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Abstract

Introduction: Insomnia is a prevalent global sleep disorder that adversely affects 
health, occupational performance, and emotional well-being. Conventional 
pharmacological treatments are often associated with limited efficacy, adverse 
effects, and risks of dependency. Consequently, there is growing interest in safer 
alternative approaches, particularly those derived from traditional medicine, 
for managing inadequate sleep quality and insomnia.
Methods: This study investigated traditional Persian medicinal approaches 
to insomnia by reviewing major classical texts, including Qarabadin-e Salehi, 
Qarabadin-e Azam, Qarabadin-e Ghaderi, Eksir-e Azam, the Canon of 
Avicenna, Mo’alajat-e Aghili, and Tibb-e Akbari. A commonly used traditional 
formulation known as “Monavvem” powder was selected for further development 
and analysis. Four medicinal plants, including Lavandula stoechas (lavender), 
Melissa officinalis (lemon balm), Echium amoenum (borage), and Valeriana 
officinalis (valerian), were processed into powder for use in herbal infusions (tea 
bags). Macroscopic and microscopic evaluations were conducted for botanical 
authentication. Gas Chromatography/Mass Spectrometry (GC/MS) and Gas 
Chromatography with Flame Ionization Detection (GC/FID) were employed to 
identify and quantify key essential oil components.
Results: Borneol (14.88%) and thymol (8.39%) were identified as the major 
essential oil components of Monavvem powder. The analytical methods were 
validated using standard analytical protocols. Additional fingerprinting 
was performed via Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FT/IR). 
Spectrophotometric analysis determined the total phenolic and flavonoid 
contents of the final product to be 6.91 mg/g and 1.5 mg/g, respectively. The 
formulation was assessed for microbial and heavy metal contamination, and 
all quality control parameters were met. 
Conclusion: The manufacturing procedures and quality control tests for 
the final tea bag product were successfully documented. This standardized 
product paves the way for a natural therapeutic aid in managing sleep 
disorders, pending future clinical evaluations.
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چکیده

مقدمه: بی‌خوابی از شایع‌ترین اختلالات خواب با اثرات منفی بر سلامت، عملکرد شغلی و بهداشت روانی-
عاطفی است. با وجود درمان‌های دارویی، داروهای فعلی اغلب با عوارض جانبی و وابستگی همراه هستند. 

درنتیجه، گرایش به رویکردهای جایگزین، به‌ویژه درمان‌های مبتنی بر طب سنتی در حال افزایش است.
مواد و روش‌ها: در این مطالعه، رویکردهای دارویی طب سنتی ایران در درمان بی‌خوابی بررسی شد و با مرور 
متون، فرمولاسیون‌های گیاهی مؤثر در بهبود خواب شناسایی شدند. از میان آن‌ها فرمولاسیونی به نام »پودر 
منوم« از قرابادین کبیر انتخاب و آنالیزهای آزمایشگاهی و کیفی آن انجام پذیرفت. چهار گیاه دارویی شامل 
اسطوخدوس، بادرنجبویه، گاوزبان و سنبل‌الطیب به‌صورت پودر فرآوری شد و برای استفاده در دمنوش گیاهی 
به صورت تی‌بگ آماده شدند. برای تأیید اصالت، خرده‌نگاری و ارزیابی‌های ماکروسکوپی و میکروسکوپی انجام 
گازی/طیف‌سنجی  کروماتوگرافی  از  ترتیب  به  اسانس،  ترکیبات  مقدار  تعیین  و  شناسایی  جهت  پذیرفت. 

جرمی )GC/MS(1 و کروماتوگرافی گازی/آشکارساز یونش شعله‌ای )GC/FID(2 استفاده شد.
یافته‌ها: دو ترکیب اصلی اسانس پودر منوم، بورنئول )14/88%( و تیمول )8/39%( شناسایی و کمی‌سازی 
شدند. طیف‌سنجی مادون قرمز با تبدیل فوریه )FTIR(3 نیز برای تهیه فینگرپرینت انجام شد. میزان فنول 
و فلاونوئید تام به ترتیب 13/82 و 3 میلی‌گرم در هر تی‌بگ اندازه‌گیری شدند. کنترل کیفیت فرآورده نهایی 
شد و ارزیابی آلودگی‌های میکروبی و فلزات سنگین برای اطمینان از ایمنی محصول نهایی انجام گرفت و 

مراحل تولید دمنوش به صورت تی‌بگ نیز مستندسازی و گزارش گردید.
نتیجه‌گیری: فراورده فوق می‌تواند مسیر دستیابی به فراورده طبیعی استاندارد در کمک به کنترل اختلالات 

خواب یا درمان بی‌خوابی بعد از ارزیابی بالینی را هموار نماید.

کلمات کلیدی: بی‌خوابی، دمنوش، اسطوخدوس، گل گاوزبان، سنبل‌الطیب، بادرنجبویه

1. Gas Chromatography/Mass Spectrometry
2. Gas Chromatography with Flame Ionization Detection
3. Fourier-Transform Infrared Spectroscopy
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مقدمه

که   )1( است  خواب  اختلالات  شایع‌ترین  از  بی‌خوابی1 
حدود 35 تا 40 درصد جمعیت کل جهان و بیشتر افراد 
مسن با آن دست‌وپنجه نرم می‌کنند )2، 3(. طبق آمار 
یک  حداقل  زندگی  طول  در  مردم  از  درصد   30 حدود 
مرتبه بی‌خوابی را تجربه کرده‌اند )4(. جالب است که 
در مطالعات آماری زنان در مقایسه با مردان بیشتر به 

بی‌خوابی مزمن مبتلا بوده‌اند )5(.
به دشوارى  توان  بى خوابى مى  مهم ترین علائم  از 
از  و  پیوسته  خواب  وجود  عدم  رفتن،  خواب  به  در 
بیدار شدن  زود  مکرر، صبح خیلى  پریدن هاى  خواب 
از  مبتلایان  نارضایتى  و  روزانه  آزاردهنده  چرت هاى  و 
کیفیت خواب، اشاره کرد (1) و طبق برخى پژوهش ها 
عدم  خستگى،  از  مشکلات،  این  دنبال  به  مبتلایان 
زناشویى،  روابط  در  اختلال  انرژى،  کمبود  و  تمرکز 
در  حد  از  بیش  حساسیت  و  خشونت آمیز  رفتارهاى 
رنج  نیز  الکل  به  اعتیاد  و  افسردگى  روزمره،  زندگى 
مى برند (6، 7). این اختلال در بسیارى افراد مى تواند 
وجود  عودکننده  حتى  یا  مزمن  و  مستمر  به صورت 
داشته باشد و فرد را به مدت طولانى درگیر کند (8)؛ 
زندگى  که  بود  نخواهد  ذهن  از  دور  چندان  بنابراین 
شخصى و اجتماعى مبتلایان تحت تأثیر قرار بگیرد 
و  اجتماعى  از جنبه  بسیارى چه  گزاف  هزینه هاى  و 
بر  ناموفق  دارودرمانى هاى  جنبه  از  چه  و  اقتصادى 
شده  انجام  مطالعات  طبق  آید.  وارد  کشورها  اقتصاد 
تنها در آمریکا سالانه حدود 10 میلیارد دلار خسارت 
ناشى از این بیمارى بر اقتصاد کشور وارد مى شود (9). 
دارودرمانى  حوزه  دو  در  عمدتاً  عارضه  این  درمان 
درمان هاى  اگرچه  مى شود.  طبقه بندى  رفتاردرمانى  و 
مکمل دیگرى همچون طب سوزنى، طب فشارى، یوگا2، 
هومیوپاتى5  و  چى4  تاى  آروماتراپى3،  ماساژدرمانى، 
شناخته  مؤثر  بیش  و  کم  بى خوابى  کنترل  در  نیز 
شده اند (10، 11). بنزودیازپین ها6 را مى توان مهم ترین 
کوتاه مدت  درمان  در  استفاده  مورد  دارویى  دسته 
در  دسته  این  توفیق  عدم  لکن  دانست،  بى خوابى 
توجه همچون  قابل  عوارض جانبى  بلندمدت،  درمان 
محدودیت  شناختى،  اختلالات  بى حالى،  و  خستگى 
و  کبدى  بیمارى هاى  و  باردارى  در  دسته  این  مصرف 
کلیوى و ریوى، و مهم تر از همه وابستگى به این دسته 
1. Insomnia
2. Yoga
3. Aromatherapy
4. Tai-chi
5. Homeopathy
6. Benzodiazepine 

رویکردهاى  تا  واداشته  را  محققان  و  بیماران  دارویى؛ 
مشاوره و رفتار درمانى را بیش از گذشته مورد توجه 

قرار دهند (12، 13)
توانسته  مداوم  مشاوره هاى  و  رفتاردرمانى  اگرچه 
پیشرفت قابل توجهى در بهبود طولانى مدت وضعیت 
بیش  درمان  این  و  کند  ایجاد  بى خوابى  به  مبتلایان 
است؛  گرفته  قرار  بیماران  پذیرش  مورد  دارودرمانى  از 
و  متخصص  افراد  و  امکانات  نبودن  دسترس  در  اما 
هزینه هاى نسبتاً بالاى این درمان، بیماران و محققان 
دیگر  موفق تر  درمانى  رویکردهاى  جست وجوى  به  را 
واداشته است (14) که از این میان مى توان به استفاده 
و مکمل کشورهایى  و طب سنتى  دارویى  گیاهان  از 
همچون ایران و چین و هند و یونان اشاره نمود (15).

طب و داروسازى سنتى ایران یکى از مکاتب پزشکى 
درمانى  و  دارویى  راهکارهاى  که  است  دنیا  در  کهن 
متعددى را براى بیمارى هاى مختلف ارائه داده است. در 
منابع طب سنتى ایران، به کرات از بى خوابى با عنوان 
«سَهَر»، به معناى کاهش در کیفیت و کمبود خواب 
همچنین   .(16) است  شده  یاد  متفاوت،  درجات  در 
اشکال  در  بسیارى  مرکب  و  مفرد  فرمولاسیون هاى 
مختلف جامد و مایع و نیمه جامد در درمان بى خوابى 
مطرح شده اند (17). «مُنوم7» به ترجمه لفظى فارسى 
به  شده  استناد  لفظ  مهم ترین  مى توان  را  خواب آور، 
خواب آورهاى کتب طب سنتى ایران دانست. از میان 
پودرهاى  ایرانى،  سنتى  طب  جامد  فرمولاسیون هاى 
خوراکى به علت قدمت و سهولت در تولید و مصرف 
مورد توجه بوده اند. انواع پودر منوم موجود در این کتب 
هم به صورت مصرف جامد و هم به صورت جوشانده از 

گذشته مورد استفاده قرار مى گرفته اند.
طب  کتب  در  دفعات  به  که  مفرداتى  جمله  از 
به  است مى توان  برده شده   نام  منوم  به عنوان  سنتى 
گاوزبان8، اسطوخدوس9، بادرنجبویه10 و سنبل الطیب11 
 Echium amoenum نام علمى  با  اشاره کرد. گاوزبان 
است.  گاوزبانیان12  خانواده  از   Fisch. & C.A.Mey
مهم ترین  از  همواره  گاوزبان  ایرانى  گونه  گل  و  برگ 
به شمار  این سرزمین  گیاهان سنتى  پرکاربردترین  و 
مى آمده که بیشتر در نواحى شمال ایران رویش دارد 
اسید14،  آلفالینولییک  اسید13،  لینولییک  گاما   .(18)

