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فصل مركب الأوكيوبين (Aucubin) من مستخلص نبات لسان الحمل الكبير (PLANTAGO  MAJOR  L. ) باستخدام  كروماتوغرافيا الترشيح بالهلام
                محمد عفان الحمداني 
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كلمات مفتاحيه: نباتات طبية ، نبات لسان الحمل ، كروموتوغرافيا الطبقة الرقيقة ، الترشيح بالهلام ، الاستخلاص ، أوكيوبين 
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الخلاصة
استخدمت كروماتوغرافيا الترشيح بالهلام (Gel Filtration Chromatography) للمرة الأولى لفصل مركب الأوكيوبين (Aucubin) من نبات لسان الحمل الكبير (Plantago Major) في البيئة العراقية وهو أحد أفراد العائلة الحلمية(Plantoginaceae). حًضرت مستخلصات لنموذج النبات بطبيعته الطازجة والجافة في ثلاث أوساط (الماء الحار والبارد والكحول). تم الفصل باستخدام عمود من هلام السيفادكس (Sephadex G-25) مع ثلاث أطوار متحركة ( ماء مقطر ومحلول Tris HCl pH=7 ومحلول Tris HCl pH=8) عند الظروف المثلى, شخص المركب بتقنيتي الامتصاص الجزيئي (UV-Visible Molecular Absorption) و كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة Thin Layer Chromatography (TLC). 
Abstract 

The aim of this study is to devising a Novel Method (Gel Filtration) to isolate the bioactive component Aucubin from Plantago Major plant (one of Plantoginaceae family) which grows in Iraq. 

Different extracts of leaves and stems of Plantago Major plant were prepared. These extracts include: cold and hot water and ethanolic extracts for fresh and dried samples of plant for each of these solvents.

The separation technique includes gel filtration using a column of Sephadex G-25 with three mobile phases (water, Tris HCl pH=7 and Tris HCl pH=8). While the identifications are completed by molecular absorption spectrophotometer and thin layer chromatography (TLC). 

المقدمة
يتجه التفكير العلمي نحو العودة إلى علاج مختلف الأمراض بعقاقير نباتية ، ذاك لخلو معظمها من الآثار الجانبية عند استعمالها ولو لفترة طويلة ،على خلاف المركبات الدوائية الكيميائية المصنعة والمنتجة مختبرياً. لقد أثبتت المعلومات المتراكمة عبر أجيال كثيرة والمدعمة بالتجارب العلمية العملية،أن للنباتات الطبية فاعلية عالية لمعالجة كثير من الأمراض،مثلا استخدمت مستخلصاتها في تخفيض مستوى الكرياتينين واليوريا في الدم(1), وفي معالجة داء النسيان Alzheimer's disease)) وداء الخرف المبكر (Dementia)(2) وفي علاج بعض أنواع مرض السرطان (4,3), وأمراض أخرى مثل مرض ولسن(Wilson's disease)(5), وأثبتت الدراسات الحديثة الفعالية الطبية للنباتات تجاه عدد من المسببات المرضية(8,7,6).
تحوي النباتات والأعشاب الطبية مواد كيميائية ناتجة عن عمليات الايض الثانوية تمتاز بفعاليتها ضد العديد من مسببات الأمراض(9). ومن هذه المواد الكلايكوسيدات (Glycosides) ومنها الكلايكوسيدات الايريدويدية التي تعد من أهم أصناف الكلايكوسيدات المتواجدة في النباتات وهي مونوتيربينات الصيغة رقم(1) تتواجد في أغلب العوائل النباتيةِ(10), وتشكّلُ الايريدويدات العائلة الأكبر من مشتقات cyclopentanoid , monoterpene ويُمكنُ أن تقسـم الى أربع مجاميع(11)  Irodid glycoside  و  nonirodid glycosideو secoiridoids  و bisiridoids. ويعد الأوكيوبين (Aucubin) الصيغة رقم(2)(12) من أهم المركبات الايريدويدية المتواجدة في نبات لسان الحمل وهو مادة صلبة بلورية عديمة اللون، درجة انصهاره o182م عزل لأول مرة في عام (1905) من نبات Aucuba Japonica. يذوب المركب في الماء والكحول، ذوبانيته في الماء أعلى, خواصه حامضية, صيغته الجزيئية (C15H22O9) و وزنه الجزيئي (346)(13) , تعزى له ولأربع مركبات أخرى الفعالية الحيوية لنبات لسان الحمل(11).
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	الصيغة رقم (1) مثال على المونوتيربينات
	الصيغة رقم (2) مركب الأوكيوبين(12)


