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     آشـنایی بـا رنگیزه هـای فـتوسـنتزی | تهیه عـصاره گیاهی | جـداسـازی رنگیزه بـا دکانـتور 
TLC جداسازی رنگیزه های گیاه با استفاده از کاغذ |

دانش زمان را مدیریت کنید تا فرصت کنید تمام بخش ها را انجام دهید! -
از مـواد و وسـایل خـود بـه درسـتی اضـافـه کنید. بـه هیچ وجـه مـواد یا وسـایل اضـافـه بـه شـما داده -

نخواهد شد. 
در صورت داشتن هر مشکل یا سوال، sign قرمز را بالا ببرید.  -



رنگیزه های فتوسنتزی 
فرایند فـتوسـنتز وابسـته بـه حـضور رنگیزه هـا بـه عـنوان جـذب کننده ی انـرژی فـوتـون هـا اسـت. رنگیزه هـا انـرژی را دریافـت 
کرده و بـه رنگیزه هـای مـجاور انـتقال می دهـند. رنگیزه هـای اصلی گیاهـان کلروفیل a ، کلروفیل b ، کاروتـن و گزانـتوفیل 

می باشند. هر کدام از این رنگیزه ها دارای ویژگی های خاصی می باشد:  
رایند فــتوســنتز اســت. نــور قـرمــز و آبی را جــذب کرده و نــور ســبز را بــازتــاب می کند. ســاخــتار  کلروفیل: رنگیزه اصلی در فـ
اصلی آن از حـلقه پـورفیرین (تـترا پیرول) ، یون منیزیم و زنجیره فیتولی تشکیل شـده اسـت. انـواع مختلفی کلروفیل وجـود 

دارد که نوع a و b آن در گیاهان دیده می شود. 
کلروفیل a : رنگیزه فــتوســنتزی اصلی اســت که در هــمه ی فــتوتــروف هــا بــه جــز بــاکتری هــا یافــت می شــود. محــلول •

خالص آن به رنگ سبزآبی است. به علت حضور گروه متیل نسبت به کلروفیل b  ناقطبی تر است. 
کلروفیل b : رنگیزه فـتوسـنتزی فـرعی اسـت که در هـمه ی فـتوتـروف هـا بـه جـز دیاتـوم هـا ، سیانـوبـاکتری هـا و جـلبک •

هـای قرمـز و قـهوه ای یافـت می شـود. محـلول خـالـص آن بـه رنـگ سـبز زیتونی اسـت. بـه عـلت حـضور گروه آلـدئید نسـبت 
به کلروفیل a قطبی تر است.  

کاروتنوئید ها:رنگیزه های کمکی که کاروتن ها و گزانتوفیل ها مهم ترین آن ها هستند.  
کاروتن ها : نور آبی، بنفش و سبز را جذب و نور های زرد، نارنجی و قرمز را بازتاب می کنند. ساختار بسیار ناقطبی •

دارند و فقط در حلال های ناقطبی حل می شوند.  

گزانـتوفیل هـا: هـمانـند کاروت  هـا نـور آبی، بـنفش و سـبز را جـذب و نـورهـای زرد، نـارنجی و قرمـز را بـازتـاب می کنند. انـواع •
مختلفی دارنـد. سـاخـتار آن بـه عـلت حـضور گـروه هـای هیدروکسیل نسـبت بـه کاروتـن هـا قـطب  تـر بـوده و در حـلال هـای 

قطبی حل می شوند.  



 

طیف جذبی زیر نشان دهنده ی میزان جذب نوری رنگیزه های گوناگون در طول موج های مختلف است.  
نـمودار زیر که طیف عـمل نـام دارد، شـدت فـتوسـنتز را در طـول مـوج هـای مـختلف نـشان می دهـد. هـمانـطور که می بینید 

بیشتر میزان فتوسنتز مربوط به کلروفیل a می باشد. 
 