7. Monavvem 
8. Echium amoneum 
9. Lavandula osteochas
10. Melissa officinalis
11. Nardostachys jatamansi
12. Boraginaceae 
13. γ-Linoleic acid
14. α-Linoleic acid
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رزین17،  موسیلاژ16،  پیرولیزیدین15،  آلکالوییدهاى 
را  معدنى  اسیدهاى  و  کلسیم19  نیترات18،  پتاسیم 
مهم ترین مواد موثره این گونه مى دانند (19). از جمله 
شده  شناخته  گاوزبان  براى  که  زیادى  بسیار  خواص 
است، مى توان به اثرات آنتى اکسیدانى، ضد باکتریایى، 
ضد ویروس، ضد اضطراب و ضد افسردگى آن اشاره کرد 

.(25-20)
 Lavandula نام علمى  با  یا لاوندر20  اسطوخدوس 
stoechas L. از خانواده نعناییان21 است. آنتوسیانین22، 
گلیکولیک  اسید24،  کوماریک  فیتواسترول ها23، 
اسید25، والریک اسید26، اورسولیک اسید27، کومارین28 
این گونه  موثره  ترکیبات  مهم ترین  را  تانن ها29  و 
مى دانند (26). گل، جوانه و برگ اسطوخدوس از دیرباز 
به  عنوان آرام بخش، ضدافسردگى، ضد اضطراب و ضد 
باکترى (28) و به صورت بسیار وسیع  درد (27)، ضد 
در صنعت عطرسازى، لوازم آرایشى و بهداشتى کاربرد 

داشته است.
 Nardostachys علمى  نام  با  سنبل الطیب 
است.  آقطیان30  خانواده  از   jatamansi (D.Don) DC
اعصاب  بیمارى هاى  درمان  در  همواره  سنبل الطیب 
اضطراب (29)، ضد  آرام بخش و ضد  به عنوان خواب آور، 
اسپاسم و ضدافسردگى (32-30) و درمان بى قرارى (33) 
مورد توجه بسیار بوده است. شایان ذکر است که اثرات 
آریتمى31  بر قلب و درمان فشار خون  این گیاه  مثبت 
ترکیباتى  به   .(34) است  گرفته  قرار  بررسى  مورد  نیز 
همچون والترات32 و مشتقات آن از جمله ایزووالرات33، 
استوکسى  ترکیبات  ایزووالریک36،  والریک35،  والرنیک34، 
والریانین38،  همچون  آلکالویید هایى  و  اسید37  والرنیک 

15. Pyrrolizidine alkaloid
16. Mucilage 
17. Resin
18. Potassium nitrate
19. Calcium 
20. Lavender
21. Boraginaceae 
22. Anthocyanin
23. Phytosterol
24. Coumaric acid
25. Glycholic acid
26. Valeric acid
27. Ursolic acid
28. Coumarin
29. Tannin
30. Caprifoliaceae
31. Cardiac arrhythmia
32. Valtrate
33. Isovelerate 
34. Valarenic acid
35. Valeric acid
36. Isovaleric acid
37. Acetoxyvalerenic acid
38. Actinidine 

مهم ترین  به عنوان  مى توان  کاتینین40  و  آکتینیدین39 
ترکیبات مؤثر سنبل الطیب اشاره نمود (32-35).

 Melissa officinalis علمى  نام  با  بادرنجبویه 
سـیترونلال41،  است.   Lamiaceae خانواده  از   .L
فلاوگلوکوزیـد  ترپینـن44،  لینـالول43،  سـیترونلول42، 
مؤثر  ترکیبـات  مهم ترین  از  ژرانیـول46  و  هـا45 
آرام بخشى،  خواص  مى آیند.  شمـار  بـه  بـادرنجبویه 
تقویت کننده  و  نفخ  ضد  اسپاسم،  ضد  خواب آورى، 
و  آنتى اکسیدانى  و   (37) ضدافسردگى   (36) حافظه 
ضد میکروبى (39, 38) را نیز بخشى از خواص مطالعه 

شده بادرنجبویه دانسته اند.
این تحقیق بر آن است تا یک فرمولاسیون جامد 
مؤثر جدید از ترکیب 4 مفرده گیاهى فوق بر اساس 
اصولى که در متون طب سنتى ایران ذکر شده است و 
همچنین مقالات و مطالعات انجام شده امروزى جهت 
بهبود این مشکل فراگیر در قالب فرمولاسیون دمنوش 

معرفى نماید.

مواد و روش‌ها

گیاهان مورد مطالعه
گاوزبان، سنبل الطیب، بادرنجبویه و اسطوخدوس از 
بازار گیاهان دارویى شهر شیراز خریدارى شد و جهت 
به  و تخصیص شماره شناسایى هرباریوم47  شناسایى 
دانشگاه  داروسازى  دانشکده  سنتى  داروسازى  گروه 
در  گیاهان  این  گردید.  منتقل  شیراز  پزشکى  علوم 
دماى محیط و دور از نور آفتاب و در ظروف سربسته 
در  طرح  این  در  آزمون ها  از  برخى  شدند.  نگهدارى 
پزشکى  علوم  دانشگاه  داروى  و  غذا  مرجع  آزمایشگاه 

شیراز به انجام رسید (جدول 1).

خرده‌نگاری اجزای فراورده
مقدار 10 گرم از نمونه گل گاوزبان، اسطوخدوس، 
شدند  پودر  هاون  توسط  سنبل الطیب  و  بادرنجبویه 
سپس  شدند.  داده  عبور   35 مش48  با  الک  از  و 
آن  به  و  شد  ریخته  آزمایش  لوله هاى  در  مواد  این 
گردید.  اضافه  درصد   60 هیدراته49  کلرال   مقدارى 
39. Chatinine
40. Cathinine
41. Citronellal 
42. Citronellol
43. Linalool 
44. Terpinene
45. Flavoglucoside
46. Geraniol 
47. Herbarium
48. Mesh
49. Chloral hydrate
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و  گرفت  قرار  شعله  حرارت  روى  آزمایش  لوله هاى 
محتویات آن ها جوشانده شد. پس از تشکیل رسوب، 
مقدارى از رنگ فلوروگلوسینول-اسید هیدروکلریک به 
میکروسکوپ  زیر  خرده نگارى  پروسه  و  شد  اضافه  آن 
انجام شد.  فرآورده  اجزاى  از  یک  هر  روى  و  الکترونى 
که  دیجیتال  دوربین  توسط  اندام ها  از  عکس بردارى 
به صورت  بود  شده  نصب  الکترونى  میکروسکوپ  روى 

دقیق و جزئى انجام شد.

روش تهیه محلول فلوروگلوسینول هیدروکلریک اسید
میلى لیتر   25 در  فلوروگلوسینول  گرم   93 مقدار 
اسید  میلى لیتر   10 و  شد  حل  درصد   95 اتانول 
هیدروکلریک50 غلیظ به آن اضافه گردید. با توجه به 
آماده سازى  از  بلافاصله پس  این محلول،  پایدارى کم 

فرآیند خرده نگارى انجام شد.

آماده‌سازی تی‌بگ51
هر چهارگیاه به نسبت مساوى با آسیاب برقى پودر 
به  چهارگیاه  مخلوط  از  دست  یک  پودر  یک  تا  شد 
دست آید، سپس همه پودرها با هم مخلوط و هم زده 
شد تا یکنواخت شود. براى مراحل آماده سازى تى بگ 
پودر  مخلوط  و  شد  استفاده  دستى  پرس  دستگاه  از 
گیاه به  صورت دستى براى هر تى بگ به میزان 2 گرم 
از پودر داخل کاغذهاى مخصوص تى بگ ریخته و از 
چهار طرف پرس شد. سپس به منظور تهیه تى بگ 
پر  براى  زن  تى بگ  از دستگاه  تهیه شده،  مخلوط  از 
کردن اتوماتیک تى بگ ها استفاده گردید و تنظیمات 
دستگاه به صورتى انجام شد که تى بگ هایى با اندازه 

وزنى یکسان و پرس شده، تحویل دهد. 

اندازه‌گیری زاویه سکون پودر
ثابت  از روش قیف  زاویه سکون  اندازه گیرى  جهت 
قطر  با  قیف  ابتدا  که  این صورت  به  گردید.  استفاده 
انتهایى 0/3 سانتى متر روى یک گیره فلزى در ارتفاع 
50. Hydrochloric acid 
51. Tea bag

2 سانتى مترى از صفحه و عمود بر آن قرار داده شد. 
سپس پودر مخلوط چهار گیاه به آرامى از درون قیف، 
روى صفحه زیرین ریخته شد. این کار تا زمانى ادامه 
به  پودرها  از  حاصل  مخروط  قله  ارتفاع  که  کرد  پیدا 
نوك دهانه قیف رسید. سپس قطر دایره تشکیل شده 
در  گردید.  تکرار  بار  سه  فرآیند  این  شد.   اندازه گیرى 
سکون  زاویه  میزان  زیر  معادله  از  استفاده  با  نهایت 

محاسبه گردید:
Tan θ2 =H/D

H ارتفاع پودر و D قطر دایره

تست اندازه ذره‌ای با استفاده از الک
گیاه  چهار  دمنوش  پودر  مخلوط  از  گرم   50
اسطوخدوس  و  بادرنجبویه  و  گاوزبان  و  سنبل الطیب 
توزین شد. الک با شماره هاى 10، 20، 30، 40، 50، 60، 
70، 80 به ترتیب از مش شماره کمتر تا بیشتر از بالا 
به پایین قرار گرفت و 50 گرم از پودر براى مدت 10 
دقیقه با سرعت rpm 10 الک شد. پس از پایان زمان 

الک شدن، وزن پودر روى هر الک اندازه گیرى گردید.

تعیین انحراف وزن
انتخاب  تعداد 20 تى بگ نهایى به صورت تصادفى 
با  ترازوى دیجیتال  از  استفاده  با  به صورت جداگانه  و 
وزن  میانگین  شدند.  توزین  گرم   0/0001 حساسیت 
تى بگ ها، انحراف معیار و درصد ضریب تغییرات براى 

تى بگ ها محاسبه شد.

اندازه‌گیری ابعاد
تعداد 10 تى بگ نهایى به صورت تصادفى انتخاب و 
به صورت جداگانه، طول و عرض آن ها توسط خط کش 
محاسبه گردید. میانگین طول و عرض، انحراف معیار 
و درصد ضریب تغییرات نیز براى تى بگ ها بررسى شد.