استخدم هذا المركب في تحفيز تنظيم المناعة لدى فئران مختبرية لمقاومة داء اللوكيميا(14), وبينت دراسات أخرى دور هذا المركب فضلاً عن مركب آخر (الكاتالبول) مانعاً للعدوى لمسبب مرضي فطري يسمى Diaporthe adunca يصيب بعض النباتات(15), ومضاداً للالتهابات(16).
استخدمت طرائق متعددة لعزل وتشخيص هذا                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   المركب, إذ تم عزله وتشخيصه باستخدام تقنية كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة(17), وبتقنية حديثة تدعى كروماتوغرافيا الشعرية للغرويات الكهروحركية(Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography) (MECC)(18), وبتقنية الرنين النووي المغناطيسي(18), وبوساطة طرائق طيفية(20), كما عزل بتقنية كروماتوغرافيا السائل عالي الأداء(HPLC)(21).  

الأجهزة و المواد  
جهاز الاستخلاص المستمر(Soxhlet apparatus) , مبخر دوار(Rotary Evaporator) , جهاز المطياف ثنائي المصباح مبرمج مجهز من شركة (GBC, Cintra 5-Japan), حاضنة (Incubator) و مؤصدة (Autoclave), ميزان حساس نوع (HR 200, A&B Company Lmt. ), صفائح بلاستك TLC سمك 0.25 ملم وبأبعاد 2.5× 7.5 سم  من شركةMerck , عمود زجاجي بأبعاد (25 سم×19 ملم).     
جميع المواد المستخدمة ذات نقاوة عالية ومجهزة من شركات عالمية معروفة(Merck-Switzerland و BDH-England وFluka-Switzerland وLAB Scan-England)، استخدم للفصل هلام السيفادكس (Sephadex G-25 Particle size :20-80μ , Bed volume per gram of dry gel:4-6 ml) المجهز من شركة (Pharmacia Fine- Switzerland).
تحضير المحاليل
استخدم الكاشف تريم-هيل (Trim-Hill Color Test) للكشف عن وجود الكلايكوسيدات الايريدويدية وحضر من مزج المحاليل (10ml conc. Acetic acid(Sp. Gr. =1.05, %=99.5%) + 1ml 0.2% CuSO4 + 0.5ml conc. HCl(Sp. Gr.=1.18, %=35%)) (17).
 كما استخدم طورين متحركين الأول (ن- بيوتانول:حامض الخليك المركز(Sp.Gr. =1.05; %=99.5%) : ماء مقطر) وبالنسب الحجمية(5:1:4) على التوالي, والثاني (الماء المقطر:آيزو-بروبانول) وبالنسب الحجمية(3:2) على التوالي لفصل الكلايكوسيدات الايريدويدية بتقنيــة كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة(17). 
ولتظهير وتمييز الكلايكوسيدات الايريدويدية بعد فصلها في كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة لتعطي ألوانا مميزة لكل كلايكوسايد استخدم كاشفين مظهرين الأول حضر من إذابة 15 غم  كلوريد الانتيمون اللامائي في 100 مل الكلوروفورم والثاني من مزج(الأنيسالديهايد:حامض الكبريتيك المركز(Sp.Gr. = 1.84, %=96%): الايثانول المطلق) وبالنسب الحجمية (18:1:1) على التوالي (17).
الاستخلاص 
1-الاستخلاص بالنقع (المستخلصات العامة)
تنقع 6غم من النبات (طازج أو مجفف) في 50 مل في (ماء بارد, ماء ساخن, الايثانول المطلق) , ثم يحرك المنقوع لمدة ساعة واحدة , ويترك منقوعاً لمدة 18 ساعة, يرشح المستخلص باستخدام الضغط المخلخل, يعقم بالأشعة فوق البنفسجية ثم يركز المستخلص السائل باستخدام المبخر الدوار بدرجة حرارة   40-50ºم لمستخلص الايثانول وبدرجة حرارة 60-70ºم للمستخلصات المائية, ينقل المستخلص المركز إلى جفنة مجففة وموزونة ثم يبخر فـي المجفف للتخلص من كـل المذيب والحصول على المستخلص الخام (Crude Extract), توزن المستخلصات وتنقل إلى حاويات معقمة, للحصول على المستخلصات (1و2و3و4و5و6)(21).

