
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برای جداسازی و شناسایی ترکیبهای تشکیل‌دهنده اسانس، از دستگاههای کروماتوگرافی گازی (GC) و کروماتوگرافی گازی متصل به طیفسنج جرمی (GC/MS) استفاده شد. درصد تركيبهاي تشکیل‌دهنده هر اسانس پس از جداسازي به همراه شاخص بازداري محاسبه گردید. طيفهاي جرمي مربوط به تركيبهاي موجود در اسانس بهمنظور بررسي كيفي (شناسايی) به دست آمد. شناسايی طيفها به کمک محاسبه شاخص کواتس که با تزريق هيدروکربنهای نرمال (C6-C24) تحت شرايط يکسان با تزريق اسانسها صورت گرفت و با مقاديری که در منابع مختلف منتشر گرديده بود، مقايسه شد. بررسی طيفهای جرمی نيز جهت شناسايی ترکيبها انجام گرفت و شناسايیهای صورت گرفته با استفاده از طيفهای جرمی ترکيبهای استاندارد و استفاده از کتابخانههای مختلف تأييد گرديد. درصد نسبی هرکدام از ترکيبهای تشکيلدهنده اسانسها با توجه به سطح زير منحنی آن در طيف کروماتوگرافی گازی به دست آمد و با مقاديری که در منابع مختلف با در نظر گرفتن انديس کواتس منتشرشده، مقايسه گرديد (Shibamoto, 1987; Davies, 1998; Adams, 2011).
شناسایی طیف‌ها به کمک شاخص‌های بازداری از طریق معادلات کواتس[footnoteRef:1] که عبارت است از: [1:  Kovat’s] 




Ri: شاخص بازداری
R(tx): زمان بازداری نمونه مجهول
:R(tn) زمان بازداری هيدروکربن سبک‌تر
:R(tn+1) زمان بازداری هيدروکربن سنگین‌تر
:n تعداد کربن هيدروکربن سبک‌تر
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جهت بررسی کمی و کیفی اسانس‌های حاصل از مریم نخودی از دستگاه‌های GC و GC-MS استفاده گردید که مشخصات و شرایط آن‌ها به شرح زیر است.
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براي آناليز کمی اسانس، از دستگاه كروماتوگرافي گازي Shimadzu سري 17A ساخت كشور ژاپن مجهز به داده‌پرداز با نرم‌افزار 2006،Chrom-card داراي ستون موئينه به طول ٣٠ متر و قطر داخلي 22/0 میلی‌متر و ضخامت لايه فاز ساكن برابر 25/0 ميكرون و بانام تجارتي BP-5 بود، استفاده گرديد. دماي آون به مدت ٢ دقيقه در ٥٠ درجه سانتی‌گراد نگه‌داشته شد و سپس تا ٢٨٠ درجه سانتی‌گراد با سرعت ٥ درجه سانتی‌گراد بر دقيقه افزايش يافت و به مدت ٥ دقيقه در اين دما نگه‌داشته شد. دماي محفظه تزريق ٢٦٠ درجه سانتی‌گراد و دماي آشكارساز ٢٨٠ درجه سانتی‌گراد تنظيم شد. آشكارساز مورداستفاده در دستگاه كروماتوگرافي گازي از نوع FID (آشکارساز يونيزاسيون شعله‌ای) بود از گاز هليم به‌عنوان گاز حامل استفاده گرديد و فشار ورودي آن به ستون برابر ٣ كيلوگرم بر سانتی‌متر مربع تنظيم شد.
دستگاه كروماتوگرافي گازي متصل به طیف‌سنج جرمي (GC/MS)
براي آناليز كيفي اسانس از دستگاه گاز كروماتوگرافي واريان ٣٤٠٠ متصل شده به طیف‌سنج جرمي (QP5050 GC/MS) استفاده شد. ستون مورداستفاده از نوع BP-5 به طول ٣٠ متر و قطر داخلي 22/0 میلی‌متر و ضخامت لايه فاز ساكن برابر 25/0 ميكرون بود. دماي آن از ٥٠ درجه سانتی‌گراد تا ٢٨٠ درجه سانتی‌گراد، با سرعت ٥ درجه سانتی‌گراد بر دقيقه افزايش يافت و به مدت ٥ دقيقه در ٢٨٠ درجه سانتی‌گراد نگه‌داشته شد. درجه حرارت محفظه تزريق ٢٥٠ درجه سانتی‌گراد و درجه حرارت ترانسفرلاين ٢٦٠ درجه سانتي گراد تنظيم گرديد. از گاز هليم به‌عنوان گاز حامل مورداستفاده قرارگرفته است. سرعت گاز هليم 5/31 سانتی‌متر بر ثانيه، دتكتور تله يوني (Ion trap) انرژي يونيزاسيون معادل 70 الکترون‌ولت، زمان اسكن برابر يك ثانيه و ناحيه جرمي از ٤٥ تا ٤٥٠ بود.
چند تصویر از کار با کلونجر که در آزمایشگاه عکس گرفتیم را در اینجا قرار دهید
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داده‌های حاصل از بازده اسانس نمونه‌های مربوط به رویشگاهی مورد مطالعه جهت تجزيه واريانس در قالب طرح كاملاً تصادفي، با سه تكرار و مقايسه ميانگين عملكرد متوسط اسانس به روش آزمون چند دامنه‌ای دانكن در سطح احتمال 5 درصد، با استفاده از نرم‌افزار آماري SAS ver.9.4 مورد تجزیه‌وتحلیل قرار گرفت. تجزيه خوشه‌ای به روش Ward انجام شد و رسم نمودار با نرم‌افزار Excel انجام گرفت.

