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 چکيده

بومی کشور می باشد که حاوی  ارزشمند گياهان دارویی از جمله)تيره جعفری(،   .Ammi Visnaga Lam گياه مقدمه:

محيطی  و ویسناژین( است. مهمترین اثرات درمانی آن بازکنندگی عروق خلين)عمدتا محتوی  γ-Pyrones ثره داروییوم ماده

و خالص  در این تحقيق جداسازی روش:استفاده می گردد.  در معالجه آسم و آنژین دوپاترینو  تنفسی بوده و مجاری و قلبی

 انجام شده، سپس با مجدد تبلور روش کروماتوگرافی و از عصاره حاصل از دانه گياه با استفاده از ستون خلين و ویسناژینسازی 

اند. تعيين مقدار و درجه  فوریه مادون قرمز شناسایی گردیدهطيف سنجی تبدیل نقطه ذوب، نازک،  استفاده از کروماتوگرافی لایه

 انه گياه )خلين  ودترکيبات جدا شده از عصاره  نتايج: .است کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا انجام شدهروش  نيز با آنها خلوص

آنها با  FTIRو داده های طيف سنجی Cͦ 142-145  و Cͦ 153-155  ترتيبه نقطه ذوب ب تشابه ویسناژین( با استفاده از

 عصاره )خلين و HPLCکروماتوگرام تایيد گردیدند. ، شناسایی و 37/0و  44/0آنها  fRتعيين  نمونه های استاندارد و نيز

بالا  مشابه با استاندارد های مربوطه، پيکهایی تيز، متقارن و با وضوح دقيقه، 750/10دقيقه و 617/8ویسناژین( با زمان بازداری 

آنها  درصد خلوص، و mg/g326/0 و  mg/g114/1 ترتيببه  در عصارهبطور ميانگين و ویسناژین  خلين قدارمنشان داده است. 

خلين و ) γ-Pyrones ثره داروییوم همادراندمان خوب و خلوص بالای  با توجه بهلذا  .تعيين شده است  %62/79و  16/90%

 قرار گيرد. کشور دارویی صنعت استفاده( در عصاره، می تواند مورد ویسناژین
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 مقدمه 

دهه در  لذا ،وسيعی روی گيـاهان دارویـی انجام گرفته فارماکودیناميکتحقيقات  در بيشتر کشورهای جهان از آنجایی که

 سرطانی، ضد ترکيبات ضد ی همچونیداروها و ناشناخته گياهان دارویی حاصل شدههای اخير کشفيات مهمی روی ترکيبات 

  ;Miara et al., 2019; Bishr et al., 2017) تهيه گردیده است از آنهاهورمونها نيز ویروسی، ضد ميکروبی، ویتامينها و 

(Hashim et al., 2014; Ali et al., 2012; Marwat et al., 2010; Anonymous, 2007.  گياهان دارویی  ایراندر

برروی آنها به  ضرورت تحقيقدارد که و تنوع وسيعی انتشار  هوایی، و تنوع آب و ، شرایط اقليمیجغرافيایی موقعيت ه لحاظ ب

 پيدا کرده ویژه ای یافته و جایگاه اهميت پيش از ، بيشمواد موثره دارویی عنوان منبعی ارزشمند حاوی طيف گسترده ای از

 است.

 ارتفاعه دارای ساقه ای ب یکساله و علفی، گياهی، (Umbelliferae) جعفری از خانواده .Ammi Visnaga Lam  گياه 

بصورت  مجتمعرنگ سفيد و ه وگلهایی ب نخی شکل و قطعات نازک منقسم به بریدگيهای زیاد و برگهایی بامتر است.  1-8/0

 ;Travaini et al., 2016; Hashim et al., 2014; Abdul-Jalil et al., 2010) گل آذین چتر مرکب دارد

Farnsworth et al., (2008; Chevallier, 1996; Zargari, 1989. دارویی ثرهوم ماده γ–Pyrones یا 

Furanochromones خلينکه عمدتا محتوی  بودهگياه این  ترکيبات اصلی از اجزای (Khellin)  4,9)با فرمول-

dimethoxy-7-methyl-5H-furo[3,2-g][1]benzopyran-5-one) ویسناژین و (Visnagin)  با فرمول

(4methoxy-7-methyl-5H-furo[3,2-g][l]benzopyran-5-one) آن بازکنندگی  دارویی باشد. مهمترین اثرات می

عروقی مورد  -قلبیبيماریهای   بوده که در درمان (Peripheral and coronary vasodilator) عروق محيطی و قلبی

 آسم معالجه درگردیده و لذا  یروی عضلات  صاف باعث باز شدن مجاری تنفس استفاده قرار می گيرند و با اثر شل کنندگی بر

(Asthma) آنژین دوپاترین و  (Angina pectoris)، دنواقع می شو مؤثر نيز (Tripathi & pandey, 2017; Al-   

(Snafi, 2016; Kamal et al., 2015; Algasoumi et al., 2014; Shinde et al., 2014; Rasooli et al., 

2007; Duarte et al.,  (2000; Elgamal et al., 1998 .اسپاسمی همچنين با عملکرد ضد (Antispasmodic)  خود

 ایجادکاهش  با گردیده وکوچک  (Urolithiasis) سنگهای کليوی عبور کاهش زمانو  تسهيل  موجببر روی سيستم ادراری 

-Nirumand et al., 2018; Jaradat et al., 2017; Abdel) دنده نشان می  اثر ارزنده ایاگزالات و کلسيم در کليه ها 