2-الاستخلاص باستخدام جهاز Soxhlet (المستخلص رقم 7).
استخلص 35 غم من المسحوق الجاف للنبـات مع 200 مـل مـن الايثر المـشبـع بالمـاء باستخـدام جهـاز الاسـتخـلاص الترجيعـي المسـتمـر(Continuous Extraction Soxhlet) لمدة ست ساعات وبدرجة حرارة 30ºم,  حيث تبلورت الكلايكوسيدات وظهرت على جوانب الإناء, ثم جمع المستخلص الصلب وحفظ في حاوية معقمة(21).
3-الاستخلاص المباشر للكلايكوسيدات (المستخلص رقم 8).
  أستخلص 6غم من المسحوق الجاف للنبات مع 50 مل ماء مقطر مغلي وسخن المحلول بدرجة حرارة 70oم مع التحريك على جهاز التحريك المغناطيسي لمدة 30 دقيقة, ثم رشح ساخنا بورق ترشيح (Wahtman No.1) , استخلص المحلول في قمع الفصل مع ( 100 مل ايثر) للتخلص من الكلوروفيل والدهون التي تتداخل مع المستخلص الكلايكوسيدي, استخدمت الطبقة المائية وأهملت طبقة الايثر, ركز المستخلص وتمت معاملته كما جاء في فقرة المستخلصات العامة(22).
4-استخلاص الكلايكوسيدات الايريدويدية (المستخلص رقم 9).
أخذت 100 ملغم من النبات المجفف وسحقت باستخدام هاون خزفي مع كمية مكافئة لها من الرمل, ثم عومل المزيج مع 10 مل 2% خلات الرصاص (للتخلص من التانينات بترسيبها), فرز وأضيف للراشح كمية من حامض الكبريتيك المخفف (0.0 M) لحين تمام الترسيب, ثم فرز وعومل الراشح مع 50 ملغم رمل (لزيادة كفاءة استخلاص الكلايكوسيدات الايريدويدية), ووضع في وعاء تسخين على الحمام المائي للتخلص من المذيب, أضيف 4 مل كحول اثيلي مطلق إلى المحلول المركز الناتج وترك لمدة 24 ساعة, فرز الراشح الناتج بسرعة (5000 r/m) لمدة 5 دقائق وركز لحدود0.1 مل لاختباره بتقنية كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة (17).
حفظت جميع المستخلصات (1- 9 ) في حاويات بلاستيكية سعة(10مللتر) معقمة ومحكمة في مكان بارد بدرجة 4ºم وبعيد عن الضوء المباشـر. يبين الجدول رقم (1)  خلاصة لطرائق تحضير لمستخلصات المختلفة.
الجدول (1 ) يلخص المستخلصات المحضرة المختلفة
	ت
	استخلاص النبات
	المذيب
	طريقة التركيز
	طريقة التجفيف

	1
	6غم  طازج (نقع )
	ماء بارد 50 مل
	مبخر دوار(60- 70 0 م)
	المجفف (40-50 درجة 0م)

	2
	6غم  طازج  ( نقع)
	ماء ساخن 50 مل
	مبخر دوار(60- 70 0 م)
	المجفف (40-50 درجة 0م)

	3
	6غم  طازج (نقع)
	ميثانول  50  مل
	مبخر دوار(40-50 0م)
	المجفف (40-50 درجة 0م)

	4
	6 غم  جاف (نقع)
	ماء بارد  50 مل
	مبخر دوار(60- 70 0 م)
	المجفف (40-50 درجة 0م)

	5
	6 غم  جاف (نقع)
	ماء حار  50 مل
	مبخر دوار(60- 70 0 م)
	المجفف (40-50 درجة 0م)

	6
	6 غم  جاف (نقع)
	ميثانول  50 مل
	مبخر دوار(40-50 0م)
	المجفف (40-50 درجة 0م)

	7
	35 غم جاف (سوكسليت)
	ايثر مشبع بالماء 200 مل
	مبخر دوار(40-50 0م)
	المجفف (40-50 درجة 0م)

	8
	6 غم جاف (نقع)
	12 مل ماء مغلي ثم 12 مل ايثر
	استخلاص مباشر وتتكون بلورات ويجمع الراسب بالترشيح

	9
	100 ملغم جاف
	2%خلات الرصاص 10 مل
	خطوات متتالية للحصول على المستخلص المركز.