آزمون سنجش میکروبی
روش  اساس  بر  قارچ  و  میکروب  شمارش  آزمایش 

جدول 1. گیاهان مورد استفاده در این مطالعه

اندام Voucher Number نام علمی نام گیاه

گل PM 1280 Echium amoenum Fisch. & C.A.Mey. گاوزبان

ریشه PM 1313 Nardostachys jatamansi (D.Don) DC. سنبل‌الطیب

برگ PM 1318 Melissa o�cinalis L. بادرنجبویه

اندام هوایی PM 775 Lavandula stoechas L. اسطوخدوس
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نهایى  پودر  روى  زیر  دستورالعمل  مطابق   USP52

کلى  شمارش  براى  گرفت.  انجام  گیاه  چهار  حاوى 
بر  با رقت 0/1 گرم  میکروب هاى هوازى 1 میلى لیتر 
میلى لیتر از نمونه را به دو پترى دیش53 افزوده 15 تا 
 Soybean - Casein کشت  محیط  از  میلى لیتر   20
 48 مدت  به  سپس  شد،  اضافه  آن  به   Digest Agar
گردید.  انکوبه  سانتى گراد  درجه   37 دماى  در  ساعت 
تمام  در  شدند.  شمرده  و  مشاهده  کلنى ها  پایان  در 
بررسى ها، یک پلیت حاوى محیط کشت بدون باکترى 
به عنوان کنترل منفى و یک پلیت حاوى محیط کشت 
و باکترى اختصاصى آن به عنوان کنترل مثبت در نظر 

گرفته شدند.
براى باکترى اشریشیا کلاى54 از محیط کشت هاى 
باکترى  براى   ،EMB Agar و   MacConkey Agar
پایان  در  XLD Agar56و  از محیط کشت  سالمونلا55 
درجه   37 دماى  در  ساعت   24 مدت  براى  پلیت ها 

سانتى گراد در دستگاه انکوباتور57 قرار داده شدند.
پلیت  قارچ در دو  و  براى کشت و شمارش مخمر 
با رقت 0/1  از هر نمونه  استریل، مقدار 1 میلى لیتر 
گرم بر میلى لیتر افزوده و بعد 15 تا 20 میلى لیتر از 
محیط کشت YGC Agar به آن ها اضافه شد. پلیت 
روز در دماى 37 درجه سانتى گراد در  به مدت 3  ها 
دستگاه انکوباتور انکوبه شدند. سپس کلنى هاى کپک 

و مخمر شمارش شد.

آزمون فلزات سنگین
روش  با  هضم  از  آزمون  این  انجام  براى 
 1/5 ابتدا   .(80  -40) شد  استفاده  استاندارد58متداول 
گرم از پودر دمنوش وزن و در آون59 70 درجه سانتى گراد 
به مدت 3 ساعت قرار داده شد. نمونه در فواصل منظم 
توزین شد و پس از خروج کامل رطوبت و ثابت شدن 

وزن، نمونه به ظرف در بسته منتقل گردید.
روش  به  سنگین  فلزات  سنجش  آزمون  در 
به  ارلن60،  در  نمونه  از  میلى گرم   250 به   Metrohm
میلى لیتر،   0/5 نیتریک61،  اسید  میلى لیتر   4 ترتیب 
اسید هیپوکلریک62، 1/0 میلى لیتر اسیدسولفوریک63، 
52. US Pharmacopoeia
53. Petri dish
54. Escherichia coli
55. Salmonella
56. Xylose Lysine Deoxycholate
57. Incubator
58. Metrohm
59. Oven
60. Erlenmeyer flask
61. Nitric acid 
62. Hypochloric acid
63. Sulfuric acid 

و هیدروژن پراکسید64 (30%)، 1/0 میلى لیتر اضافه شد. 
از هیتر65 در دماى  استفاده  با  ارلن  مخلوط درون 
کامل  شدن  خشک  زمان  تا  سانتى گراد  درجه   200
شدن  خشک  از  پس  شد.  داده  حرارت  آن  محتویات 
مجدداً  و  اضافه   H2O2 میلى لیتر   1 ارلن،  محتواى 
حرارت داده شد. پس از خشک شدن، این مرحله بار 
دیگر تکرار و پس از خشک شدن کامل، 10 میلى لیتر 
مگنتیک  از  استفاده  با  و  اضافه  ارلن  به  مقطر  آب 
از کاغذ صافى  و  به مدت 5 دقیقه هم زده  استیرر66 
عبور داده شد. مایع شفاف حاصل از صاف کردن هر 
مقدار  گردید.  جمع آورى  جدا  آزمایش  لوله  در  نمونه 
10 میلى لیتر از مایع به دستگاه پلاروگراف67 وارد شد 
به  متصل  سیستم  از  نمونه  نمودار  آنالیز،  از  پس  و 
دستگاه دریافت گردید. طى این روش میزان محتواى 
چهار فلز کادمیم68، مس، روى و سرب در نمونه پودر 
حاوى چهار گیاه گاوزبان، بادرنجبویه، سنبل الطیب و 

اسطوخدوس تعیین شد.

تهیه اسانس
استخراج اسانس از پودر دمنوش مخلوط گاوزبان، 
سنبل الطیب، بادرنجبویه و اسطوخدوس با استفاده از 
روش تقطیر با آب و توسط دستگاه کلونجر69 به مدت 
توسط  نهایى  پودر  از  گرم   200 شد.  انجام  ساعت   4
مقدار  با  و  شد  وزن   0/001 دقت  با  دیجیتال  ترازوى 
درون  مقطر  بالن)  حجم  نصف  (تقریباً  آب  معینى 
بالن دستگاه کلونجر ریخته شد. بعد از اتمام پروسه، 
با  آزمایش  لوله هاى  در  و  جمع آورى  حاصله  اسانس 
درب پیچ دار ریخته شد. جهت آماده سازى براى تزریق 
با  اسانس ها  از  آبگیرى  مس70،  سى  جى  دستگاه  به 
بازده  شد.  انجام  انیدروز71  سولفات  سدیم  از  استفاده 
اسانس گیرى با تقسیم حجم اسانس بر وزن نمونه به 
جى  دستگاه  به  تزریق  زمان  تا  اسانس ها  آمد.  دست 
سى مس و تعیین پروفایل اسانس در فریزر 20- درجه 

سانتى گراد نگهدارى شد.

آماده‌سازی اسانس جهت تزریق به دستگاه جی سی مس
مس  سى  جى  دستگاه  به  تزریق  از  قبل  نمونه 
شد.  رقیق   5 به   1 نسبت  به  دى کلرومتان72  توسط 
64. Hydrogen peroxide 
65. Heater
66. Magnetic stirrer 
67. Polarograph
68. Cadmium 
69. Clevenger
70. Gas Chromatography (GC-MASS) 
71. Sodium sulphate anhydrous
72. Dichloromethane
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جهت اطمینان از عدم وجود آب در نمونه ها، مراحل 
انیدروز  سولفات  سدیم  توسط  دیگر  یک بار  آبگیرى 
آبگیرى  اسانس  از  میکرولیتر  مقدار یک  و  انجام شد 
آن  ترکیبات  و  تزریق  به دستگاه جى سى مس  شده 
موجود  ترکیبات  شناسایى  و  تجزیه  براى  شد.  آنالیز 
در اسانس از دستگاه جى سى مس محصول کمپانى 
Agilent73 آمریکا استفاده شد. براى تهیه پروفایل جى 

تزریق هاى  با  ابتدا  اجزا،  فراوانى  میزان  تعیین  و  سى 
متعدد به دستگاه جى سى مس بهترین روش تزریق 
جدا  هم  از  ترکیبات  به  مربوط  پیک هاى  آن  در  که 
دستگاه  به  نمونه  بعد  و  مى شوند  انتخاب  باشند، 
بخش  دو  از  مس  سى  جى  دستگاه  مى گردد.  تزریق 
تشکیل  جرمى75  طیف سنج  و  گازى74  کروماتوگراف 
شده است. ابتدا ترکیبات توسط قسمت کروماتوگراف 
گازى از یکدیگر جدا مى شوند و با یک فاصله مشخص، 
قسمت  وارد  سپس  و  خارج  گروماتوگرافى  ستون  از 
توسط  اسانس  ترکیبات  مى شوند.  جرمى  طیف سنج 
این طیف سنج جرمى آنالیز مى شود و مورد شناسایى 
از  استفاده  با  دستگاه  به  متصل  رایانه  مى گیرد.  قرار 
خود،  حافظه  در  موجود  طیف هاى  اطلاعاتى  بانک 
شده،  جداسازى  ترکیبات  از  یک  هر  طیف  اساس  بر 
با احتمالات مختلف معرفى مى کند.  چندین ترکیب 
اندازه گیرى  طریق  از  ترکیبات  نمایى  شناسایى  روند 
طیف جرمى آن ها و مقایسه اندیس بازدارى76 و اندیس 
کتابخانه   ،1995 آدامز78  کتاب  با  ترکیبات  کواتس77 
 .(40) گرفت  انجام  قبلى  شده  انجام  مقالات  nl779و 

براى محاسبه اندیس کواتس، آلکان نرمال80 به صورت 
هیدروکربن هاى خطى81 با 9 تا 24 اتم کربن در شرایط 
معینى به دستگاه جى سى مس تزریق و قله حاصل 

از هر طیف رسم شد (41).

دمنوش-  پودر  در  اختصاصی  مارکرهای  مقدار  تعیین 
بورنئول82 و تیمول83

در  موجود  ترکیبات  شناسایى  و  تجزیه  از  پس 
آنالیز  و  دستگاه جى سى مس  توسط  دمنوش  پودر 
GC/ دستگاه  توسط  فرآورده  استانداردسازى  آن ها، 

73. Agilent Co.USA 
74. Gas Chromatograph 
75. Mass spectrometer 
76. Retention index 
77. Kovats index 
78. Adams
79. nl7 device library
80. Normal alkane
81. Linear hydrocarbon
82. Borneol 
83. Thymol

انجام شد  امریکا   Agilent85 FID84 محصول کمپانى 

جریان  با  نیتروژن  گاز  منظور  بدین   .(A7890  (مدل 
1 میلى لیتر در دقیقه به عنوان گاز حامل انتخاب شد. 
درصد خلوص این گاز 99/999 (Grade 5) است. ازآنجا 
است،  رفته  بکار   FID آشکارساز  دستگاه  این  در  که 
نسبت  که  است  نیاز  اکسیژن  و  هیدروژن  گاز  دو  به 
10 به 1 آن بهترین شعله را ایجاد کند. محل تزریق 
نمونه86 از نوع Split/Splitless است یعنى دو حالت با 
شکافتگى و بدون شکافتگى دارد که جهت نمونه هاى 
غلیظ و رقیق استفاده مى شود. مقدار یک میکرولیتر 
مى شود.  تزریق  دستگاه  به   inlet طریق  از  نمونه  از 
تزریق،  محض  به  و  است   220℃ تزریق  اتاقک  دماى 
 Split نمونه،  براى  مى گیرد.  قرار  بخار  فاز  در  نمونه 
قسمت  یک  که  مى شود  تنظیم   50 به   1 به صورت 
بقیه خارج مى شود. نوع ستون  وارد ستون دستگاه و 
قطر  و  متر  آن 30  است که طول   HP-5MS دستگاه 
آن 0/25 میلى متر است. جنس فاز ثابت درون ستون 
میکرومتر   0/25 قطر  با  سیلوکسان87  متیل  فنیل  از 
دماى  درحالى که  است   300℃ آشکارساز  دماى  است. 
ستون از ℃ 60-220 (℃0/5 دقیقه)88 برنامه ریزى شد 
و به  طورى که به مدت 10 دقیقه در دماى ℃220 قرار 
گیرد. نمونه فرارتر سریع تر از ستون خارج مى شود و به 
سمت آشکارساز مى رود، درحالى که نمونه اى که کربن 
به  تر است دیرتر  عبارتى سنگین  به  و  دارد  بیشترى 
حامل  گاز  از  سیستم  این  در  لذا  مى رسد،  آشکارساز 
استفاده مى شود تا شفافیت آنالیز نمونه ها را افزایش 
و  داده شده  عبور  از جلوى شعله  نمونه  اجزاى  دهد. 
سیستم  توسط  باردار  یون هاى  این  و  مى شود  یونیزه 
که  اجزایى  و  مى شود  جمع آورى  یون ها  کننده  جمع 
فراوانى بالاترى دارند پیک بلندترى از خود نشان مى 
نیز  درصد   99/5 تیمول  و  بورنئول  محلول  از  دهند. 
جداگانه به عنوان رفرنس استفاده مى شود و غلظت هاى 
 ،1250 ،625 ،156،5312/25) ترتیب  به  آن ها  مختلف 
2500 و 5000 میکروگرم بر میلى لیتر براى بورنئول) و 
(10000، 5000، 2500 و 1250 میکروگرم بر میلى لیتر) 
سازى هاى  رقت  به وسیله  متانول  در  کردن  حل  با 
براى  تکرارپذیرى،  بررسى  جهت  شدند.  آماده  متوالى 
هر غلظت از مارکرهاى استاندارد89، 3 بار تزریق انجام 
سه  میانگین  به وسیله  استاندارد  منحنى  و  مى شود 
بورنئول)  و  (تیمول  استاندارد  ترکیب  هر  براى  تزریق 
84. Flame ionization detector
85. Agilent
86. Inlet
87. Phenylmethylsiloxane
88. Column temperature
89. Standard markers
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نمونه  استاندارد  نمودار  رسم  از  پس  مى شوند.  رسم 
فراورده با غلظت هاى مشخص به دستگاه تزریق شد و 
پروسه تعیین مقدار انجام پذیرفت. پس از آن تعیین 