Aal et al., 2016; Bhagavathula et al.,  
(2015; Badr et al., 2015; Betalgy & Beltagy, 2015; Vanachayanbkul et al., 2011; Khan et 

al., 2001 .التهاب ضد ویروس، ضد باکتری، ضدقارچ،  ضد البته اثرات متفاوت دیگری همچون (Anti-inflammatory)، 

 درمانی آن براثر اخيرا نيز  و هبه آن نسبت داده شد (Neuroprotective) محافظ اعصاب و (Antidiabetic)  دیابت ضد

 Bhagavathula)قرار گرفته است  تایيدمورد  نيز (Psoriasis) پسورزیازیس و (Vitiligo)  و پيس لک همچون ییبيماریها

et al., 2015; Pavela, 2015; Dalila et al., 2014; Feirouz & Salima, 2014; Ashour et al., 2013; 

Ghareeb et al., 2011; De Leeuw et al., 2011; Kwon et  
(al., 2010; Lee et al., 2010; Satrani et al., 2004; Jouad et al., 2002; Abdel-Fattah et al., 1983 

دارو  می تواند در ردیف این ماده موثره داروییدر بدن،  γ–Pyronesعلاوه بر این بعلت سميت کم و عدم تجمع  .1982 &

از جایگاه ویژه ای  را اهميت تحقيق برروی این گياه بومی ایران که ،های ارزشمند جهت درمان بيماریهای فوق الذکر قرار گيرد
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خلين و محتوی )عمدتا  γ–Pyrones ثرهوم ماده استخراج و خالص سازیهدف اصلی ما در این پژوهش  .است نموده برخوردار

 دارویی کشور بوده جهت استفاده صنعتارزشمند  داروییبعنوان ماده  ایران بومی .Ammi Visnaga Lamگياه ویسناژین( از 

آناليز گردیده  WHO 2011&1998 (World Health Organization)با استفاده از روشهای ارائه شده در رفرانس  که

-Re) مجدد تبلور، (Column chromatography) کروماتوگرافی ستون ویسناژین با روشهایخلين و  در این تحقيق است.

crystalization)   نازک کروماتوگرافی لایهو (Thin layer (chromatography) نقطه شده، و با استفاده از خالص سازی 

و مقایسه  آنها (Fourier Transform Infrared Spectrophotometer) قرمز  مادون تبدیل فوریه یسنج فيطذوب و 

با استفاده از  نيز خلين و ویسناژین درجه خلوص هردو ماده راندمان و .شناسایی قرار گرفته اند مورد با نمونه های استاندارد،

 با نمونه استانداردو  حاسبهم High (performance liquid chromatography) مایع با کارایی بالا روش کروماتوگرافی

 . آنها مقایسه گردیده است

 

 روشهامواد و 

 جمع آوري گياه

از نواحی شمال ایران، گيلان، منطقه لوشان و رستم آباد )حاشيه رودخانه مشرف به سفيد  ، .Ammi Visnaga Lamگياه

جمع آوری گردیده و جهت شناسایی و تایيد به هرباریوم مرکزی دانشگاه تهران ارائه  در زمان برداشت )اواخر شهریور ماه(رود( 

  شده است.

 

 شيمياييمواد 

، اتانول، Sigma-Aldrichخریداری شده از  درصد 97استاندارد با خلوصو ویسناژین  درصد 98 خلين استاندارد با خلوص

م، نينهيدرین، آلوکسان، انيدرید واتيل استات، موليبدات آموني متانول، کلروفرم، ، اکسيد آلومينيم،درصد 85 فسفریک اسيد

 98 سدیم  تنگستات، اسيد سولفوریک لاسيال،فروسيانات، اسيد استيک گ کلرو آنتيموان، پتاسيم تری استيک، اسيد نيتریک،

 خریداری شده است. Merckکه همگی از شرکت  کادميم سرب،، درصد 37 اسيد کلریدریک ،درصد

 

  عصاره گياهياستخراج 

خشک  C°50-40 دمایآون با در در این تحقيق از دو اندام ساقه و دانه گياه برای استخراج استفاده شده و بطور جداگانه 

 g100 برای استخراج عصاره از  حلالبعنوان اتانول  mL300ه است. ابتدا ازدیگردآسياب  cm1cm<a<8/0در محدوده مش و 

 تغليظ ،(Rotary evaporator system) سيستم تبخيرکننده استفاده از با عصارهسپس . استفاده گردید ،آسياب شده نمونه

 درصد( 50اسيد سولفوریک /فسفریک اسيدهای معدنی )اسيد از عصاره،معادل حجم  انتقال داده شد.دکانتور به  از آنو پس 

، چون فورانوکرومونها در مجاورت استاین واکنش رنگی گردد.  دو فاز کاملاتا  داده فرصت ،همزدن استفاده کرده و پس از

برداشته هم  را فاز زیرینند. باش می نارنجی/ زرد رنگ (Oxonium salts) اکسونيوم اسيدهای قوی قادر به تشکيل نمکهای
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در  ،را برداشته رسوب محتوی خلين و ویسناژین نموده و صافرا  آن 3 و 2بين  pH پس از تنظيم  ،حجم آن با آب رقيق کرده

  . (Moubasher & Barakat, 1950)دیخشک گرد C°50-40 دمایبا  آون

 

 با استفاده از ستون کروماتوگرافي خالص سازي

را با کلروفرم  ستون پر شده گردید.اکسيد آلومينيم پرانتخاب نموده و با سانتيمتر  30×4/1به ابعاد  ابتدا ستونیدر این مرحله 

اضافه ستون  شده بود، به داخلحل و فيلتـر  در کلروفرمرا که قبلا  رسوب محتوی خلين و ویسناژینشستشو داده شد و سپس 

 45 خروجی به مرحله با دبی مرحله را متانول ستون درصد 100تا 10متانول از نسبت  –روفرم کل مخلوط استفاده از با .گردید

برای آناليز با کروماتوگرافی لایه نازک  و آوری جمع mL2 با حجم تقریبیها فراکشنقطره در دقيقه شستشو داده و در هر مرحله 

(TLC) مورد استفاده قرار گرفت (El-Shibini et al.,1969). 