فصل وتشخيص المركب الفعال (الأوكيوبين) في النبات .
تم إجراء كشف كيميائي نوعي (كاشف بندكت) للكاربوهيدرات والكلايكوسيدات وكشف نوعي خاص(كشف الكلايكوسيدات الايريدويدية- تريم-هيل) على مستخلص لسان الحمل الكبير لتعيين وجود الكلايكوسيدات ومركب الأوكيوبين , فضلاً عن كشوفات نوعية أخرى لأصناف مركبات فعالة أخرى .
الكشف النوعي عن الكلايكوسيدات الايريدويدية  Iridoids Glycoside .
قطع 1غم من النبات الطازج إلى قطع صغيرة ووضع في أنبوبة اختبار, وأضيف له 5 مل من1% حامض الهيدروكلوريك وترك لمدة 4 ساعات, نقل بعدها 0.1 مل من السائل المنقوع إلى أنبوبة اختبار تحتوي على 1 مل من كاشف تريم-هيل حيث لوحظ تكون لون أزرق دليل وجود الأوكيوبين(17).
فصل وتشخيص الأوكيوبين في النبات
استخدم 5 مايكروليتر من مستخلص الكلايكوسيدات الايريدويدية(مستخلص رقم 9) لفصل الأوكيوبين باستخدام تقنية كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة واستخدمت صفيحة TLC بلاستيكية سمك 0.25 ملم وبأبعاد 2.5 × 7.5سم, ظهرت البقع باستخدام الكواشف المظهرة (1) و(2)(17). 
فصل وتشخيص الأوكيوبين من المستخلصات المحضرة.
استخدمت تقنية كروماتوغرافيا الترشيح بالهلام (Gel Filtration) لفصل المركب من المستخلصات المحضرة وتم التشخيص بوساطة تقنيتي المطيافية الجزيئية و كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة . 
     بعد أن حضرت مادة الهلام (سيفادكس G25) وعبأت في العمود(23), انتخبت مجموعة من المستخلصات الصلبة الخام بالاعتماد على نسبة الاستخلاص للناتج الأعلى والذوبانية الأعلى في الماء. 
حضرت من المستخلصات (6,5,4) سلسلة من المحاليل بتركيز 1% ( وزن / حجم) في الماء المقطر وزودت إلى قمة العمود باستعمال الماء كطور متحرك, ثم جمعت الأجزاء بمعدل سريان 5 مل لكل 5 دقائق في أنابيب معقمة مزودة بسداد محكم. استخدم الماء المقطر ومحلول Tris HCl (pH=7) (0.01M) ومحلولTris HCl (pH=8) (0.01M) كأطوار متحركة لفصل المستخلصات. حفظت الأنابيب بدرجة حرارة 4oم في جو مظلم. أجري مسح طيفي في حدود المنطقتين فوق البنفسجية و المرئية للتحري عن وجود مركب الأوكيوبين مقارنةً مع الأطياف القياسية والقمم المشخصة (24,20), ورسمت الامتصاصيات مقابل الأطوال الموجية. 
جمعت العينات التي لها قيم امتصاص أعظم مماثلة لقيمة الامتصاص الأعظم للمركب المدروس(203 نانومتر) وكان مجموع الأحجام المجموعة من كل عمود تتراوح ما بين 15-25 مل ركزت إلى حدود 0.5 مل باستخدام المبخر الدوار. استخدم العمود الأول للمستخلص 4 وباستخدام الماء طوراً متحركاً منحت الرمز a بعد التركيز, العمود الثاني للمستخلص 5 باستخدام الماء طوراً متحركاً رمزها b, العمود الرابع جمعت مجموعتين من العينات ومنحت الرمزين ( cوd) باستخدام محلول Tris HCl بدالة حامضية مقدارها 7 (pH=7) طوراً متحركاً, فضلاً عن مجموعتين من العينات للعمود الخامس ومنحت الرموز (e وf) للمستخلص 5 وباستخدام محلول Tris HCl بدالة حامضية مقدارها 8 (pH=8) طوراً متحركاً. 
النتائج والمناقشة
الكشوفات النوعية
أظهر الكشف الكيميائي النوعي العام (الكاربوهيدرات والكلايكوسيدات) والكشف النوعي الخاص(كشف الكلايكوسيدات الايريدويدية- تريم-هيل)الذي أجري على مستخلص لسان الحمل الكبير وجود مركب الكلايكوسيدات ومركب الأوكيوبين, فضلاً عن كشوفات نوعية أخرى لأصناف مركبات فعالة أخرى مما يبين الأهمية البايولوجية و الدوائية التي يمتاز بها هذا النبات(24), والجدول رقم 2  يبين نتائج هذه الكشوفات.
جدول رقم (2)  نتائج الكشوفات النوعية لمستخلص نبات لسان الحمل الكبير
	ت
	الصنف
	الكاشف 
	التغير المشاهد 
	النتيجة