مقدار در یک تى بگ محاسبه و ثبت گردید.

عصاره گیری
جهت انجام این قسمت، عصاره گیرى به نسبت 1 به 
10 انجام گرفت. بدین صورت که 50 گرم از پودر دمنوش 
مورد نظر برداشته شد و به همراه 500 سى سى محلول 
هیدروالکلى90 80 درصد در ارلن ریخته شد و به مدت 
دقیقه در دماى 25 درجه سانتى گراد در دستگاه   15
سونیکاتور91 قرار گرفت. در ادامه عصاره به دست آمده 
توسط کاغذ صافى جدا گردید. این عمل سه بار تکرار 
شد و سپس از مواد باقى مانده روى کاغذ صافى جهت 
عصاره گیرى با استفاده از حلال قطبى92 استفاده شد. 
در ادامه عصاره هاى حاصل از هر دو قسمت با استفاده 
از دستگاه روتارى93تغلیظ شدند و پس از آن عصاره ها 
به فالکون94 منتقل شدند و در دستگاه اسپید وکیوم 
حاصل  عصاره هاى  مرحله،  این  از  پس  گرفتند.  قرار 
درایر95  فریز  دستگاه  به  نهایى  شدن  خشک  جهت 
منتقل شدند و در دماى 50 درجه سانتى گراد به صورت 
کامل خشک گردیدند و وزن عصاره هاى حاصل جهت 

محاسبه راندمان عصاره گیرى اندازه گیرى شد.

تعیین محتوای فنولی عصاره‌ها
ضد  عمده  دسته  فنولى  پلى  و  فنولى  ترکیبات 
تشکیل  را  گیاهان  در  موجود  طبیعى  اکسیدان هاى 
و  فولین-سیوکالتو96  معرف  وسیله  به  و  مى دهند 
دستگاه  وسیله  به  رنگ سنجى  روش  از  استفاده  با 
این  در  مى شود.  اندازه گیرى   UV اسپکتروفوتومتر97 
اکسیدان هاى  ضد  وسیله  به  فلزى  اکسیدهاى  روش 
کاهش  کاتچین99  و  گالیک98  اسید  مثل  فنولى  پلى 
مى یابند و باعث ایجاد یک محلول آبى رنگ با حداکثر 

جذب 765 نانومتر مى شوند (41).
استاندارد  به عنوان  گالیک  اسید  آزمایش  این  در 
استفاده شد و میزان کلى فنول برحسب میلى گرم/گرم 
اسید گالیک گزارش گردید. (میلى گرم گالیک اسید / 

90. Hydroalcoholic
91. Sonicator
92. Polar solvent 
93. Rotary evaporator
94. Falcon tube
95. Freeze dryer
96. Folin-ciocalteu 
97. Spectrophotometer 
98. Gallic acid 
99. Catechin 

 .(GAE/g dry plant ،گرم گیاه خشک

رقیق‌سازی فولین- سیوکالتو
محلول فولین-سیو کالتو را به نسبت 1 به 10 با 
آب مقطر رقیق شد و در محیطى تاریک قرار داده شد.

تهیه محلول کربنات سدیم
گرم   18/75 سدیم100،  کربنات  محلول  تهیه  براى 

کربنات سدیم در 250 سى سى آب مقطر تهیه شد.
تهیه محلول اسید گالیک

 ،3/1 غلظت هاى  با  گالیک  اسید  متانولى  محلول 
6/25، 12/5، 25، 50، 100 و 200 میکروگرم/ میلى لیتر 
تهیه و به عنوان استاندارد و تهیه منحنى کالیبراسیون101 

در اندازه گیرى فنول تام عصاره ها استفاده شد.

تهیه غلظت عصاره
دست  به  هیدروالکلى  عصاره  میلى گرم   5 مقدار 
آمده در 20 میلى لیتر متانول حل شد تا غلظت 250 

میکروگرم/میلى لیتر حاصل گردد.

روش اندازه‌گیری میزان فنول تام عصاره
اسید  مختلف  غلظت هاى  از  میلى لیتر   0/5 میزان 
گالیک با 2/5 میلى لیتر از فولین سیوکالتو رقیق شده و 
2 میلى لیتر کربنات سدیم 75 گرم/ لیتر مخلوط شد و 
30 دقیقه در تاریکى در دماى 20 درجه سانتى گراد باقى 
این  نانومتر خوانده شد.  در 765  و سپس جذب  ماند 
تست براى هر غلظت از محصول متانولى اسید گالیک 
سه بار انجام شد. سپس 0/5 میلى لیتر از غلظت هاى 
تهیه شده از هر نمونه با 2/5 میلى لیتر از معرف فولین-

سیوکالتو رقیق شده و 2 میلى لیتر کربنات سدیم (75 
در  نگه دارى  دقیقه   30 از  پس  و  مخلوط  لیتر)  گرم/ 
تاریکى، جذب آن ها در 765 نانومتر به وسیله دستگاه 
از  همچنین  شد.  خوانده  فرابنفش  اسپکتروفوتومتر102 
نمودار  استفاده شد. سپس  بلانک  به عنوان  مقطر  آب 
و  شد  رسم  اکسل  نرم افزار  وسیله  به  غلظت  جذب- 

معادله خط محاسبه گردید (43 ،42).
میزان محتواى فنولى طبق فرمول زیر محاسبه گردید:

Cp= (Cg × v)/M
Cp: محتوای فنولی عصاره )میلی‌گرم/میلی‌لیتر(

Cg: غلظت معادل اسید گالیک که از منحنی استاندارد 
به دست آمده )میلی‌گرم/میلی‌لیتر(

V: حجمی از عصاره که با آن آزمایش انجام گرفت
)g( میزان عصاره خشک بر حسب گرم :M

100. Sodium carbonate
101. Calibration 
102. Spectrophotometer 
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بلانک  به عنوان  مقطر  آب  از  جذب  خواندن  براى 
استفاده شد (154- 41).

تعیین میزان فلاونویید در عصاره
اندازه گیرى میزان فلاونویید در عصاره ها  به منظور 
از روش داود103 استفاده گردید. ابتدا منحنى استاندارد 
کالیبراسیون رسم شد. غلظت هاى مختلف از 0 تا 100 
میکروگرم/میلى لیتر از کورستین104 در متانول تهیه و 
میلى لیتر   5 با  غلظت ها،  از  یک  هر  از  میلى لیتر   5
محلول آلومینیوم کلراید 2 درصد (2 گرم آلومینیوم 
کلرید/ 100 میلى لیتر آب مقطر) مخلوط و 10 دقیقه 
سپس  گردید.  انکوبه  سانتى گراد  درجه   25 دماى  در 
جذب به وسیله اسپکتروفوتومتر فرابنفش در طول موج 
کالیبراسیون  منحنى  و  شد  اندازه گیرى  نانومتر   415
هیدروالکلى  عصاره  از  میلى گرم   5 سپس  شد.  رسم 
هر  در  میلى لیتر   3 و  حل  متانول  میلى لیتر   20 در 
لوله آزمایش ریخته شد و سپس 3 میلى لیتر محلول 
اضافه  آزمایش  لوله  هر  به  درصد   2 کلرید  آلومینیوم 
103. Dowd method 
104. Quercetin 

گردید و 10 دقیقه در دماى 25 درجه سانتى گراد انکوبه 
اندازه گیرى  نانومتر   415 موج  طول  در  جذب  و  شد 
گردید. میزان فلاونوئید بر حسب میلى گرم کورستین/
شد.  گزارش   105(QE/g dry plant) خشک  گیاه  گرم 
غلظت هاى مختلف کوئرستین به میزان 50 - 3/125 
استاندارد  به عنوان  متانول  در  میلى لیتر  میکروگرم/ 
در  آن ها  از  حاصل  کالیبراسیون  منحنى  و  تهیه 

اندازه گیرى فلاونوئید ها استفاده شد (42).

طیف‌سنجی مادون قرمز با تبدیل فوریر
حدود 15 میلى گرم از نمونه را با حدود 400 میلى گرم 
برمور پتاسیم106 خالص و خشک مخلوط و به صورت پودر 
و  نازك  قرص  یک  آن  از  زیاد  فشار  با  یکنواخت  و  نرم 
تا  پتاسیم در طول موج 2/5  برمور  شفاف ساخته شد. 
نمونه  از  که  امکان مى دهد  و  ندارد  میکرون جذبى   25
طیف کاملى به دست آید. براى کالیبره کردن دستگاه 
از فیلم هاى پلى اتیلن107 یا پلى استایرن108 استفاده شد.
105. Quercetin Equivalent 
106. Potassium bromide
107. Polyethylene film
108. Polystyrene film

شکل 1. خرده‌نگاری گیاه اسطوخدوس. a( اپیدرم فوقانی برگ. b( اپیدرم تحتانی و روزنه‌های آنموسیتیک. c( پارانشیم گلبرگ. d( آوندها. e( دانه‌های گرده 
شش‌ضلعی. f( کرک‌های غده‌ای. g( کرک‌های منشعب.
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ملاحظات اخلاقی
• آزمون هاى انجام شده در شرایط برون تنى انجام 
آزمایشگاهى  رایج  استاندارد  پروتوکل هاى  از  و  شده 

استفاده گردیده است.
از  آمده  دست  به  نتایج  از  برگرفته  مقاله  این   •
درجه  اخذ  جهت  دادبخش  امیرحسین  پایان نامه 
دکتراى عمومى داروسازى است که از کمیته اخلاق 
دانشگاه علوم پزشکى شیراز کد تأیید اخلاق با شماره 

IR.SUMS.REC.1399.621 دریافت نموده است.