 

 کروماتوگرافي لايه نازک

 متحرکفاز  در صفحات قراردادنو  Silica gel 60 F254با مشخصات  TLC صفحاتلکه گذاری برروی با فراکشنها 

نمونه های  محتوی هایفراکشن. دیگرد ستت درصد 10اشباع شده با اسيد استيک (1:1اتر ) -مخلوط حلالهای تولوئن تشکل ازم

پس از . (Wagner et al., 1996 & 1984) ندشناسایی  شد UV-365nmبا استفاده از دتکتور خالص خلين و ویسناژین 

تقریبا  کریستالهای سفيد تاد حلال نمونه ها تبخير و با استفاده از روش تبلور مجد ویسناژین، تهيه نمونه های خالص خلين و

 د.یدر آب تشکيل گردرنگ ویسناژین  بلورهای نخی شکل و سفيد در متانول و زرد رنگ خلين

 

 تجزيه و تحليل آماري

–γ متغير مستقل( بر ميزان محصول بعنوان اندامهای مختلف گياه ) نوعبرای بررسی  one-way ANOVAاز روش 

Pyrones استفاده شده و معناداری نتایج این آزمایشات نيز با متغير وابسته( )بعنوان  ویسناژین و خلين، عمدتاp-value<0.05 

 بصورت Excel 2003با استفاده از و نتایج آنها تمام آزمایشات با سه تکرار انجام شده گرفته است. همچنين  ارزیابی قرار مورد

Mean±SD شده است. گزارش 

 

  (Melting point) تعيين نقطه ذوب

 تعيين و با نمونه های  Büchiبا استفاده از دستگاه نقطه ذوب هر دو نمونه خالص شده خلين و ویسناژین نقطه ذوب 

  گردید.مقایسه  استاندارد آنها

 

 شناسايي کيفي خلين و ويسناژين  آزمايشهاي

  mL1حل کرده و به آن درصد  50اتانول mL5از نمونه همراه با گرم کردن در  g1/0 آزمون آمونيوم موليبدات:-1
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به آن اضافه  درصد 20اسيد سولفوریک  mL2دقيقه حرارت داده شد. سپس  2افزوده، بمدت  درصد 8محلول آمونيوم موليبدات 

 .(Barakat & Badran, 1951; Fahmy et al., 1949) کرده و گرم گردید

محلول  mL1حل کرده و به آن  درصد 50اتانول  mL5از نمونه همراه با گرم کردن در  g1/0آزمون سديم تنگستات: -2

به آن اضافه کرده و  درصد 20اسيد سولفوریک mL2دقيقه حرارت داده شد. سپس 2افزوده، بمدت  درصد 10تنگستاتسدیم 

 .(Barakat & Badran, 1951; Fahmy et al., 1949) گرم گردید

لول مح mL2حل کرده و به آن  درصد 50اتانول mL5از نمونه همراه با گرم کردن در  g1/0  آزمون پتاسيم فروسيانات:-3

به آن  اضافه کرده  درصد 20اسيد سولفوریک mL2دقيقه حرارت داده شد. سپس  2افزوده، بمدت  درصد 5پتاسيم فروسيانات 

   .(Barakat & Badran, 1951; Fahmy et al., 1949) و گرم گردید

 معرف  mL2حل کرده و به آن  درصد 50اتانول mL5از نمونه همراه با گرم کردن در  g1/0  آزمون آنتيموان تري کلرايد:-4

اسيد  mL20آب مقطر و  mL40آنتيموان تری کلراید در  g15آنتيموان تری کلراید اضافه گردید. این معرف از حل کردن 

 .(Barakat & Badran, 1951; Fahmy et al., 1949)کلریدریک غليظ تهيه شده است 

اسيد  mL2انيدرید استيک و  mL5/0آزمایش خشک ریخته، به آن از نمونه را در یک لوله  g1/0 آزمون انيدريد استيک:-5

 . (Barakat & Badran, 1951; Fahmy et al., 1949) دقيقه حرارت داده شد 2سولفوریک غليظ اضافه کرده و بمدت 

اسيد سولفوریک  mL2بمقدار خيلی کم )چند ميلی گرم( نينهيدرین در یک لوله آزمایش خشک،  آزمون نينهيدرين:-6

ماده مورد آزمایش اضافه  غليظ اضافه گردید. یک رنگ گل سرخی کمرنگ ظاهر می شود، سپس به آن مقداری از  کریستالهای

 . (Barakat & Badran, 1951; Fahmy et al., 1949) شد

وریک ــاسيد سولف mL2آلوکسان و  g1/0از نمونه را در یک لوله آزمایش خشک ریخته، به آن  g1/0 آزمون آلوکسان:-7

 .(Barakat, & Badran 1951; Fahmy et al., 1949)دقيقه حرارت داده شد 1افه کرده و بمدت ـاض غليظ

 

  (Gravimetry method) اندازه گيري رطوبت به روش وزني

تنظيم   C 105-100˚دمای بادر آونی  قرار داده و آنراکه قبلا وزن آن تثبيت شده،  یگياهی را در ظرف مادهاز  g 5-2مقدار       

تقل و پس از رسيدن به ندسيکاتور م گذاشته شد تا وزن ثابتی بدست آید. سپس ظرف محتوی نمونه بهساعت  4، بمدت شده