	1
	الكاربوهيدرات
	ألفا-نافثول
	لون بنفسجي بين الطبقتين
	+

	2
	الكلايكوسيدات
	بندكت
	راسب احمر
	+

	3
	الكلايكوسيدات الايريدويدية
	تريم هيل
	ازرق أو احمر مائل للبنفسجي
	+


فصل وتشخيص المركب الفعال (الأوكيوبين) في النبات .
تم إجراء خطوتين متعاقبتين تتمثل الأولى في فصل المركب الفعال ( الأوكيوبين) باستخدام تقنية كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة باستخدام طريقة عمل موثقة ومعتمدة تتضمن طريقة للتشخيص(21), تبعها خطوة تشخيص للأوكيوبين بوساطة تقنية الامتصاص الجزيئي بمقارنة الامتصاص الأعظم لهذا المركب عند القيمة 203 نانوميتر(25,20).
في كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة استخدم الطور المتحرك رقم 1 للترحيل واستخدم الكاشف المظهر رقم 2 للتظهير لكونه أعطى بقعاً واضحة جداً وبمعدل قيم Rf مطابقة لما جاء في المراجع الجدول(3). قشطت النماذج المرحلة في المواقع المقابلة لقيم Rf المركب قيد الدراسة وتم اختيار الماء والكحول الأثيلي المطلق كمذيبات وحددت قيم التحرك النسبي Rf.  للبقع وقورنت النتائج كما في الجدول (3)(17). بعدها تم إجراء مسح طيفي ضمن المدى 180-800 نانوميتر, ورسمت الامتصاصيات مقابل الأطوال الموجية.
جدول رقم (3)  معدلات الجريان النسبية للطورين 1 و 2 مع ألوان البقع بعد الرش
 بكل من المظهرين 1 و 2 للكلايكوسيدات الايريدويدية (الطريقة القياسية)(17).
	ت
	المركب (الايريدويد)
	معدل الجريان النسبي (Rf*100)
	اللون مع المظهر

	
	