یافته‌ها

خرده نگاری
در این مطالعه، پروسه خرده نگارى109 گل گاوزبان، 
برگ بادرنجبویه و اندام هوایى اسطوخدوس و ریشه 
انجام شد  الکترونى  میکروسکوپ  زیر  سنبل الطیب 
جزئى  و  دقیق  به صورت  اندام ها  از  عکس بردارى  و 
صورت  میکروسکوپ  به  متصل  دوربین  توسط 

پذیرفت (شکل 4-1)

109. Microphotography

شکل 2. خرده‌نگاری گیاه بادرنجبویه. a( اپیدرم پایینی همراه با روزنه b( دانه گرده c( قسمتی از بافت گلبرگ همراه با آوند چوبی d( بافت روپوست )اپیدرم( برگ.

شکل 3. خرده‌نگاری گیاه گل گاوزبان. a(، گلبرگ )خرده‌نگاری با آب(، b( محل اتصال کرک به گلبرگ )خرده‌نگاری با آب(
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اندام هاى  بادرنجبویه  گیاه  استفاده  مورد  قسمت 
اپیدرم برگ و دانه  بافت هاى  هوایى گیاه بود. روزنه و 
گرده گیاه مورد مطالعه قرار گرفت. تصاویر خرده نگارى 

در بادرنجبویه در زیر مشاهده مى گردد.

محصول نهایی
با توجه به اینکه معمولاً تى بگ ها حاوى 2 گرم از 
فراورده هستند، تى بگ هاى تولیدشده در این مطالعه 
گیاه  چهار  مخلوط  پودر  از  گرم   2 محتواى  با  نیز 
سنبل الطیب و گاوزبان، اسطوخدوس و بادرنجبویه در 

نظر گرفته شدند. (شکل 5)

نتایج اندازه‌گیری زاویه سکون
براى پودر  اندازه گیرى زاویه سکون  نتایج محاسبه 

دمنوش در (جدول 2) ارائه شده است.

نتایج تست اندازه ذره‌ای
در  دمنوش  پودر  براى  ذره  اندازه  آزمون هاى  نتایج 

جدول 3 ارائه شده است.

نتایج تعیین انحراف وزن
میانگین وزنى به دست آمده براى 20 تى بگ نهایى 
2/15 گرم تعیین شد. هم چنین انحراف معیار و درصد 
و 1/62 درصد  با 0/04  برابر  ترتیب  به  وزنى  تغییرات 

محاسبه گردید.

نتایج اندازه‌گیری ابعاد
تصادفى  تى بگ   10 اندازه گیرى  طول  میانگین 
برابر با 6/20 سانتى متر و میانگین عرض آن ها برابر با 
انحراف معیار طول  اندازه گیرى شد.  5/95 سانتى متر 
تى بگ ها برابر با 0/01 و انحراف معیار عرض تى بگ ها 
برابر با 0/02 و درصد تغییرات طول و عرض تى بگ ها 

به ترتیب برابر با 0/000179 و 0/003 اندازه گیرى شد.

نتایج کنترل میکروبی
آزمایشگاه کنترل مواد غذایى، بهداشتى و آرایشى 
قارچ هاى  کلى  تعداد  شیراز  پزشکى  علوم  دانشگاه 
مختلف  گونه هاى  و  هوازى  باکترى هاى  و  هوازى 
سالمونلا110 و اشریشیا کلى111 موجود در نمونه پودر 
دمنوش را مورد ارزیابى قرار داد که در (جدول 4) نشان 

داده شده است.
110. Salmonella typhimurium
111. Escherichia coli

شکل 4. خرده‌نگاری گیاه سنبل‌الطیب. a و b ( بافت چوب‌پنبه اپیدرم، c( پارانشیم پوست، d( بافت اسکرانشیم

جدول 2. نتایج اندازه‌گیری زاویه سکون

دمنوش سنبل‌الطیب، گاوزبان، بادرنجبویه و اسطوخدوس پودر

33/25˚ زاویه سکون 1

32/83˚ زاویه سکون 2

34/59˚ زاویه سکون 3

33/55±0/91 میانگین±انحراف معیار

شکل 5. تی‌بگ‌های نهایی تولیدشده
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نتایج آزمون فلزات سنگین
آرایشى  و  بهداشتى  غذایى،  مواد  کنترل  آزمایشگاه 
دانشگاه علوم پزشکى شیراز مقدار کلى فلزات کادمیوم و 
سرب و آرسنیک موجود در نمونه دمنوش را مورد ارزیابى 
قرار داد که نتایج آن در (جدول 5) نشان داده شده است.

بازده اسانس‌گیری
استخراج اسانس با استفاده از روش تقطیر با آب و 
توسط دستگاه کلونجر به مدت 4 ساعت انجام شد و 

راندمان محاسبه گردید (جدول 6).

آنالیز نمونه‌های اسانس
کروماتوگرافى  روش  با  فراورده  اسانس  ترکیبات 

آنالیز و شناسایى شدند.  گازى/طیف سنجى جرمى112 
آمده  دست  به  اسانس  رقیق سازى  و  آبگیرى  از  پس 
و  گاوزبان  اسطوخدوس، گل  و  بادرنجبویه  از دمنوش 
سنبل الطیب، مقدار یک میکرولیتر از آن به دستگاه 
جى سى مس تزریق و آنالیز نمونه انجام شد. نتایج در 

(شکل 6) و (جدول 7) ارائه شده است.
اسانس،  نمونه هاى  از  بررسى طیف حاصل  از  پس 
اندازه گیرى  طریق  از  ترکیبات  نهایى  شناسایى 
بازدارى113  اندیس  مقایسه  و  آن ها  جرمى  طیف 
 ،1997 آدامز  کتاب  با  آن ها  کواتس114  اندیس  و 
گرفت.  انجام  مرتبط  مقالات  و   nl7  کتابخانه 
112. Gas chromatography/Mass spectrometry
113. Retention Index (RI)
114. Kovats Index (KI)

جدول 3. نتایج اندازه ذره‌ای

شماره مش اندازه روزنه الک )میکرون( )g( وزن پودر درصد وزنی پودر درصد تجمعی

10 2000 0 0 0

20 850 0/2 0/4 0/4

30 600 22/29 44/78 45/18

40 420 2/78 5/56 50/74

50 300 16/45 32/9 83/64

60 250 0/45 0/9 84/54

70 212 2 4 88.54

80 180 0 0 88.54

جدول 4. نتایج آزمایش‌های کنترل میکروبی

واحد حدود قابل قبول نتایج آزمایش آزمایش‌های انجام شده ردیف

cfu/g کمتر از ۱۰۰۰ کمتر از ۱۰۰ شمارش کلی قارچ‌های هوازی )کپک و مخمر( 1

cfu/g کمتر از ۱۰۰۰۰۰ کمتر از ۱۰۰ شمارش کلی باکتری‌های هوازی 2

_ منفی منفی شناسایی گونه‌های مختلف سالمونلا 3

_ منفی منفی شناسایی اشریشیا کلی 4

جدول 5. نتایج آزمون فلزات سنگین

واحد حدود قابل قبول نتایج آزمایش آزمایش‌های انجام شده ردیف

ppm فاقد محدوده مجاز کمتر از 0/002 تعیین مقدار کادمیوم 1

ppm فاقد محدوده مجاز کمتر از 0/0048 تعیین مقدار سرب 2

ppm فاقد محدوده مجاز کمتر از 0/05 تعیین مقدار ارسنیک 3

جدول 6. نتایج اندازه‌گیری بازده اسانس

)v/w%( راندمان)ml( نام نمونهوزن نمونهمیزان استحصال

پودر دمنوش200 گرم0/4 میلی‌لیتر0/2 درصد



فربودنیای جهرمی و همکاران

دوره 13 ، شماره 4، پاییز و زمستان 1404 �672

GC/MS جدول 7. آنالیز ترکیبات اسانس با

No. Component Retention time Area )%( KI
Cal

KI
Ref

1 Camphene 5/039 0/69 949/53 950

2 Carene 6/293 0/61 1011/72 1012

3 p-cymene 6/549 0/60 1022/44 1023

4 Limonene 6/724 0/56 1030,99 1031

5 Eucalyptol 6/806 3/82 1033/19 1033

6 Camphor 9/679 5/38 1149/00 1149

7 Borneol 10/314 14/88 1173/37 1172

8 p-cymene-8-ol 10/594 0/57 1184/11 1184

9 o-cymene-8-ol 10/687 0/47 1187/68 1188

10 Unknown 11/824 1/03 1230/98 -

11 Propanal, 2-methyl-3-
phenyl 12/15 2/69 1243/36 1244

12 Carvone 12/267 0/55 1247/80 1249

13 Citral 12/978 4/46 1274/80 1276

14 Endobornyl acetate 13/369 3/1 1289/64 1290

15 �ymol 13/514 8/39 1295/14 1296

16 Carvacrol 13/718 1/8 1302/96 1302

17 Unknown 14/534 2/88 1293/46 -

18 Geranyl Acetate 15/817 1/11 1384/78 1385

19 Unknown 16/79 0/87 1423/64 -

20 Naphthalene 19/127 1/42 1519/34 -

21 Unkonwn 19/226 1/18 1523/55 -

22 Caryophyllene Oxide 20/853 8/17 1592/85 1593

23 Unknown 21/097 0/48 1603/39 -

24 Tau-Cadinol 21/499 0/78 1621/35 1623

25 Unkonwn 21/61 0/53 1626/31 -

26 Unkonwn 21/849 0/72 1636/98 -

27 Caryophylladienol 22/007 0/54 1644/03 1644

28 Alpha-Cadinol 22/158 8/04 1650/78 1651

29 Beta-Selinene 22/496 0/93 1665/88 1670

30 Unknown 22/595 0/45 1670/30 -

31 Unknown 22/683 1/01 1674/23 -

32 Unknown 22/799 1/14 1679/41 -

33 Jatamansone 22/869 2/46 1682/54 1684

34 14-Norcadin-5-en-
4-one 23/19 1/28 1696/87 1696

35 Unknown 23/726 0/64 1721/91 -

36 Unknown 24/052 0/66 1737/24 -
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کواتس  اندیس  درصورتى که  است،  ذکر  به  لازم 
محاسبه شده براى ترکیب، با اختلاف کمتر از 5±واحد 
نسبت به اندیس کواتس ذکر شده در رفرنس بود، در 
و  استناد  قابل  ترکیب،  مطابقت شناسایى  آن صورت 
تأیید شده است (رفرنس CNC). در جدول 7 هریک از 
ترکیبات موجود در نمونه هاى اسانس فراورده به همراه 

اندیس کواتس آن ها ارائه شده است.
ابتدا از نمونه خالص تیمول، بعد از تهیه نمونه استوك، 
غلظت هاى سریالى با حل کردن در متانول تهیه شد و 
پس از رسم منحنى استاندارد، مقدار مجهول در نمونه بر 
اساس معادله خط به دست آمده از منحنى، تعیین مقدار 
گردید. مقدارى که از این ترکیب از محاسبه دستگاه به 
دست مى آید، بر اساس حجم تزریق است که مقدار آن 

در یک میزان مشخص از فرآورده تعیین مى گردد. در این 
روش از استوك اولیه تیمول، غلظت هاى سریالى 10000، 
5000، 2500 و 1250 میکروگرم بر میلى لیتر تهیه و پس از 
تزریق به دستگاه، به دفعات منحنى استاندارد تهیه شد 
 که بهترین آن جهت انجام محاسبات در نظر گرفته شد.