ميزان آزمایش محاسبه می شود.  . اختلاف وزن با ماده اوليه بر حسب ميلی گرم در هر گرم ماده مورددمای محيط، توزین گردید

 .World Health (Organization, 2011 & 1998) تجاوز نماید درصد 5ی نبایستی از رطوبت برای هر فرآورده گياه

 

  روش اندازه گيري خاکستر تام

کروزه  سطح قرار داده و بطور یکنواخت آنرا در ،وزن آن تثبيت شده  گياهی را در یک بوته چينی که قبلا مادهاز  g4-2مقدار 

دقيقه  35تا  20و در این دما بمدت  افزایش داده C°600-500دمای کوره را بتدریج تا گذاشته شد. در کوره  پخش کرده و

)سفيد شدن نمونه نشانگر عدم وجود کربن  صورت گيرد احتراق کامل تا ،شدهعمل باعث آزاد شدن کربن  این حرارت داده شد.

اگر در این آزمایش کربن آزاد شده  گردید. نیوزو پس از رسيدن به دمای محيط تگذاشته  پس بوته را در دسيکاتورس. است(
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یا نيترات آمونيوم اشباع مرطوب کرده، ابتدا روی حمام آب آنرا خشک و  آب mL2بدست نياید، باقيمانده احتراق را با  خاکستر

 آزمایش یک گرم از ماده مورد ميزان خاکستر تام برحسب ميلی گرم در سپس با هات پليت سوزانيده تا وزن ثابتی بدست آید.

  .(World Health Organization, 2011 & 1998) ه می گرددباسحم

 

 روش اندازه گيري خاکستر غير محلول در اسيد 

اضافه نموده و بوسيله شيشه ساعت روی  g / L70 محلول اسيد کلریدریک mL 25 به کروزه محتوی خاکستر تام مقدار

آب گرم شستشو داده و محلول حاصل به کروزه اضافه  mL 5 با سپس شيشه ساعت را ،یمددقيقه جوشان 5آنرا پوشانده بمدت 

محلول روی صافی ناماده تا کاغذ صافی خنثی گردد. سپس  ،را روی کاغذ صافی قرار داده با آب گرم شسته ولحلنام. ماده گردید

ميزان خاکستر غير محلول در اسيد بر حسب  بدست آید.ثابتی  تا وزن سوزانيده هات پليت آنرا با انتقال داده و دیگری به کروزه را

 ). World Health Organization, 2011 & 1998) می شود هبسحامميلی گرم در یک گرم از ماده مورد آزمایش 

 

  روش اندازه گيري خاکستر محلول در آب

خاکستر  به کروزه محتوی  مرتبط می باشد.تعيين ميزان خاکستر محلول در آب، از نظر وزنی با خاکستر تام و باقيمانده آن 

-Sintered) محلول را به کروزه  شيشه اینا. سپس ماده جوشانده شددقيقه  5بمدت  و آب مقطر افزوده mL25مقدار  تام

glass)  دقيقه در کوره با دمای  15انتقال داده و با آب گرم شستشو و بمدتC°450 .قرار داده شد تا وزن ثابتی  بدست آید 

و ميزان خاکستر محلول در آب برحسب ميلی گرم از ماده مورد  گردیدهباقيمانده برحسب ميلی گرم از وزن خاکستر تام کم  وزن

 .(World Health Organization, 2011 & 1998) آزمایش محاسبه می گردد

 

 روش اندازه گيري فلزات سنگين )سرب و کادميم(

در  .می باشد Pyeunicam   از شرکت Sp9 Atomic Absorption  Spectrophotometer دستگاه مورد آزمایش

ماده گياهی  mg250 -200از روش هضم مرطوب در سيستم باز استفاده شده است. ابتدا این آزمون جهت آماده سازی نمونه 

قسمت  2محتوی يه شده )از مخلوط هضم قبلا ته mL1مورد آزمایش را دقيق وزن کرده، در کروزه سيليسی قرار داده و به آن 

اضافه کرده و داخل آون قرار داده شد. در  g/L 1170) و یک قسمت محلول اسيد پرکلریک g/L 1000محلول اسيد نيتریک 

نگهداشته  ساعت 4بمدت  C°240 ساعت و در دمای 2بمدت  C°120 ساعت، در دمای  3بمدت  C°100آون بترتيب در دمای 

ترتيب باقيمانده  فلزات سنگين مورد بررسی قرار گرفت. بدین ترکيبات معدنی می باشد، جهت تعيينباقيمانده که محتوی  شد.

تا برای آناليز با گردید  ار تهيهب 50و  10محلولهایی با رقت سپس حل کرده و (g/L 1000)محلول اسيد نيتریک  mL5/2را در

و  ppm1، ppm2، ppm4 استاندارد سرب با غلظتهایمحلولهای  در این مرحله .رديگقرار مورد استفاده دستگاه جذب اتمی

ميزان  د.شو استفاده دستگاه جذب اتمی تا برای آناليز با، نيز تهيه گردید ppm2/0، ppm4/0، ppm6/0 با غلظتهای کادميم

اهد مقایسه گردیده هر نمونه مورد آزمایش با نمونه ش کهاینتوضيح  .باشد یم ppm 3/0 و ppm10سرب و کادميم مجاز بترتيب 

 .(World Health Organization, 2011 & 1998) است
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 FTIR با دستگاهي روش تجزيه

از این روش طيف سنجی برای  .می باشد Philips از شرکت Pu9624 FTIR Spectrometer دستگاه مورد آزمایش