	الطور المتحرك 1
	الطور المتحرك 2
	1
	2

	1
	اسبيرولين
(Asperulin)
	51
	90
	أزرق
	ازرق

	2
	اوكيويبين
(Aucubin)
	38
	78
	رمادي
	بنفسجي

	3
	كاتالبول
(Catalpol)
	32
	79
	بنفسجي-  رمادي
	برتقالي

	4
	هارباجايد
(Harpagide)
	34
	ــ
	أحمر
	أحمر

	5
	لوكانين
(Loganin)
	63
	93
	أزرق
	برتقالي


جرت محاولات عديدة لفصل وتشخيص الأوكيوبين من المستخلص رقم 9 باستخدام تقنية كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة ومقارنة النتائج بما جاء في الجدول رقم  3,  تمثلت المحاولة الأولى باستخدام صفيحة بأبعاد 2.5×7.5 سم حيث كان اللون باستخدام كل من المظهرين 1 و 2 رمادي وبنفسجي على التوالي وبمعدل جريان نسبي (Rf× 100 ) مقداره 37.9 باستخدام الطور المتحرك رقم 1 وهي قيمة قريبة جدا من نتائج قيم المراجع المنشورة والتي تساوي 38. وكانت قيم معدل الجريان النسبي ( Rf× 100) باستخدام الطور المتحرك رقم 2 لتلك المحاولات هي78.8 و 81.1 و 80.5 على التوالي بالمقارنة مع المصدر التي تساوي 78 وبألوان رمادي و ازرق و رمادي على للمظهر 1, و بنفسجي و رمادي و بنفسجي محمر للمظهر 2.
أظهرت النتائج إمكانية فصل وتشخيص هذا المركب, كما إن أفضل النتائج حصل عليها من المحاولة رقم (1) باستخدام صفيحة أبعادها 2.5×7.5 سم وباستخدام المظهر 2, حيث كانت النتائج مطابقةً لما جاء في المصادر(17) من حيث قيمة معدل الجريان النسبي (Rf× 100 ) = 38  ولون البقعة ذات معدل الجريان النسبي سابق الذكر في الكاشف المظهر 2 (بنفسجي) لمركب الأوكيوبين قيد الدراسة وتم اعتماد هذه المحاولة كطريقة مرجعية لبقية الأجزاء التي حصل عليها من كروماتوغرافيا العمود. 
استخدمت تقنية الامتصاص الجزيئي لتشخيص الأوكيوبين المعزول بالفقرة السابقة وأخذت نماذج مقشوطة من المواقع المقابلة للنماذج المظهرة والمقابلة لقيمة معدل الجريان النسبي للمحاولة 1,  ثم قسمت إلى جزأين متساويين الجزء الأول أذيب في الماء المقطر والجزء الثاني أذيب في الايثانول المطلق ودرست الامتصاصية الجزيئية ضمن حدود المنطقة المرئية وفوق البنفسجية، إذ أعطى النموذج المذاب في الماء المقطر امتصاصاً أعظم عند الطول الموجي 203 نانوميتر قيمته  1.243وحدة امتصاص (شكل رقم2) في حين أعطي النموذج المذاب في الايثانول المطلق  (الشكل3)  امتصاصاً أعظم عند الطول الموجي 203 نانوميتر قيمته0.068  وحدة امتصاص. يتبين من نتائج الامتصاصيات أنها جاءت مطابقة لما جاء في الأدبيات المنشورة في الظروف نفسها (الامتصاص الأعظم للأوكيوبين 203 نانومتر) كما يؤكد اختلاف في قيم الممتصيات الذوبانية العالية للمركب في الماء مقارنة بالكحولات(25,20)، عليه تعتمد هذه الطريقة كوسيلة سريعة لعزل مركب الأوكيوبين وتبين إمكانية تشخيصه كميا عن طريق حساب ارتفاع قمة الامتصاص أو حساب المساحة تحت القمة للممتصيات في حساب التركيز. كما ويلاحظ من الشكلين(1 و 2) النقاوة العالية لفصل المركب وذلك من خلال القمة الحادة للممتصية.
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	شكل (1): الامتصاصية الجزيئية لنماذج البقع المقشوطة مذابةً في الماء المقطر.
	شكل (2): الامتصاصية الجزيئية لنماذج البقع المقشوطة مذابةً في الايثانول المطلق.


الفصل بكروماتوغرافيا العمود: 
تم فصل وتشخيص الأوكيوبين من ثلاثة مستخلصات اختيرت في ضوء قيم نسبة الاستخلاص المئوي والذوبانية في الماء وهي مستخلصات النبات الجاف في الماء البارد والحار والكحول الاثيلي(المستخلصات  المرقمة 4 و 5 و 6)  والتي أعطت أعلى نسب استخلاص وذوبانية.  
اجري الفصل بتقنية كروماتوغرافيا الترشيح بالهلام باستخدام هلام السيفادكس ج-25  حيث لم تشر الأدبيات إلى استخدام هذه الطريقة سابقاً. حضرت سلسلة من المحاليل للمستخلصات (4 و 5 و 6) بتراكيز 1% في الماء المقطر وبحجم 50 مللتر لكل مستخلص.
حضرت ثلاث أعمدة مررت عليها المستخلصات (4 و 5 و 6) باستخدام الماء المقطر كطور متحرك, حدد زمن الجريان بـ( 1مل/ دقيقة ) وجمعت النماذج بواقع 5 مل لكل نموذج في أنابيب معقمة، ثم قيست امتصاصيتها الجزيئية. بينت نتائج الأعمدة الثلاث الأولى بأن الامتصاص الأعظم كان في المقاطع المتوسطة المفصولة من العمود(25,20).
حضر عمود رابع للمستخلص رقم  5 بالتركيز نفسه باستخدام محلول Tris HCl pH=7 طوراً متحركاً, زود إلى العمود وجمعت الأجزاء بحجم 5 مل/5 دقيقة ودرست امتصاصيتها الجزيئية وأعطى نتائج مقاربة للأعمدة الثلاث الأولى. 
حضر عمود خامس للمستخلص 5 بالتركيز نفسه باستخدام محلول HCl Tris طوراً متحركاً مع تغيير قيمة الرقم الهيدروجيني ليصبح بقيمة pH=8, جمع من هذا العمود ثلاثة وعشرون جزءاً, وتم المسح الطيفي لجميع هذه الأجزاء فضلاً عن محلول المستخلص الخام في مدى من الأطوال الموجية(180-800) نانوميتر(جدول 4). 
من متابعة الجدول(4) يلاحظ تغير في قيم الامتصاصية مع ارتفاع متدرج في موقع الطول الموجي للامتصاص الأعظم من الجزء 1 لغاية الجزء 10 , حيث يبدأ بقيمة امتصاصية مقدارها 0.022 وحدة امتصاص عند 185 نانوميتر للجزء 1 وصولاً إلى امتصاصية مقدارها 1.754 عند 199 نانوميتر للجزء 10.
في حين أن الجزء 11 يتضمن ارتفاعاً واضحاً للامتصاصية لتسجل قيمة مقدارها 1.984 وحدة امتصاص عند الطول الموجي للامتصاص الأعظم 203 نانوميتر مع الحصول على قمة حادة, والشكل (3) يبين قيمة الامتصاص عند الطول الموجي للامتصاص الأعظم لمحلول المستخلص الخام 5, في حين أن الشكل(4) يوضح قيمة الامتصاصية وشكل القمة عند الطول الموجي للامتصاص الأعظم للجزء الحادي عشر من العمود الخامس. ويلاحظ من القمة الحادة للجزء 11 إن المستخلص رقم 5 باستخدام محلول Tris HCl pH=8 طوراً متحركاً أعطى أكفأ عملية فصل وبأفضل نقاوة.
	[image: image5.png]P