ارائه شده   7 در شکل  خالص  تیمول  استاندارد  منحنى 
استانداردسازى  مراحل  تکمیل  از  قبل   .(8 (جدول  است 
اعمال شده  دمایى  برنامه  با  مطابق  فراورده،  در  تیمول 
دنبال  به  کروماتوگراف115،  گاز  دستگاه  نرم افزار  در 
تیمول  استاندارد  نمونه  فراورده،  اسانس  نمونه  تزریق 
دو،  هر  نتایج  بودن  یکسان  از  تا  گردید  تزریق  نیز 
 (9 (شکل  و   (8 (شکل   .(44) گردد  حاصل  اطمینان 
کروماتوگرام هاى به دست آمده از آنالیز تیمول خالص 
115. Gas chromatograph

No. Component Retention time Area )%( KI
Cal

KI
Ref

37 Cadina-4,10(15)-dien-
3-one 24/367 1/58 1752/045 1743

38 Unknown 24/845 1/43 1774/518 -

39 Unknown 25/09 5/92 1785/398 -

40 Unknown 26/279 0/66 1843/845 -

41 Hexadecanoic acid 28/756 2/79 1968/78 1969

42 Unknown 35/343 1/27 2299/78 -

 KICal=اندیس کواتس محاسبه شده ،KIRef=اندیس کواتس گزارش شده ،Retention time=زمان بازدارى ,Area=سطح زیر پیک

شکل 6. طیف گاز کروماتوگراف جرمی )GC/MS( نمونه اسانس پودر دمنوش
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(جدول 9) و اسانس فراورده (جدول 10) تزریق شده به 
 دستگاه را نشان مى دهند.بنا بر آنچه در (جدول 10) 
اسانس  میلى لیتر   1 در  تیمول  میزان  است  آمده 

براى  آب  با  معادل  واحد  چگالى  گرفتن  نظر  در  (با 
با  معادل  گیاهان)  مخلوط  از  مستخرج  اسانس 
به  توجه  با  که  بوده  میکروگرم   2223/25±451/49
راندمان اسانس و در نظر گرفتن میزان اسانس حاصل 
از محتواى یک تى بگ (0/2 درصد یا 4/3 میکرولیتر)، 
حاوى  تى بگ  یک  در  تیمول  عددى  و  نهایى  مقدار 

2/15 گرم برابر با 1/94±9/56 میکروگرم است.

GC/FID تعیین مقدار بورنئول116 با استفاده از روش
تهیه  استوك  محلول  بورنئول،  خالص  نمونه  از  ابتدا 
گردید و سپس غلظت هاى سریالى آن در متانول تهیه شد 
و پس از رسم نمودار استاندارد، مقدار بورنئول در نمونه بر 
اساس معادله خط به دست آمده از نمودار، تعیین گردید. 
به دست  از محاسبه دستگاه  ترکیب  این  از  مقدارى که 
116. Borneol

شکل 7. نمودار استاندارد تیمول

 شکل 8. کروماتوگرام تیمول استاندارد

جدول 8. کالیبراسیون تیمول

)μg/ml( تکرارغلظتAreaمیانگین±انحراف معیارRSD%

1250
1
2
3

633/63
647/98
655/25

645/62±11/001/7

25001
2
3

1189/74
1221/59
1122/46

1177/93±50/614/29

50001
2
3

1737/60
1645/22
1565/87

1649/56±85/955/21

100001
2
3

3514/94
3599/68
3345/29

3486/64±129/553/71



یک فرمولاسیون خوراکی ترکیبی جامد خواب آور از داروسازی سنتی ایران

675 دوره 13 ، شماره 4، پاییز و زمستان �1404

مى آید، بر اساس حجم تزریق است که این مقدار در یک 
این روش  از فرآورده تعیین مى گردد. در  میزان مشخص 
 ،156/25 سریالى  غلظت هاى  بورنئول،  اولیه  استوك  از 
312/5، 625، 1250، 2500 و 5000 میکروگرم بر میلى لیتر 
تکرار منحنى  به  به دستگاه،  تزریق  از  و پس  تهیه شد 
استاندارد تهیه شد و جهت انجام محاسبات تعیین مقدار 
مورد استفاده قرار گرفت (جدول 11). منحنى بدست آمده 
ارائه شده است (جدول 12).  و در شکل 10  بوده   خطى 

قبل از تکمیل مراحل استانداردسازى بورنئول در فراورده، 
نرم افزار دستگاه  انتخاب شده در  برنامه دمایى  با  مطابق 
فراورده،  اسانس  نمونه  تزریق  دنبال  به  مس،  سى  جى 
یکسان  از  تا  گردید  تزریق  نیز  بورنئول  استاندارد  نمونه 
و   (11 (شکل   .(45) گردد  اطمینان حاصل  دو  هر  بودن 
به  اسانس  از  حاصل  کروماتوگرام هاى  شامل   (12 (شکل 
به  تزریق شده  خالص  بورنئول  و  فراورده  از  آمده  دست 

دستگاه است.

شکل 9. کروماتوگرام اسانس حاصل از فراورده و زمان بازداری تیمول 

جدول 9. محاسبه تفاوت‌های درون روزی و بین روزی برای تیمول

RSD%
)inter-day(

RSD%
)intra-day(

میانگین±انحراف معیار
)intra-day(

Area
روز

A 3 A 2 A 1

1/47

1/71 645/62±11/00 655/25 647/98 633/63 1

0/86 645/12±5/53 639/25 645/87 650/23 2

3/70 650/42±13/53 660/89 655/23 635/14 3

RSD% (Intra-day) = : درصد انحراف معیار نسبی درون روز؛Intra-day  =درون روزی؛ Inter-day =بین روزی

جدول 10. محاسبه میزان مارکر تیمول در نمونه پودر مخلوط نهایی )دمنوش(

LOQ (μg/ml( LOD (μg/ml( میانگین±انحراف معیار
)intra-day) (μg/ml(

غلظت
)μg/ml(

Area شماره تزریق

20 6 2223/25±451/49

2647/76 1043/61 1

2273/08 917/30 2

1748/91 740/60 3

LOD= Limit of Detection, LOQ= Limit of Quanti�cation ،درون روزی= Intra-day 
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میزان  است  آمده   (13 (جدول  در  آنچه  بر  بنا 
بورنئول در 1 میلى لیتر اسانس (با در نظر گرفتن 
استخراج  اسانس  براى  آب  با  معادل  واحد  چگالى 
شده از مخلوط گیاهان) معادل با 3107/57±538/58 
میکروگرم بوده که با توجه به راندمان اسانس و در 
یک  محتواى  از  حاصل  اسانس  میزان  گرفتن  نظر 
تى بگ (0/2 درصد یا 4/3 میکرولیتر)، مقدار نهایى 
گرم   2/15 حاوى  تى بگ  یک  در  تیمول  عددى  و 
ذکر  به  است. لازم  میکروگرم  با 13/36±2/32  برابر 
دو  هر  مقدار  تعیین  محاسبات  تمام  در  که  است 
مارکر تیمول و بورنئول، خلوص مارکرها بیش از 95 
در  معادل 100  مورد خلوص  این  در  بود که  درصد 

نظر گرفته شد.

جدول 11. کالیبراسیون بورنئول

)μg/ml( تکرارغلظتAreaمیانگین±انحراف معیار
)intra-day(RSD%

156/25
1
2
3

75/86
77/25
80/45

77/85±2/353/01

312/5
1
2
3

150/46
161/96
166/40

159/60±8/235/15

0/1
1
2
3

283/06
227/68
275/78

262/17±30/0911/18

./2
1
2
3

553/27
540/19
529/95

541/14±11/692/16

0/5
1
2
3

1165/63
1199/25
1184/46

1183/11±16/851/42

1
1
2
3

2255/74
2295/34
2200/98

2250/68±47/382/11

 %RSD =درصد انحراف معیار نسبی، Intra-day =درون روزی

جدول 12. محاسبه تفاوت آنالیزهای درون روزی و بین روزی برای بورنئول

RSD%
)inter-day(

RSD%
)intra-day(

میانگین±انحراف 
معیار

)intra-day(

Area
روز

3A 2A 1A

1/85

2/11 2250/47±68/38 2200/98 2295/34 2255/74 1

0/49 2310/81±11/33 2310/84 2322/12 2299/46 2

1/28 2246/73±28/85 2270/55 2254/98 2214/65 3

)RSD% (Intra-day = درصد انحراف معیار نسبی درون روز، )RSD% (Inter-day = درصد انحراف معیار نسبی بین روز

شکل 10. نمودار کالیبراسیون بورنئول
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شکل 11. گازکروماتوگرام بورنئول استاندارد

شکل 12. گاز کروماتوگرام اسانس حاصل از فراورده با جانمایی بورنئول بر آن

جدول 13. محاسبه میزان مارکر بورنئول در پودر مخلوط نهایی )دمنوش نهایی(

LOQ (μg/ml( LOD (μg/ml( میانگین±انحراف 
)μg/ml( معیار )μg/ml( غلظت Area شماره تزریق

20 6 3107/57±538/58

3603/84 1634/84 1

3184/03 1444/90 2

2534/85 1151/19 3

.LOD= Limit of Detection, LOQ= Limit of Quanti�cation 
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محاسبه بازده عصاره گیری
مرحله  در سه  هیدروالکلى  با حلال  گیرى  عصاره 
از  از 50 گرم  15 دقیقه اى توسط دستگاه سونیکاتور 
پودر دمنوش انجام شد و عصاره هاى حاصل از هر سه 
مرتبه با استفاده از دستگاه روتارى تغلیظ شدند و پس 
از آن عصاره ها به فالکون منتقل شدند و در دستگاه 
اسپید وکیوم قرار گرفتند. پس از تغلیظ جهت خشک 
شدن نهایى به دستگاه فریز درایر منتقل شدند و در 

خشک  کامل  به صورت  سانتى گراد  درجه   50 دماى 
گردیدند (جدول 14).

میزان فنول تام در عصاره هیدروالکلی
در اندازه گیرى میزان فنول از اسید گالیک به عنوان 
استاندارد فنول استفاده شد و میزان جذب فرابنفش آن 
در غلظت هاى سریالى تعیین و نمودار کالیبراسیون آن 
تهیه شد (شکل 13) ، (جدول 15). طبق محاسبات هر 

جدول 14. محاسبه راندمان عصاره گیری

نام نمونهوزن نمونهمیزان استحصال )g(راندمان )%(

مخلوط پودر چهار گیاه50 گرم6/623/31

جدول 15. میزان جذب فرابنفش غلظت‌های مختلف استاندارد اسید گالیک

جذب فرابنفش )mg/L( غلظت استاندارد

0/037 6/25 اسید گالیک

0/059 12/5 اسید گالیک

0/134 25 اسید گالیک

0/242 50 اسید گالیک

0/468 100 اسید گالیک

0/948 200 اسید گالیک

شکل 14. نمودار استاندارد کوئرستینشکل 13. نمودار استاندارد گالیک اسید
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گرم از عصاره دمنوش 4/43±104/48 میلى گرم فنول 
دارد (جدول 16). حال با توجه به اینکه میزان عصاره 
به دست آمده از 50 گرم گیاه 3/31 گرم محاسبه شد، 
میزان عصاره موجود در 2 گرم پودر درون هر تى بگ 
این اساس میزان فنول  بر  به دست آمد و  0/13 گرم 
میلى گرم   13/812±0/585 تى بگ  هر  در  موجود  تام 

محاسبه گردید.