از نمونه ها،  KBrتهيه قرص با  در این آزمون حضور دارند، استفاده شده است. خلين و ویسناژین تعيين گروههای عاملی که در

هر کدام را آنها نمونه های استاندارد  و خلين و ویسناژین خالص سازی شده های نمونه mg1  از است. انجام شده طيف گيری

cm- محدوده طول موج و در طيف سنجی در دمای اتاق بدون آب استفاده شد. KBr قرص mg100 برای تهيه بطور جداگانه

 .ه استدر نظر گرفته شد cm 4-1 از نمونه ها با وضوح کیهر  یاسکن برا 20در مجموع انجام گردید.  1400-4000 

 

 HPLC با دستگاهي روش تجزيه

کارآیی بالا  با  دستگاه کروماتوگرافی مایع و درجه خلوص خلين و ویسناژین در عصاره استخراج شده از مقداربمنظور تعيين 

 Waters pumps (510) ،Waters UV detector، مجهز به Waters HPLC (486)با مشخصات ذیل که شامل: سيستم 

 هانداز و  mm 150×3.9 با ابعاد  18Bondapak C μ از نوع ستون استفاده شده است. می باشد،   Millenium نرم افزار و

 ,49:49:2)استونيتریل  /متانول /آب متشکل از متحرک فازو ترکيب  1mL / minبرابر  Flow rate بود. 4μm ذرات پایه

v/v/v)  بود. دتکتور مورد استفادهUV  254با طول موجnm 5بار تزریق برابر و حجم هر μL و انجام آزمایش در دمای اتاق 

(C°25)  .انجام شده است 

 حل و( 50:50آب و متانول ) mL100در  توزین کرده، mg3 ویسناژین(و  هر کدام جداگانه )خلين را نمونه های مجهول

 خلين با خلوصاستاندارد  مادهاز هر دو بطور جداگانه همچنين  د.یبه دستگاه آماده گرد برای تزریقو  دهنمو (0.45µm) فيلتر

 6و  mg5 ،3، 1ميزان  ی بهیمحلولها(، Sigma-Aldrich)خریداری شده از شرکت  درصد 97و ویسناژین با خلوصدرصد  98

توضيح اینکه هر تزریق با سه تکرار  .تزریق شدبه دستگاه و  کرده (0.45µm)و فيلتر تهيه (50:50آب و متانول ) mL100 در

 –های فوق الذکر، منحنی کاليبراسيون )سطح  غلظت انجام شده است. سپس با استفاده از سطح زیر منحنی بدست آمده برای

ترسيم و معادله خط رگرسيون آنها بدست آمد. با داشتن سطح زیرمنحنی نمونه مجهول  Excel غلظت( هر کدام توسط نرم افزار

 آن مشخص گردید. و انطباق آن با منحنی های کاليبراسيون مربوطه، غلظت خلين و ویسناژین در

 

 نتايج و بحث

 فورانوکرومونهای )خلين و ویسناژین(مشاهده می گردد نتایج گرفته شده از آزمونهای شناسایی  1همانطور که در جدول

 ویسناژین  عصاره گياه، منطبق با مشخصات مندرج در این جدول بوده و نقطه ذوب خلين و جداسازی و خالص سازی شده از

 نيز در محدوده نمونه استاندارد آنها بدست آمده است. 
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  فيزيکوشيميايي خلين و ويسناژين مشخصات -1جدول 

Table 1. Physicochemical characteristics of Khalin and Visnagin 

 

 ویسناژین ویژگيهای خلين ویژگيهای اهنوع آزمایش ردیف

 بلورهای نخی شکل وسفيد رنگ کریستالهای سفيدتا تقریبا زرد رنگ شکل ظاهری 1

 در کلروفرم واسيداستيک گلاسيال ميزان حلاليت 2

 حل می شود کاملا

 در الکل بمقدار  خيلی زیاد و کلروفرم نسبت در

 حل می شودکمتر

 C 155-154 ͦ C 145-142 ͦ نقطه ذوب 3

 رنگ زرد محلول نارنجی یکریستالرسوب  سدیم تنگستات 4

 رنگ سبز مایل به زرد رسوب کریستالی نارنجی موليبدات آمونيوم  5

 رنگ ارغوانی تيره رنگ سبز درخشان نينهيدرین  6

 رنگ قرمزتيره سبز تيرهرنگ  آلوکسان  7

 رنگ سبز تيره رنگ قرمزتيره انيدرید استيک  8

 رسوب زرد رنگ رسوب کریستالی نارنجی تری کلراید آنتيموان 9

 رسوب کریستالی زرد رسوب کریستالی نارنجی پتاسيم فروسيانات 10

 

 خاکستر محلول در آب عصارهنتايج مربوط به ميزان رطوبت، خاکستر تام،خاکستر غير محلول در اسيد و 

درصد )با 6/3ميانگين ( نشان داده است که ميزان رطوبت با 2نتایج گرفته شده از آزمایشات انجام شده برروی عصاره )جدول

  خاکستر غير محلول در اسيد و خاکستر محلول در آب( کمتر از حد مجاز آن بوده و خاکستر تام، درصد 5حد مجاز حداکثر

 Mean±SDنتایج بصورت  توضيح اینکه بدست آمده است. mg/g35و  mg/g215 ،mg/g25تيب با ميانگين نيز بتر  عصاره

 گزارش شده است.

