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מעבדה מס' 1:

מטרת המעבדה: מיצוי שמנים אתריים מצמחים ארומטיים.
שלבי העבודה:

1. קביעת % המים בצמח.

2. הרכבת מכשיר הקלווינג'ר.
3. מיצוי שמן אתרי מהצמח הארומטי שבחרת.
4. איסוף השמן האתרי וקביעת % הניצולת לצמח טרי וצמח יבש.
5. בדיקות לאיתור הפעילות הביולוגית של השמן האתרי של המין הנחקר.
6. קביעת מרכיבי השמן האתרי שמיצית, באמצעות מכשיר GC ובעזרת תמיסות סטנדרט.
· בחר באחד המינים של צמחים ארומטיים, (הגדלים בר בארץ או המשמשים כצמחי תבלין ו/או בושם בחקלאות או בתעשייה ) שנמצאים במעבדה. 
· המינים שיחקרו במעבדה זו הם:
רוזמרין רפואי Rosmarinus officinalis (שפתניים).
עשב הלימון  Cymbopogon citratus  (דגניים).

מרווה רפואיתSalvia officinalis   (שפתניים).
אזוביון משונן Lavendula tridentate (שפתניים).

לענה שיחנית Artemisia arborescens   (מרכבים).
1. קבע את % המים בצמח הטרי: 
· שקול את שקית נייר כשבתוכה  בערך 50 גרם צמח טרי.  על גבי השקית רשום:
      שם הצמח, המשקל המדויק של השקית+הצמח מספר (או שם) קבוצתך.
· הכנס לתנור ייבוש (40˚C);

בדרך כלל שוקלים לאחר 24 שעות ולאחר 48 שעות ואם אין שינוי  במשקל סימן שהצמח יבש.

            אנחנו נשאיר את הצמחים עד ליום חמישי הבא בתנור ונשקול שוב את השקית עם החומר היבש. 

· רשמו במחברת המעבדה את כל הנתונים, וחשבו את % המים בצמח, 
· ענו על השאלה: מדוע מחשבים את % המים בצמח?
2. הרכב את מכשיר הקליווינג'ר:

שקול אביק בנפח של 2000מ"ל;

מלא את האביק בחלקי הצמח שבחרת  עד כ-2 ס"מ מתחת לצוואר האביק.

שקול את האביק + הצמח וחשב את משקל הצמח. 
רשום את משקל הצמח שבאביק.

כסה במים עד גובה של שליש האביק (לא יותר) . 

שים על פלטת חימום.

סגור את הברז של מכשיר הקלווינג'ר ומלא במים את המשורה של מכשיר הקלווינג'ר.

חבר את הקלווינג'ר לפיה של האביק.

תמוך את האביק ומכשיר הקלווינג'ר המחובר אליו למעמדי מתכת.

חבר למצנן 2 צינורות למים: צינור להכנסת המים לפתח התחתון של המצנן וצינור ליציאת המים בפתח העליון של המצנן. 

חבר למכשיר הקלווינג'ר את המצנן, 
חבר את הצינור להכנסת המים לברז, ואת קצהו של הצינור השני, להוצאת המים, הכנס לכיור (בדוק שהוא מוכנס למקום ניקוז המים מהכיור). 

הדלק את הפלטה החשמלית לחימום המים שבאביק.

עקוב אחר מהלך עליית אידי המים, אחר עיבוי המים, אחר הצטברות השמן האתרי במשורה של הקלווינג'ר והתרוקנות המים שהתעבו חזרה לאביק הודות לצינורית המקשרת (על פי חוק הכלים השלובים).

איסוף השמן האתרי:

סופו של התהליך ייקבע כאשר כמות השמן האתרי המצטברת בחלק העליון של המשורה, מעל למים, לא עולה. 

· מדוד את נפח השמן האתרי שהתקבל מהצמח.

· אסוף את השמן האתרי לתוך מבחנה קטנה, בדרך כלל קשה להימנע ממעבר מעט טיפות מים לתוך המבחנה.

ייבוש השמן האתרי משאריות מים:
· הכנס בעזרת מרית קטנה (ספטולה) מעט גבישים של נתרן גפריתני  Na2SO4 למבחנת השמן האתרי.
· שקול מבחנת אפנדורף ,

· העבר את השמן האתרי ללא אבקת הנתרן הגפרתי (בעזרת פיפטת פסטר) לתוך המבחנה וסגור.

· שקול שנית את המבחנה + השמן האתרי. וחשב את משקל השמן האתרי.

חשב ניצולת (= % השמן האתרי בצמח הטרי ובצמח היבש).

יש לחזור על זיקוק שמן אתרי כדי להפיק מינימום 5 מ"ל!
החומרים והציוד הדרושים למעבדה במיצוי שמנים אתריים
	הציוד
	החומרים

	מכשיר קלווינג'ר
	נתרן גפריתני  NaSO4

	אביק 2 ליטר מתאים לקוטר הקלווינג'ר

בעל תחתית שטוחה
	מים

	מצנן +2 צינורות מים.
	