میزان فلاونویید تام در عصاره هیدروالکلی
در تعیین میزان فلاونوییدها از کورستین به عنوان 
استاندارد فلاونویید استفاده و میزان جذب فرابنفش 
آن در غلظت هاى سریالى تعیین و نمودار کالیبراسیون 
آن تهیه شد (جدول 17، شکل 14). طبق محاسبات و 
نتایج حاصل از اسپکتروفتومتر هر گرم از عصاره دمنوش 
.(18 (جدول  دارد  فلاونویید  میلى گرم   22/7±0/28 
 حال با توجه به اینکه میزان عصاره به دست آمده از 
عصاره  میزان  شد،  محاسبه  گرم   3/31 گیاه  گرم   50
موجود در 2 گرم پودر درون هر تى بگ 0/13 گرم است 
و در نتیجه میزان فلاونویید تام موجود در هر تى بگ 

0/37±3/00 میلى گرم محاسبه مى شود.

نتیجه طیف‌سنجی مادون قرمز با تبدیل فوریر117
 (FTIR) فوریر  تبدیل  با  قرمز  طیف سنجى مادون 
نیز براى تهیه فینگرپرینت ترکیبات نهایى انجام شد. 
با طول  قرمز  مادون  تابش  اثر  در  قرمز،  مادون  طیف 
موج خاص و تغییر سطح انرژى ارتعاشى مولکول هاى 
معرض  در  نمونه  مى گردد.  حاصل  آنالیز،  مورد  ماده 
مى گیرد  قرار  خاص  موج  طول  با  قرمز  مادون  تابش 
که منجر به تغییر در گشتاور دوقطبى مولکول هاى 
درون نمونه مى شود و در نتیجه سطح انرژى ارتعاشى 
مولکول هاى نمونه از حالت پایه در حالت برانگیخته 
قرار مى گیرند. بدیهى است که طیف مادون قرمز هر 
مولکول درون نمونه منحصر آن مولکول خاص است 
در  و  معین  میزان  به  قرمز  مادون  جذب  اثر  در  که 
در  عاملى  گروه هاى  اساس  بر  و  مشخص  موج  طول 
بر  و  مى آید  دست  به  ترکیب  هر  شیمیایى  ساختار 
گروه هاى  خصوص  در  ساختارى  اطلاعات  اساس  این 
قرار  دسترس  در  آزمایش  مورد  نمونه  در  شیمیایى 
مى دهد. در این مطالعه نیز طیف مادون قرمز به دست 
و  جذب  از  ناشى  تغییرات  روند  خاص  طور  به  آمده 
مادون  تابش  از  ناشى  مولکولى  و خمش هاى  کشش 

117. Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR)

جدول 16. میزان فنول تام عصاره و تی‌بگ برحسب mg/g نسبت به گالیک اسید

میانگین±انحراف 
معیار

میزان فنول تام در عصاره 
)mg/g(

)mg/L( میزان فنول تام در محلول استوک غلظت محلول 
)mg/L( استوک نمونه

تکرار 3 تکرار 2 تکرار 1

104/48±4/43 109/60 101/92 101/92 50/96 50/96 54/80 500 عصاره تام

جدول 17. میزان جذب فرابنفش غلظت‌های سریالی کوئرستین

جذب فرابنفش )mg/L( غلظت استاندارد

0/091 3/125 کورستین

0/172 6/25 کورستین

0/357 12/5 کورستین

0/703 25 کورستین

1/46 50 کورستین

جدول 18. میزان فلاونوئید تام عصاره و تی‌بگ برحسب mg/g نسبت به کوئرستین

میانگین±انحراف 
معیار

میزان فلاونویید تام در عصاره 
)mg/g(

)mg/L( میزان فلاونویید تام در محلول استوک غلظت محلول 
استوک 
)mg/L(

نمونه
تکرار 3 تکرار 2 تکرار 1

22/7±0/28 23/02 22/48 22/62 11/31 11/24 11/51 500 عصاره تام
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طول موج هاى  در  مشخص  پیک هاى  به صورت  قرمز 
طیف  در  فرورفتگى هایى  و  قله ها  به صورت  مشخص 
خاص  شیمیایى  گروه هاى  حضور  که  شده اند  ظاهر 
جمله  از  آزمایش  مورد  خواب آور  فراورده  ترکیبات  در 

تیمول و بورنئول را نشان مى دهد (شکل 15).

بحث

مطالعه حاضر با هدف ساخت، کنترل و استانداردسازی 
که  عامه  مردم  میان  در  پرطرفدار  دارویی  شکل  یک 
کمتر مورد توجه منابع طب سنتی قرار گرفته است، 
جهت بهبود یکی از مشکلات بسیار رایج جوامع کنونی 
که تعداد کثیری از افراد با آن دست‌وپنجه نرم می‌کنند، 
یعنی »بی‌خوابی«، انجام شد. گفتنی است که تمایل 
اکثراً  داروهای شیمیایی که  به مصرف  جوامع کنونی 
جسمی  شدید  وابستگی‌های  یا  هستند  ناکارآمد  یا 
از گذشته شده  کمتر  بسیار  می‌کنند،  ایجاد  روانی  و 
است؛ بنابراین توجه به متون سنتی و تمایلات مردم، 
در جهت ارائه یک شکل دارویی نوین از مفردات مؤثر 
در  همچنین  و  سنتی  متون  در  موجود  بی‌خوابی  بر 
مقاله‌های جدید می‌تواند امیدوارکننده باشد. در تمامی 
فرآورده‌های  استانداردسازی  و  کنترل  با  که  مطالعاتی 
و  جنس  تعیین  و  شناخت  هستند،  مرتبط  سنتی 
گونه اصلی و صحیح هر کدام از اجزای تشکیل‌دهنده 
که  نکته  این  گرفتن  نظر  در  با  دارد.  اهمیت  بسیار 
گیاهان دارویی از تنوع بسیار بالایی برخوردار هستند، 

و این تنوع می‌تواند منجر به تولید دارویی متفاوت از 
ایجاد  از دارو و  نتیجه عدم رضایت  داروی اصلی و در 
عوارض جانبی شود، اهمیت شناسایی صحیح اجزای 
تشکیل‌دهنده بیشتر مشخص می‌شود. برای شناسایی 
گیاهان دارویی یا اجزای اولیه یک فرمولاسیون مرکبه 
یا  ماهیت  به‌عنوان  متون  در  آنچه  بر  علاوه  سنتی، 
همان خصوصیات گیاه‌شناسی یک گیاه ذکر می‌شود، 
ابعاد  در  گیاه‌شناسی  با  مرتبط  شناسایی  روش‌های 
که  داشت  توجه  باید  است.  نظر  مورد  گسترده‌اش 
گیاهانی که با نام اختصاصی خود در کتب داروسازی 
سنتی همچون مخزن الادویه، قانون ابن‌سینا و تحفه 
حکیم مؤمن به‌عنوان داروی مفرد ذکر شده است، در 
یک  آن  به  مربوط  گیاه‌شناسی  خصوصیات  با  رابطه 
ارزیابی مشخصات  توجه داشت که  باید  دارد.  توصیف 
رنگ،  اساس شکل،  بر  نیز  گیاهی  مواد  ماکروسکوپی 
می‌گردد.  تعیین  ظاهر  و  بو  مزه،  شکنندگی،  بافت، 
ارزیابی میکروسکوپی مواد گیاهی بر اساس شناسایی 
بافت و سلول‌های گیاهی انجام می‌شود که به وسیله 

میکروسکوپ الکترونی به دست می‌آید )44(.
آیا  که  رسید  نتیجه  این  به  باید  اول  قدم  در   •
به  داروسازى سنتى  متون  در  که  مفرده اى  یا  ترکیب 
ذکر خصوصیات گیاه شناسى آن پرداخته شده است با 
آنچه امروزه در عطارى ها و مراکز فروش گیاهان دارویى 

وجود دارد یکسان است یا خیر. 
کلید  از  استفاده  با  شناسایى  دوم،  قدم  در   •
است.  نظر  مد  خرده نگارى  روش هاى  و  گیاه شناسى 

شکل 15. طیف‌سنجی مادون قرمز پودر دمنوش
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بنا بر مطالعات فارماکوگنوزیک118، روش هاى پیشرفته 
شناسایى  به  مى تواند  بعدى  قدم هاى  در  دستگاهى 
بسزایى  کمک  فرمولاسیون  شرایط  و  اجزا  مقایسه  و 
نماید. باید توجه داشت علاوه بر شناسایى و استاندارد 
جزء  چند  یا  یک  فرمولاسیون  با  گیاه  یک  نمودن 
گیاهى، تعیین مقدار یک یا چند ماده مؤثره درون آن 
فرمول با هدف یکسان سازى اثرات درمانى یا همسان 
بسیار  نیز  آن  فارماکوگنوزیکى  خصوصیات  نمودن 
از جمله پیچیده ترین  این فرایند  حائز اهمیت است. 

روش هاى ارزیابى فیتوشیمیایى119 است (46).
مخلوط  دمنوش  دارویى  شکل  مطالعه  این  در 
بادرنجبویه  و  سنبل الطیب  و  گاوزبان  گیاه  چهار 
علمى  نام هاى  با  ترتیب  به  اسطوخدوس   و 
 Nardostachys jatamansi و   Echium amoenum
 Lavandula stoechas و   Melissa o�cinalis و 
و  پرطرفدار  البته  و  نوین  دارویى  شکل  یک  به عنوان 
و  ارائه گردید  به مقدار ذکر شده  و  با نسبت مساوى 
سپس از جهات متعددى مورد ارزیابى فیتوشیمیایى 
اجزا  از  هرکدام  گیاه شناسى  خصوصیات  گرفت.  قرار 
به صورت جداگانه و در ترکیب با یکدیگر ارزیابى شد 
روش  از  استفاده  با  گرفت.  انجام  شناسایى  مراحل  و 
خرده نگارى که از روش هاى شناسایى مرتبط و کاربردى 
در این زمینه است و مى تواند احتمال ایجاد تقلب در 
یک فراورده گیاهى سنتى را از طریق شناسایى اجزاى 
قابل  حد  تا  مرتبط  غیر  گیاهان  حضور  و  شیمیایى 
این  در  موجود  اجزاى  شناسایى  نماید،  روشن  قبولى 
انجام شد. در شکل دارویى  داروى مرکب طب سنتى 
اسطوخدوس،  اجزاى  مطالعه،  این  در  بررسى  مورد 
روش  توسط  سنبل الطیب  و  گاوزبان  بادرنجبویه، 
از  تهیه شده  اسلایدهاى  شد.  ارزیابى  خرده نگارى 
اپیدرم تحتانى  اپیدرم فوقانى برگ،  اجزاى پایه وجود 
و  گلبرگ  پارانشیم121  آنموسیتیک120،  روزنه هاى  و 
آوندها و دانه هاى گرده شش ضلعى و کرك هاى غده اى 
در  داد.  نشان  اسطوخدوس  گیاه  در  را  منشعب  و 
خرده نگارى اجزاى بادرنجبویه اپیدرم پایینى همراه با 
روزنه و ساختار دانه گرده و بافت گلبرگ همراه با آوند 