  

 نتايج اندازه گيري ميزان رطوبت، خاکستر تام، خاکستر غير محلول  در اسيد -2جدول

 نمونه g1و خاکستر محلول در آب از 

Table 2. Results of measuring moisture, total ash, insoluble ash in acid and soluble ash in water from 1g of 

sample 

 

  نتایج نوع آزمایش ردیف

1 

2 

3 

4 

  درصد رطوبت

 خاکستر تام

 خاکستر غير محلول در اسيد

 خاکستر محلول در آب

14/0±6/3% 

mg/g 13/0±215 

mg/g11/0±25 

mg/g17/0±35 
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عصاره (سرب و کادميم) فازات سنگين نتايج مربوط به ميزان  

گياهی عصاره های مواد موثره دارویی موجود در برای  WHOاز جمله دستورالعملهای الزام آور  اندازه گيری فلزات سنگين

شده است. همانطور تعيين  ppm3/0و برای کادميم حداکثر ppm10می باشد که محدوده مجاز آن بترتيب برای سرب حداکثر 

 ppmو ميزان کادميم آن با ميانگين  ppm42/2نشان می دهد ميزان سرب عصاره تهيه شده با ميانگين  3نتایج جدول که

  گزارش شده است. Mean±SDنتایج بصورت  توضيح اینکه .کمتر از حد مجاز تعيين شده می باشند 211/0

 

 نمونه mg200نتايج اندازه گيري سرب و کادميم از -3جدول   

Table 3. Results of measuring lead and cadmium from 200 mg samples 

 

  نتایج نوع آزمایش ردیف

1 

2 

 ميزان سرب 

 ميزان کادميم

ppm15/0±42/2

ppm      09/0±211/0 

 

 

 TLC نتايج کروماتوگرافي لايه نازک

  fR= 44/0با  Bو  Aدر هر دو شکل  فراکشنهای اول تا چهارمداد که ( نشان 1کروماتوگرافی لایه نازک )شکل آناليز با

 در مخلوط خلين و ویسنازین بوده است. Bو  Aدر هر دو شکل فراکشنهای پنجم، ششم و هفتم  خلين خالص، نشاندهنده

ترکيبات ن، مخلوط خلين و ویسنازی)که در مراحل اوليه خالص سازی قرار دارد( علاوه بر  Aبقيه فراکشنها در شکل  حاليکه

= 37/0با )که در مراحل پایانی خالص سازی قرار دارد(  Bفراکشنهای هفتم تا دهم در شکل  دیگری  نيز مشاهده می شود اما

fR  .نشاندهنده ویسناژین خالص می باشند 

 

A 

B 
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مراحل پاياني خالص سازي عصاره تهيه شده به روش کروماتوگرافي ستوني  B :TLCمراحل اوليه خالص سازي و  A :TLC -1شکل

مخلوط خلين  Bو  Aدر هر دو شکل لکه هاي پنجم، ششم و هفتم  ،خلين خالص Bو  Aدر هر دو شکل  لکه هاي اول تا چهارم. مي باشد

 ويسناژين خالص هستند. Bو لکه هاي هفتم تا دهم در شکل  و ويسنازين

Figure 1. A: TLC is the initial stages of purification and B: TLC is the final stages of purification of the 

extract prepared by column chromatography. The first to fourth spots in both forms A and B are pure khellin, the 

fifth, sixth and seventh spots in both forms A and B are a mixture of khellin and visnasin, and the seventh to 

tenth spots in form B are pure visnasin. 

 

نتایج گرفته شده از آزمایشات فيزیکوشيميایی انجام شده برروی فورانوکرومونهای جدا شده )خلين و ویسناژین(  بجهت اینکه

 نتایج حاصل از تعيين نقطه ذوب این ترکيباتنيز آنها و  TLCاز  های محاسبه شده fR و Ammi visnaga L.از عصاره گياه 

 را نشان داده اند، لذا هویت خلين و ویسناژین در عصاره گياههای استاندارد آنها  با نمونه ملاحظه ای قابل انطباق ،( 1)جدول

 ,Beltagy &  (Beltagy)بلتاژی  ایجی که توسطنتایج این پژوهش با نت .(O’Neil, 2013) شناسایی و تایيد گردیده است

  .نيز مطابقت دارد زارش شده،گ (Karawya et al., 1970)و کاراویا  (Shinde & Laddha, 2014)، شيند (2015

 و 114/1با برابر  گياه بطور ميانگين بترتيب دانهمشاهده می گردد مقادیر خلين و ویسناژین در  2همانطور که در شکل

و  54/0، افزایش تقریبا دو برابری نسبت به مقادیر آنها در ساقه گياه که بترتيب برابر با ميلی گرم در یک گرم نمونه 326/0

 بودند، را نشان داده است. ميلی گرم در یک گرم نمونه 172/0

 
 مقدار خلين و ويسناژين دردانه و ساقه گياه -2شکل

 ( p-value<0.05انحراف معيار و معناداري با  ±تکرار 3)ميانگين

Figure 2. The amount of khellin and visnagin in the seeds and stems of the plant (mean of 3 repetitions ± 

standard deviation and significance with p-value <0.05) 

 

فورانوکرومونها )خلين و ویسناژین(  برروی HPLCبا استفاده از آناليز  که (Franchi et al., 1985) فرانچی در تحقيقات

بررسی گردیده، بالاترین ميزان خلين و ویسناژین در ميوه گياه  .Ammi visnaga Lگياه در اندامها و در مراحل مختلف رشد 

اده، بطوریکه مقادیر خلين و ویسناژین ( همخوانی با این تحقيقات را نشان د2گزارش شده و نتایج حاصل از این پژوهش نيز )شکل

 γ-Pyrones، دانههنگام گل دادن و توليد گياه نسبت به ساقه آن افزایش تقریبا دو برابری داشته است. بنظر می رسد  دانهدر 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

دانه ساقه

ونه
 نم

رم
ک گ

ر ی
م د

گر
ی 

میل

Ammi Visnaga L.  