	[image: image6.png](Abs).

o3

00

00

00

o S000
‘Wavelength(nm)

o

oo





	شكل (3): الامتصاصية الجزيئية للمستخلص الخام5
	شكل(4): الامتصاصية الجزيئية للنموذج (11 / العمود الخامس) .


جدول(4): الامتصاصية الجزيئية للأجزاء المجموعة من عمود الفصل الخامس 

فضلاً عن المستخلص الخام 5.

	ت
	رقم الجزء
	الامتصاصية 

	
	
	1
	2

	
	
	λ1(nm)
	a1
	λ2(nm)
	a2

	0
	المستخلص الخام 5
	197
	1.932
	-
	-

	1
	1
	185
	0.022
	-
	-

	2
	2
	185
	0.026
	-
	-

	3
	3
	185
	0.032
	-
	-

	4
	4
	186
	0.041
	-
	-

	5
	5
	186
	0.058
	-
	-

	6
	6
	187
	0.247
	-
	-

	7
	7
	189
	0.580
	-
	-

	8
	8
	190
	0.93
	-
	-

	9
	9
	193
	1.354
	-
	-

	10
	10
	199
	1.754
	-
	-

	11
	11
	203
	1.984
	-
	-

	12
	12
	204
	1.830
	-
	-

	13
	13
	205
	1.825
	
	

	14
	14
	205
	1.80
	
	

	15
	15
	207
	1.773
	
	

	16
	16
	208
	1.768
	
	

	17
	17
	208
	1.764
	
	

	18
	18
	206
	1.752
	376
	0.1062

	19
	19
	206
	1.740
	-
	-

	20
	20
	201
	1.732
	390
	0.0717

	21
	21
	200
	1.717
	412
	0.0596

	22
	22
	200
	1.685
	-
	-

	23
	23
	199
	1.534
	-
	-

	1a: الامتصاصية الأولى عند الامتصاص الأعظم الأول  
2b :الامتصاصية الأولى عند الامتصاص الأعظم الثاني