چوبى و بافت اپیدرم برگ نمایان شد.
در خرده نگارى گل گاوزبان، گلبرگ و محل اتصال 
و  کرك  با  همراه  گرده  دانه  ساختار  و  آن  به  کرك ها 
اسلایدهاى  همچنین ساختار کاسبرگ دیده شد. در 
تهیه شده در خرده نگارى گیاه سنبل الطیب نیز بافت 
118. Pharmacognosy studies
119. Phytochemical
120. Anemocytic stomata
121. Parenchyma

چوب پنبه اپیدرم و پارانشیم پوست، بافت اسکرانشیم122 
رؤیت  شبکه اى  تزئینات  با  چوبى  آوند  همچنین  و 
از  مطالعه  این  در  نگارى،  خرده  بر  علاوه  گردید. 
نیز  فینگرپرینت  یا  شناسایى  دستگاهى  روش هاى 
براى نمونه ها استفاده شد که یکى از ساده ترین آن ها 
تهیه نمونه مادون قرمز با تبدیل فوریراز پودر نهایى 

بود که به عنوان یک داده شناسایى دیگر ارائه گردید.
از  نهایى  پودر  اسانس  همچنین  مطالعه  این  در 
مخلوط چهار گیاه مطابق با روش هاى اسانس گیرى از 
گیاهان تهیه شد و بعد از تزریق به دستگاه جى سى 
مس طیف حاصل از آن در شناسایى ترکیبات و تعیین 
این،  بر  گرفت. علاوه  قرار  استفاده  مورد  آن ها  فراوانى 
براى  الگویى  به عنوان  مى تواند  آمده  دست  به  طیف 
قرار  استفاده  مورد  بازار  نمونه هاى  ارزیابى  و  استفاده 
پودر منوم حاوى چهار  اسانس  ترکیبات  گیرد. طیف 
گیاه واجد 14/88 درصد بورنئول به عنوان ماده اصلى 
بود. تیمول با فراوانى 8/39 درصد به عنوان مارکر دوم 

تعیین گردید.
مقدار  تعیین  فینگرپرینت،  تکنیک هاى  بر  علاوه 
غیر  همچنین  و  اختصاصى  مارکرهاى  یا  مارکر 
اختصاصى حاضر در فراورده نهایى نیز به عنوان معیار 

مهم و قدم اصلى در استانداردسازى فراورده است.
از تکنیک GC/FID و حضور ترکیبات  با استفاده 
اصلى (بورنئول و تیمول) اسانس حاصل از فرآورده مورد 
ارزیابى قرار گرفت و میزان ترکیبات اصلى تعیین مقدار 
شد. به این ترتیب این دو مارکر موجود در دمنوش منوم 
به عنوان یک فرآورده داروسازى سنتى ایران با تکنیک 
گروماتوگرافى گازى تعیین مقدار شدند. در روش هاى 
دستگاهى متفاوت استانداردسازى فرآورده هاى گیاهى 
و سنتى، فاکتورهاى متعددى جهت تکرارپذیر شدن آن 
روش در نظر گرفته مى شود. در تمام روش ها یک ماده 
شاخص (اعم از اینکه این ماده از نظر فارماکولوژیکى 
ترکیب  به عنوان  یا  است  فرآورده  تأثیرگذارى  مسئول 
شاخص دیده شده است) در روند استانداردسازى مورد 

استفاده قرار مى گیرد (47).
در رابطه با اعتبار و کارا بودن روش اسانس گیرى، 
گازى،  کروماتوگرافى  با  مقدار  تعیین  و  ارزیابى 
 ICH123 بین المللى  کنفرانس  با  مطابق  پارامترهایى 
باید در نظر گرفته شود. این پارامترها شامل فاکتورهاى 
اعتبار سنجى، شامل خطى بودن نمودار کالیبراسیون، 
است.  پذیرى  بازتولید  و  تکرارپذیرى   ،LOD و   LOQ

122. Sclerenchyma tissue
123. International Council for Harmonization of Technical Require-
ments for Pharmaceuticals for Human Use
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ماده  یک  روش ها  تمام  در  بودن،  خطى  با  رابطه  در 
قرار  استفاده  مورد  استانداردسازى  روند  در  شاخص124 

مى گیرد.
تعیین غلظت  از  بعد  ابتدا مى بایست  بنابراین در 
آن  از  شونده  کم  متعدد  غلظت هاى  اولیه،  استوك 
محلول تهیه و یک منحنى استاندارد از آن غلظت ها 
ترسیم شود. در مطالعه حاضر غلظت هاى کم شونده از 
بورنئول و تیمول خالص بعد از تعیین غلظت استوك 
یک  ترسیم  تزریق،  حاصل  و  شد  تزریق  دستگاه  به 
منحنى کالیبراسیون براى هر کدام از استانداردها بود.
از تزریقات درون  با استفاده  تکرارپذیرى یک روش 
روزى (هر کدام از غلظت ها در یک روز خاص، سه بار 
تزریق شدند) و بین روزى (در سه روز متوالى هر کدام 
از غلظت ها هر روز سه مرتبه تزریق شدند) مشخص 
شد. دقت مطالعه با اندازه گیرى فاکتور دیگرى که در 
اعتبار سنجى در نظر گرفته مى شود، تأیید مى گردد. 
نسبى  معیار  انحراف  یا  تغییرات  ضریب  فاکتور  این 
بین روزى  تزریقات  از  نتایج حاصل  به  با توجه  است. 
دو  هر  براى   RSD محاسبه شده  میزان  روزى،  درون  و 
مارکر (براى یک غلظت از غلظت هاى استاندارد آن ها) 
در محدوده قابل قبول (کمتر از 10 درصد) به دست 
روش  بودن  تکرارپذیر  نشان دهنده  مى تواند  که  آمد 

مورد ارزیابى و معتبر بودن آن باشد.
از دیگر فاکتورهاى مورد ارزیابى در اعتبار سنجى 
حد  یا  حساسیت  به  مى توان  دستگاهى  روش  یک 
تشخیص125 و حد تعیین مقدار126 اشاره کرد. کمترین 
غلظتى که در یک نمونه قابل تشـخیص است اما به 
دقت قابل اندازه گیرى نیست LOD و کمترین غلظتى 
اندازه گیرى  با دقـت و صحت قابـل قبول، قابـل  که 
تعیین  براى  مى شود.  شناخته   LOQ به عنوان  است 
استفاده  نـویز  به  سیگنال  نسبت  از   LOQ و   LOD
مى شود. نسبت 1 به 3 براى تعیین LOD و نسـبت 
1 به 1÷0 براى تعیین LOQ به کار مى رود (49 ،48).

اسانس گیرى  روند  مطالعه  محدودکننده  نکته  اما 
است که این ممکن است تحت تأثیر نوع کلونجر و دماى 
مبرد و دیگر شرایط محیطى تغییر نماید. به هرروى روش 
GC/FID مى تواند به عنوان یک روش ساده جهت تعیین 
یا  اسانس  در  موجود  اصلى  ترکیبات  یا  ترکیب  مقدار 

فرآورده طبیعى طب سنتى استفاده شود.
ضد  عمده  دسته  فنولى  پلى  و  فنولى  ترکیبات 
تشکیل  را  گیاهان  در  موجود  طبیعى  اکسیدان هاى 
124. یعنی این ماده از نظر فارماکولوژیکی مسئول تأثیرگذاری فرآورده است یا به‌عنوان ترکیب 

شاخص دیده شده است.
125. Limit of Detection
126. Limit of Quantification

مى دهند و به وسیله Folin-Ciocalteu و با استفاده از 
روش رنگ سنجى به وسیله دستگاه اسپکتروفوتومتر 
UV اندازه گیرى مى شود. در بخش دیگر مراحل اجرایى 
فنول  تام  میزان  سنجش  به منظور  پایان نامه،  این 
عصاره  مطالعه،  مورد  گیاهان  در  موجود  فلاونویید  و 
هیدروالکلى گیاه از نظر محتواى فنولى و فلاونوئیدى 
تام،  فنول  مقدار  تعیین  در  گرفت.  قرار  ارزیابى  مورد 
اسید گالیک به عنوان استاندارد استفاده شد و میزان 
کلى فنول برحسب mg/g گالیک اسید گزارش گردید 
تى بگ  هر  در  موجود  تام  فنول  میزان  نهایت  در  و 
شد.  محاسبه  میلى گرم   0/585±13/812 گرمى  دو 
از  عصاره ها  در  فلاونویید  میزان  اندازه گیرى  به منظور 
روش داود استفاده شد و در نهایت میزان فلاونویید تام 
موجود در هر تى بگ دو گرمى، 0/37±3/00 میلى گرم 

محاسبه گردید.
ممکن  فراورده ها  در  استفاده  مورد  گیاهى  اجزاى 
با آب هایى که ممکن  آبیارى  است در زمان کاشت و 
است آلوده به فلزات سنگین باشند یا هنگام برداشت و 
نگهدارى آلوده شوند و مى بایست از حیث مقدار مجاز 
وجود  جهت  از  نهایى  پودر  شوند.  ارزیابى  فلزات  این 
فلزات سنگین آرسنیک، سرب و کادمیوم مورد بررسى 
قرار گرفته و آنالیزهاى دستگاهى براى به دست آوردن 
مى شوند.  گرفته  کار  به  فلزات  ناچیز  و  کمى  مقادیر 
اسپکترومترى  از  استفاده  معمول  روش هاى  از  یکى 
جذب اتمى127 است (47). در بررسى نتایج مشخص شد 
میزان فلزات سنگین در فرمولاسیون نهایى از حداقل 
کادمیم  مورد  در  بود.  کمتر  مراتب  به  مجاز  میزان 
مى توان این نکته را متذکر شد که در صورت استفاده 
از پساب هاى شهرى براى آبیارى و نزدیک بودن محل 
رشد گیاه به معادن آلودگى، کادمیم موجود در خاك 

و گیاه افزایش پیدا مى کند (51 ،50).
در انتها، فراورده به آزمایشگاه کنترل دانشگاه علوم 
پزشکى شیراز ارسال و مطابق با استاندارد ملى ایران 
نمونه گیرى از آن به انجام رسید و مورد ارزیابى میکروبى 
نتایج گزارش شده توسط  قرار گرفت (52). طبق  تام 
آرایشى  و  بهداشتى  غذایى،  مواد  کنترل  آزمایشگاه 
باکترى هاى  دانشگاه علوم پزشکى شیراز، تعداد کلى 
هوازى و قارچ هاى هوازى نمونه کمتر از 100 عدد به 
ازاى یک گرم نمونه بوده است. همچنین، نمونه فاقد 
اشرشیا کلاى و سالمونلا اعلام شد. همچنین در این 
مطالعه به منظور مطابقت سازى هر چه بیشتر فراورده 
تست هاى  جهانى،  و  سنتى  استانداردهاى  با  نهایى 

127. Atomic absorption spectrometry
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