تهیه عصاره گیاهی 
در این بخش شما با استفاده از گیاهی که به شما داده شده است، عصاره گیاهی(محلول در استون) تهیه می کنید. 

1. مقداری از برگ را با قیچی تکه تکه کنید. سپس آن را در هاون ریخته و روی آن 10 میلی لیتر استون بریزید. 
2. بـا دسـته هـاون روی برگ فـشار دهید و آن را بـا حرکات دورانی لـه کنید.(نیازی بـه ضـربـه زدن و ایجاد سـر و صـدا نیست. 

تنها باید با اعمال فشار عصاره تهیه کنید) 
رگ ادامــه دهید(هــر بــار 10 میلی لیتر) تــا محــلول ســبز پـررنگی بــه  3. 3 بــار دیگر در هــاون اســتون بــریزید و بــه لــه کردن بـ

دست بیاید. 
4. کاغـذ صـافی را دو بـار تـا کنید. یک لایه را از سـه لایه دیگر جـدا کنید تـا شکل قیف مـانـندی ایجاد شـود(هـمان گـونـه که 

مسئول آزمایشگاه به شما نشان می دهد) 
5. ســپس عــصاره گیاهی را بــا اســتفاده از کاغــذ صــافی و قیف ، از تــه مــانــده هــای بـرگ جــدا کنید و در فــالکون خــالی 

بریزید(دقت کنید که عصاره گیاهی به نور حساس است. پس دور آن را با فویل آلومینیومی بپوشانید) 

رگ، مــقداری شــن نیز بــا هــاون کوبید. بــه نــظر شــما دلیل آن  ســوال 1. بــرای تهیه عــصاره گیاهی بهــتر، بــاید هــمراه بــا بـ
چیست؟ 

سـوال ۲. یکی از دانـش آمـوزان ایرانی در مـسابـقات جـهانی المپیاد زیست شـناسی، بـا اسـتفاده از 70 میلی لیتر اسـتون، از 
برگ کلم! عـصاره تهیه می کرد امـا در کمال تـعجب، مـتوجـه شـد که تـنها 53 میلی لیتر عـصاره تهیه کرده اسـت. بـه نـظر 

شما این اتفاق می تواند چه چیزی را ثابت کند؟ 



جداسازی رنگیزه با دکانتور 
شما باید بر اساس حلالیت متفاوت رنگیزه ها در حلال های مختلف، آن ها را از هم جدا کنید. 

قبل از شروع آزمایش به نکات زیر توجه کنید: 
رار دارد اســتفاده • راحــل بــشویید. بــدین مــنظور از پیست اســتون که در اختیار شــما قـ لازم اســت تــا ظـروف خــود را بین مـ

کنید.  
در آخر آزمایش همه ظروف خود را بشویید. •

مراحل زیر را به ترتیب انجام دهید: 
۱. ابتدا 25 میلی لیتر از عصاره گیاهی تهیه شده را درون ارلن بریزید.  

0.653g/ =رنـفت (چـگالی 2. بـه عـصاره حـاوی رنگیزه که محـلول در اسـتون(چـگالی=0.791g/ml) اسـت، 25 میلی لیتر اتـ
ml) اضافه کنید. محلول را خوب هم زده و سپس با استفاده از دکانتور فاز بالایی را از فاز پایینی جدا کنید. 

3. فـاز پـایینی را دور ریخته و بـه فـاز بـالایی 25 میلی لیتر مـتانـول (چـگالی=0.792g/ml) اضـافـه کنید. درون ارلـن آن را بـه 
خـــوبی هـــم زده و پـــس از دو فـــاز شـــدن آن را بـــه دکانـــتور مـــنتقل کنید و هـــر دو فـــاز رویی و زیری را جـــمع آوری کنید. در 
صـورتی که دو فـاز بـه راحتی قـابـل مـشاهـده نـبودنـد، 3 میلی لیتر آب مـقطر بـه آن اضـافـه کنید و مجـددا هـم بـزنید. فـاز 