	פלטה חשמלית
	

	מבחנות קטנות לאיסוף השמן האתרי
	

	פינצטות ארוכות
	


מבחנים ביולוגיים לאיתור פעילות ביולוגית של שמנים אתריים.

ערוך בדיקה להשפעות ביולוגיות של השמן האתרי על פי ההוראות שלהלן והוראות הכתובות בדפי המעבדה המתאימים:
1. השפעות אללופטיות על נביטת זרעי חיטה וצנונית .

2. השפעות דחיה וקטילת חרקים, על זבובי דרוזופילה..
3. השפעות אנטימיקרוביאליות על חיידקים, ופטריות פתוגניות בחקלאות.
א. ניסויי הנבטה בצלחות פטרי.

חשב את מספר צלחות הפטרי שעליך להכין: 

בדוק השפעת שמן אתרי על נביטה של זרעים של חיטה (צמח חד-פסיגי) וצנונית (צמח דו-פסיגי) (חשוב, מדוע יש לזה חשיבות?). 
בדוק 3 ריכוזים של שמן אתרי, 4 חזרות לכל ריכוז +4 צלחות ביקורת.

הכן צלחות פטרי על פי ההוראות הבאות.

· הנח 2 עיגולים של נייר סינון whatmann1 בתוך צלחת פטרי קטנה.

· הכנס 3 מיליליטר של מים;

· הנח 20 זרעי חיטה (חד פסיגי) וזרעים של צמח דו פסיגי (צנון).

· טפטף 3 ,5, ו- 10  מיקרוליטר של שמן אתרי על  הצד הפנימי של מכסה צלחת הפטרי;

· חשב את ריכוז השמן האתרי בצלחת הפטרי הקטנה שנפחה הוא 30 מיליליטר.

· אטום את הצלחות בפראפילם, 
· הנח בתא צמיחה בטמפ' ˚C24. (או בבית בתנאים מתאימים)

· הנבט זרעים בצלחות ביקורת. (בלי שמן אתרי)

בדוק תוצאות נביטה של זרעים.

· בדוק הצצת שורשון לאחר 24 שעות. 
· בדוק התארכות השורשון לאחר 48 ו- 72 שעות. 
· חשב את הממוצע וסטיית התקן של אחוזי הנביטה של כל החזרות, כולל הביקורת.
· חשב את עיכוב הנביטה כאחוז מנביטת הזרעים בניסויי הביקורת.
· רשום את התוצאות בטבלה והצג אותן בצורה של גרף עמודות.
· הסק מסקנות ורשום אותן!
ב. ניסויי הנבטה בכוס כימית.

1.  קח 9 כוסות כימיות של 250 סמ"ק והתאם להן צלחת פטרי כמכסה.

 גזור נייר סינון באופן כזה שיכסה את כל דפנות הכוס בצורה אנכית.

הרטב את ניר הסינון במים מזוקקים, פעולה זו תצמיד את הנייר לדפנות הכוס (מדוע?).

2.   בין דפנות הזכוכית של הכוס לנייר הסינון הנח זרעים של חסה תרבותית.

3.  על קרקעית הכוס של 3 כוסות הנח כלי קיבול קטן ובתוכו 50 מיקרוליטר של שמן אתרי אותו הפקת.       
4.  הבטח שלא תהיה בריחת גזים מהכוס בעזרת ליפוף בפאראפילם.
5.  על קרקעית 3 כוסות אחרות הנח עלים של הצמח ממנו הפקת את השמן האתרי. חשב את משקל העלים יהיה שווה ערך ל10 מיקרו ליטר שמן.     
     מה תהיה הדרך בה תחשב את משקל העלים?
6.  על קרקעית 3 הכוסות הנוספות אל תעמיד דבר. אלו תהינה כוסות הביקורת.
7.  עקוב אחר הנביטה והתארכות השורשים מדי יום במשך 3 ימים ורשום את התוצאות בטבלה. 
8.  הצג בגרף את מהלך הנביטה והתארכות השורשים בהשפעת  50 מיקורליטר של שמן אתרי מהצמח שלך, 
9.  קרא באינטרנט אודות אללופתיה בשני מאמרים אלו  (בעברית) ובדיון התוצאות שלך במעבדה השווה את שיטות העבודה והתוצאות שלך במה שמתואר במאמרים.

המאמרים":

www.edugal.org.il/hokrim/library/ma238.htm
צמחי תבלין כנגד עשבים רעים

www.edugal.org.il/hokrim/library/ma257.htm
אללופתיה ורעילות עצמית באזורים צחיחים
השפעת שמן אתרי מצמחי ריח על התפתחות פטריות פיטופתולוגיות:
קרא בספרות המתאימה וחפש באינטרנט אודות פטריות פיטופתולוגיות אלו:
 Fusarium sp.,sp. Sp.  Alternaria  Macrophomina 
                 הכנת מצע לבדיקת עיכוב התפתחות פטריות :

· שקול  39 גר' PDA= Potato Dextrose Agar + 2 גרם אגר.