Khellin

Visnagin



 .Ammi Visnaga Lاز گياه (خلين و ويسناژين) γ-Pyronesدارويي موثره  هاستخراج و خالص سازي ماد /34

 

مقدار آن می گيرند و لذا افزایش  اغلب در محلهای توليد گل در ميوه ها یا دانه ها ی گياه جای می  و ویسناژین( خلين)عمدتا 

 در گياه محسوب می گردد γ-Pyrones  تواند بدليل مرحله رشد گياه باشد، که یکی از عوامل مهم و تاثيرگذار در تعيين مقدار

(Sellami et al., 2013). 

 

  FTIRنتايج مربوط به طيف سنجي

 3بترتيب در شکلهای  .Ammi visnsga Lدو نمونه خلين و ویسناژین استخراج شده ازگياه  نتایج طيف سنجی برای هر

مشخصات باندها نيز  با نمونه های استاندارد انطباق قابل ملاحظه ای دارند. و همانطور که مشاهده می گردد نشان داده شده 4و 

 بصورت خلاصه آورده شده است. 3در جدول cm1100-3000-1در محدوده 

 
 ( خلين استاندارد2( خلين تهيه شده )1: ) FTIRطيف  -3شکل

Figure 3. FTIR spectrum: (1) Prepared khellin (2) Standard khellin 

 

 
 ( ويسناژين استاندارد2( ويسناژين تهيه شده )1: ) FTIRطيف  -4شکل

Figure 4. FTIR spectrum: (1) Prepared visnagin (2) Standard visnagin 
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 FT-IR مشخصات باندهاي اصلي خلين و ويسناژين گرفته شده ازطيف -4جدول

Table 4. Characteristics of the main bands of khellin and visnagin from the FT-IR spectrum 

 

 وظایف باندها

 3CHارتعاشات کششی  cm3000-1باند مهم در محدوده 

 کونژوگه  C=O کششیارتعاشات  cm1650-1735-1باند قوی درمحدوده 

 کونژوگه C=C–C=O–کششیارتعاشات  cm1600-1625-1باند درمحدوده

 Ar-Oارتعاشات کششی  cm1350-1375-1باند درمحدوده

 C-O ارتعاشات کششی cm1125-1باند درمحدوده

 

 cm3000-1 محدودهباند مهم در یک ، 4( و نيز داده های مندرج در جدول4و  3)شکلهایدر طيف سنجيهای بدست آمده 

cm-برای خلين و در  cm1650-1است. همچنين یک باند قوی در  نسبت داده شده 3CHکششی  وجود دارد که به ارتعاشات

کونژوگه نسبت داده شود. علاوه بر این،  ویسناژین وجود دارد که ممکن است به ارتعاشات کششی کربونيل دار برای 11735

مشاهده می شود که می تواند  برای ویسناژین cm 1600-1برای خلين و در cm1625-1باندهای دیگری بترتيب در نواحی 

برای خلين و در  cm1350-1کونژوگه ساخته شده باشد. باندهای اندازه گيری شده بترتيب در نواحی  –C=O–C=Cبواسطه 

1-cm1375 برای ویسناژین به ارتعاشات کششیO-Ar 1 و در ناحيه-cm 1125 ویسناژین به ارتعاشات کششی  برای خلين و

C-O  نسبت داده می شود(Beltagy & Beltagy, 2015; Shinde & Laddha, 2014; Buriak & Kurinna, 

1971; Chen et al., 1969; Ellenbogen, et al., 1951; Bailey et (al., 1951 . 

 

  HPLC نتايج مربوط به آناليز

،  HPLCپس از انجام تزریق نمونه های استاندارد خلين و ویسناژین استاندارد و بررسی داده های استخراج شده از آناليز 

بدست ( 6دقيقه )شکل 750/10( و ویسناژین با زمان بازداری 5دقيقه )شکل 617/8 (Retention time) خلين با زمان بازداری

 آمد. 
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 استاندارد از خلين HPLCکروماتوگرام -5شکل

Figure 5. HPLC chromatogram of khellin standard 

 

 
 از ويسناژين استاندارد HPLCکروماتوگرام -6شکل

Figure 6. HPLC chromatogram of visnagin standard 

 

 
 Ammi visnagaاز عصاره گياه  HPLCکروماتوگرام -7شکل

Figure 7. HPLC chromatogram of Ammi visnaga plant extract 

 

خطی و معادلات رگرسيون آنها با  µg/mL60-10منحنی کاليبراسيون مربوط به خلين و ویسناژین در محدوده غلظتی 

  )2R( )Correlation coefficient (ضریب همبستگی
برای ویسناژین، بترتيب ذیل بدست  997/0خلين و  برای 998/0 

 است:آمده 

Y= 48523x – 48806 

Y= 37876x – 289401 

 ، تعيين مقدار مواد موثره خلين و ویسناژین HPLCآناليزنتایج حاصله  از  توجه به معادلات رگرسيون فوق الذکر و با
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منعکس  5در جدول وو درصد خلوص آنها نسبت به ماده استاندارد مربوطه محاسبه گياه  دانه g1از در عصاره استخراج شده 

 ویسناژین و درصد mg114/1 ،16/90برابر با  ترتيببه  خلين درصد خلوص و قدارمبطور ميانگين بر این اساس است.  گردیده

 گزارش شده است. Mean±SDنتایج بصورت  توضيح اینکه .خواهد شد درصد mg326/0، 62/79 برابر با ترتيببه 

 

 دانه گياه خلين و ويسناژين موجود در عصاره استخراج شده از يک گرمتعيين مقدار و درصد خلوص مواد موثره  -5جدول