في حين نلاحظ أن الأجزاء اللاحقة للعمود جاءت بنتائج متوقعة وتتوافق مع ما حصل عليه من الأعمدة الأربعة من ناحية التغير في قيم الامتصاصية مع تغير قيمة الامتصاصية عند الطول الموجي لأعظم امتصاص من الجزء 12 الذي سجل امتصاصية مقدارها 1.830 وحدة امتصاص عند 204 نانوميتر وصولا إلى الجزء 16 وبامتصاصية مقدارها 1.773 وحدة امتصاص عند 208 نانوميتر , يتبعه انخفاض متتابع في موقع الطول الموجي للامتصاص الأعظم من الجزء 18 بامتصاصية مقدارها 1.752 وحدة امتصاص عند 206 نانوميتر انتهاءً بالجزء 23 وامتصاصية مقدارها 1.534 وحدة امتصاص عند 199 نانوميتر .
إن نتائج هذا العمود قد جاءت متوافقة مع ما لوحظ من سلوك الأعمدة السابقة وهي أن فصل المركب (الأوكيوبين) يكون في الأجزاء الوسطى. كما أظهر هذا الجزء من الدراسة ضرورة الاهتمام بموضوع اختيار الدالة الحامضية حيث كان للوسط القاعدي تآثراً (Interaction) أكبر وفصل أفضل نتيجةً للخواص الحامضية للمركب تحت الدراسة للحصول على أفضل فصل لمثل هذا النوع من المركبات, مع أفضلية لاستخدام محلول Tris HCl على الماء المقطر كونه أكثر ملائمةً لفصل المركبات الفعالة حيوياً فضلاً عن ميزة التحكم في دالته الحامضية (23).
دراسات كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة.
درست الأجزاء التي تأكد احتواؤها على (الأوكيوبين) بتقنية كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة التي حصل عليها من الأعمدة الخمسة التي نوقشت سابقاً فضلاً عن نماذج أخرى تمثل أجزاء من مقدمة ونهاية كل عمود لغرض المقارنة, وكانت فحوصات الـTLC لكل النماذج سالبة النتيجة وقد يعزى السبب للتخفيف العالي الذي حصل للأجزاء عند جمعها من كل عمود, بعد الحصول على النتائج السالبة لكل النماذج في فحص الـTLC تم اللجوء إلى طريقة أخرى تمثلت بانتقاء مجموعة من الأجزاء بالاعتماد على مواقع الأطوال الموجية للامتصاص الأعظم لكل جزء من كل عمود, المقاربة لموقع الطول الموجي للامتصاص الأعظم للمركب المدروس ( 203 نانوميتر) ومن ضمنها الأجزاء التي درست في الفقرة السابقة بواقع 2.5 مل من كل نموذج وركزت وأعطيت النماذج المركزة حروف ترميز للتوضيح وكما في الجدول(5). 
جدول(5):  تفاصيل تركيز النماذج المنتقاة من أعمدة الفصل .
	ت
	أرقام الأجزاء

المجموعة
	رقم المستخلص

الخام
	رقم العمود
	سائل التفريق
	حجم الأجزاء (مل)
	حروف التميز

	
	
	
	
	
	قبل التركيز
	بعد التركيز
	

	1
	8-17 
	4
	1
	ماء مقطر
	25
	0.5-1
	a

	2
	10-19  
	5
	2
	ماء مقطر
	25
	0.5-1
	b

	3
	5-12
	5
	4
	Tris pH=7
	20
	0.5-1
	c

	4
	13-20
	5
	4
	Tris pH=7
	20
	0.5-1
	d

	5
	10-17
	5
	5
	Tris pH=8
	20
	0.5-1
	e

	6
	18-23
	5
	5
	Tris pH=8
	15
	0.5-1
	f

	* حجم كل جزء 2.5 مل
* التركيز بوساطة المبخر الدوار بدرجة حرارة 60-65 0 م.


وأجري لهذه النماذج الجديدة فحص الـTLC ومن متابعة الجدول 3-12 يلاحظ أن النتائج التي حصل عليها للنماذج d,c,b,a و f كانت مقاربة لقيمة الـRf×100 للأوكيوبين, في حين أن نتيجة النموذج e كانت إيجابية جداً من حيث لون البقعة بعد الرش بالمظهر 2 و قيمة الـRf×100 للأوكيوبين(38).
جدول(6): يبين نتائج فحص الـTLC لنماذج  أجزاء الأعمدة المركزة.
	ت
	النموذج
	المسافة (سم)
	Rf×100
	اللون

	
	
	الطور المتحرك
	المكون
	
	

	1
	a
	6.4
	2.5
	39.0
	بنفسجي

	2
	b
	6.4
	2.3
	36
	بنفسجي

	3
	c
	6.2
	2.4
	38.7
	بنفسجي

	4
	d
	6.2
	2.3
	37.1
	بنفسجي

	5
	e
	6.3
	2.4
	38.1
	بنفسجي

	6
	f
	6.3
	2.5
	39.7
	بنفسجي

	- الطور المتحرك 1:   ماء مقطر:حامض الخليك:ن-بيوتانول  (4:1:5)  (حجم / مل)

- المظهر 2 : الأنيسالديهايد:حامض الكبريتيك المركزالنقي:الإيثانول المطلق ) (18:1:1) (حجم /مل). 




وتؤكد النتائج أعلاه نجاعة هذا الأسلوب في فصل مركب الأوكيوبين, مما يتيح مصدراً متوفراً بكثرة للاكيوبين وهو نبات لسان الحمل بأنواعه المختلفة والذي ينمو طبيعياً بكثافة في البيئة العراقية مع إمكانية كبيرة لاستزراعه.
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