· הכנס לארלנמאייר בנפח של 2 ליטר. 
· השלם עד 1 ליטר מים מזוקקים.  
· כסה את הפתח בנייר אלומיניום  והעבר לעיקור באוטוקלאב. 

· מזוג את האגר החם (לאחר צינון קל) לצלחות פטרי, בערך 20 מ"ל תמיסת אגר. 

· חטא  מרית (ספטולה) דקיקה בכהל , תחת אש,

· העבר במהירות, בעזרת המרית המחוטאת, ריבוע של פטריה מצלחת האם לצלחת פטרי, והנח במרכז הצלחת..

· טפטף על החלק הפנימי של מכסה צלחת הפטרי נפח מדוד של שמן אתרי (בעזרת מיקרופיפטור מכויל), . במספר טיפות קטנות על המכסה וכסה במהירות את הצלחת במכסה.
· אטום את הצלחת בנייר פראפילם. 
· הדגר את הצלחות באינקובטור של 30 מעלות צלזיוס.

נפח צלחת פטרי גדולה = 75 מ"ל. 

בדוק מספר ריכוזים: 10, 30 ,50µl/75ml. יש לחזור על כל ריכוז 3 פעמים  
ולהכין 3 צלחות ביקורת ללא שמן אתרי. 
בדיקת תוצאות:

· מדוד את קוטר המושבה שהתפתחה בצלחות הניסוי והביקורת, לאחר 24, 48, 72 שעות, ולאחר שבוע, בעזרת סרגל.

· חשב את הממוצע של כל החזרות (סטיית תקן) של כל ריכוז שמן אתרי ושל הביקורת. (ריכוז =0).
· רשום את התוצאות בטבלה ובצורת גרף עמודות.

Fusarium:  פטריה חוטית ממערכת Ascomycetes 
מתפתחת טוב ביותר בקרקעות ועל צמחים באזורים טרופים וסוב טרופיים אך מוכרים גם מינים וזנים הנמצאים באזורים קרים. פוזריום גורמת לעיפוש מזון מאוכסן ולפתולוגיה על מגוון צמחים בעיקר על ידי חדירת קורים לרקמות המטמיעות. 
מחקרים חדשים מגלים קשר בין פוזריום למגוון זיהומים פטרייתיים בבני אדם.
Macrophomina 
תוקפת בעיקר דגנים, חמניות, סויה ועוד.

השפעות אנטיבקטריאליות של שמנים אתריים מצמחי ריח.
קרא בספרות וחפש באינטרנט אודות חיידקים אלה:

E. coli,     ו Bacillus   
הכנת צלחות הניסוי  לבדיקת השפעת שמן אתרי על התפתחות חיידקים:
· הכן ליטר תמיסת מצע בארלנמאייר שקיבולו  2 ליטר, על פי הכתוב על קופסת מצע Nutrient agar.
           ריכוז האגר במצע יהיה  2% וריכוז הגלוקוז  יהיה -0.5%.
· כסה בנייר אלומיניום.

· הביאו לעיקור המצע באוטוקלאב בטמפ. C˚120 משך15 דקות .

· מזוג את האגר לצלחות (בערך 20ml בצלחת) בסביבה סטרילית ככל האפשר.

· זרעו את החיידקים בצלחת, לאחר שהמצע הצטנן , בעזרת מקל דרגלסקי.

הכנת צלחות הניסוי לבדיקת השפעת תמצית עלים (crude)  על התפתחות החיידקים:

· כתוש עלי צמח בתוך מכתש חרסינה עלי חרסינה.קיבלת "plant crude extract".
· טבול את הדיסקיות הסטריליות בתמצית העלים.
· הנח 3 דיסקיות בצלחת במרווחים.

בדוק את השפעת השמן האתרי על התפתחות החיידקים:

· הנח דיסקית סטרילית של נייר סינון  במרכז צלחת הפטרי, 

· טפטף על הדיסקית בעזרת מיקרופיפטה נפחים של:  μl 1, 3 ו-5   מיקרוליטר של השמן האתרי או של תמצית העלים שכתשת.

· העמד צלחות ביקורת עם דיסקית עליה טפטפת מים מזוקקים, ללא כל חומר.

· חזור על הריכוזים בכל חיידק ועל צלחת הביקורת 3 פעמים.
· מדוד את קוטר ההילה סביב הדיסקית לאחר שבוע ימים, והשווה לצלחות הביקורת.
· חשב את הממוצע ואת סטיית התקן של עיכוב ההתפתחות של החיידקים בחזרות השונות. 
· חשב את ריכוז השמן האתרי בצלחת בהתייחס לנפח צלחת הפטרי (=75 מ"ל).
· רשום את התוצאות בטבלה , 

· הצג את השפעת הריכוזים השונים של השמן האתרי ואת השפעת התמצית הצמחית 
      על התפתחות מושבות החיידקים, בעזרת גרף עמודות. 