Table 5. Quantitative determination and percentage of purity of the active ingredients of khellin and visnagin in 

the extract from 1g of plant seeds 

 

 عصارهوزن 

  (mg) استخراج شده 

 عصارهمقدار خلين در 

 (mg) استخراج شده

 درصد خلوص خلين 

 نسبت به استاندارد

 عصارهمقدار ویسناژین در 

 (mg) استخراج شده 

 درصد خلوص ویسناژین

 نسبت به استاندارد 

12/0±531/1 

 

08/0±114/1 

 

13/0±16/90% 

 

11/0±326/0 

 

15/0±62/79% 

 

 شناسایی و ارزیابی کمی و کيفی فورانوکرومونها )خلين و ویسناژین( در عصاره استخراج شده از گياه 

Ammi visnaga L.  با استفاده از نتایج گرفته شده از آناليزHPLC بيشر در این پژوهش با مطالعاتی که توسط (Bishr 

et al., (2016، بدر (Badr et al., 2015)، کمال (Kamal et al., 2015)، آلکاسومی (Alqasoumi et al., 2014)، 

 و مارتلی (Mesbah, 1992) مصباح ،(El-Domiaty,1992)  دومياتی-ال ،Shinde & (Laddha, 2014)شيند

(Martelli & Bovalini, 1984) انجام شده، همخوانی خوبی را نشان داده است. همچنين مقایسه کروماتوگرام HPLC 

مربوط به نمونه های استاندارد خلين و ویسناژین  HPLC( با کروماتوگرامهای 7استخراج شده )شکلگرفته شده از عصاره 

دقيقه و برای  617/8( کاملا مطابقت داشته و زمان بازداری مشابهی را با نمونه های استاندارد )برای خلين 6و  5 )شکلهای

لين و ویسناژین جدا شده از عصاره استخراج شده را در دقيقه( نشان داده است که این مشابهت، خلوص خ 750/10ویسناژین

 مقایسه با نمونه های استاندارد آنها تایيد می نماید. 

متحرک  از مهمترین ویژگی این روش تقارن شکل و وضوح بالای کروماتوگرامهای خلين و ویسناژین بدليل استفاده از فاز

دقيقه و نيز تفکيک مناسب  12( و جداسازی کامل آنها در کمتر از v:v:v، 49:49:2)محتوی متانول، آب و استونيتریل به نسبت 

بنظر می آنها از یکدیگر با توجه به تفاوت زمان بازداری شان، تعيين مقدار همزمان خلين و ویسناژین امکان پذیر شده است. 

ین بهبود یافته و هم زمان جداسازی استونيتریل به فاز متحرک، هم شکل کروماتوگرامهای خلين و ویسناژ درصد 2افزودن  رسد

 و Franchi et al., (1985)فرانچی  گزارش شده توسط HPLCآنها تقریبا کاهش قابل ملاحظه ای نسبت به نتایج آناليز 

 ,El-Domiaty)دومياتی-ال توسطکه  HPLCبا نتایج آناليز  ويدا کرده، پ(Martelli & Bovalini, 1984) مارتلی 

 مخوانی خوبی نشان داده است.ه گزارش شده، 1992)

 

 نتيجه گيري
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، منجر به جداسازی و خالص و تبلور مجدد (TLC & CC)استفاده از روشهای کروماتوگرافی نتایج حاکی از آن است که 

موجود در سایر ترکيبات  از یکدیگر )بدليل تشابه ساختاری( و از( γ– Pyronesمواد موثره خلين و ویسناژین )سازی کامل 

 HPLC نيز نتایج گرفته شده از آناليز آنها و  FTIR طيف سنجیهای مشابهت نقطه ذوب و داده گردیده است.   گياه عصاره

بالایی را نشان داده است. همچنين نتایج گرفته شده از سایر آناليزها خلوص  و راندماننمونه های استاندارد آنها،  در مقایسه با

بوده و  دارویی کشور در صنعت استفاده قابل بعنوان ماده دارویی ارزشمند،لذا د، می باش WHOدر محدوده مجاز مندرج در 

  .وجود داردجایگزینی آن با داروهای شيميایی با اثرات درمانی مشابه  امکان
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Abstract 

Ammi visnaga Lam. (Umbelliferae family) is one of the valuable indigenous medicinal plants in the country, which 

contains an active medicinal substance γ-Pyrones (mainly khellin and visnagin) and their most important therapeutic 

effects are peripheral and coronary vasodilator and bronchodilator and is used in the therapy of asthma and angina 

pectoris.  

In this research first, separation and purification khellin and visnagin from the extract sample were performed by 

column chromatography and recrystallization. Then they have been identified by thin layer chromatography, melting 

point and Fourier transform infrared spectroscopy. A high performance liquid chromatography has also been 

accomplished for their quantitative determination and degree of purity in the extract.  

As the results, isolated compounds from the extract (khellin & visnagin) were identified and verified by the 

similarity of melting points in the range of 153-155 ͦ C and 142-145 ͦ C respectively, their FTIR spectroscopy data, 

compared with the standard samples and determination of their Rf values (0.44 and 0.37, respectively). HPLC 

chromatograms of the extract (khellin & visnagin) displayed sharp, symmetrical peaks with high resolution at retention 

times of 8.617 and 10.55 min respectively. The mean contents of khellin and visnagin in the extract were 1.114 mg/g 

and 0.326 mg/g and purity of 90.16% and 79.62% respectively. 

Therefore, the produced γ-Pyrones (khellin and visnagin) had reasonable yield and high purity, therefore can be 

used for the pharmaceutical industry of Iran. 
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