بالایی را A و فاز پایینی را B بنامید. 
4. بـه محـلول A بـه انـدازه خـودش پـتاس مـتانـولی اضـافـه کنید. درون ارلـن محـلول را بـه خـوبی هـم زده و سـپس آن را بـه 
دکانـتور مـنتقل کنید. فـاز بـالایی را C و فـاز پـایینی را D بـنامید، آن هـا را درون لـولـه هـای آزمـایش کوچک جـداگـانـه ریخته و 

روی آن ها پارافیلم بکشید و آن ها را نام گذاری کنید. 
5.روی محـلول B 25 میلی لیتر دی اتیل اتـر (چـگالی=0.713g/ml) ریخته و بـه خـوبی هـم بزنید. سـپس در 3 مرحـله و در 
هـر مرحـله 5 میلی لیتر آب بـه محـلول اضـافـه کنید. بین هـر دو مرحـله اضـافـه کردن آب نـمونـه را بـه آرامی هـم بزنید. قـبل 
از اضـافـه کردن مـرحـله سـوم آب، نـمونـه را بـه دکانـتور مـنتقل کرده و سـپس آب را اضـافـه کنید. دو فـاز را از یکدیگر جـدا 

کرده، فاز پایینی را دور بریزید و فاز بالایی را نگه دارید.  
6.بـه فـاز بـالایی مـرحـله قـبل، 10 میلی لیتر پـتاس مـتانـولی اضـافـه کنید و آن را بـه خـوبی درون ارلـن هـم بـزنید. هـمچون 
مرحـله  قـبل، در 3 مرحـله و در هـر مرحـله 5 میلی لیتر آب بـه محـلول اضـافـه کرده و قـبل ازاضـافـه کردن سـری سـوم آب، 
محـلول را بـه دکانـتور مـنتقل کرده و مـرحـله آخـر اضـافـه کردن آب را انـجام دهید. سـپس دو فـاز را از یک دیگر جـدا کنید. 
فـاز بـالایی را E و فـاز پـایینی را F بـنامید ، آن هـا را درون لـولـه هـای آزمـایش کوچک جـداگـانـه ریخته و روی آن هـا پـارافیلم 

بکشید و آن ها را نام گذاری کنید. 
رفـته و در  7. جـذب محـلول هـای D و F را در طـول مـوج هـای 460 و 680 نـانـومـتر بـا اسـتفاده از اسـپکتروفـوتـومـتر انـدازه گـ
کادر زیر یادداشـت کنید. سـاخـت محـلول blank بـرعهـده شـماسـت. بـعد از آمـاده شـدن محـلول هـای F ، blank و D بـا 
بـالا بردن sign زرد و بـا اجـازه مسـئول آزمـایشگاه از دسـتگاه اسـپکتروفـتومـتر اسـتفاده کنید. دقـت کنید که تـنها 4 دقیقه 

وقت دارید! 
سوال 3. محتوای محلول بلانک و جذب های به دست آمده را در جدول زیر بنویسید. 

680nm 460جذب درnm جذب درblank محتوای محلول

F محلول

D محلول



سـوال 4. بـا تـوجـه بـه سـاخـتار رنگیزه هـای گیاهی (که در مـقدمـه تـوضیح داده شـده اسـت) و چـگالی حـلال هـای اسـتفاده 
شده، هرکدام از محلول های زیر از کدام حلال و رنگیزه(ها) تشکیل شده است؟   

سوال 5. چرا برای دو فاز شدن محلول های دارای متانول یا پتاس متانولی می توان به آن آب اضافه کرد؟ 

سوال 6. چرا در مرحله 5 به فاز B دی اتیل اتر اضافه می کنیم؟ 

ABCDEF

حلال

رنگیزه(ها)



 TLC جداسازی رنگیزه های گیاه با استفاده از کاغذ
یکی از روش هـای مـرسـوم برای جـداسـازی مـولکول هـای مـختلف از یک دیگر کرومـاتـوگرافی می بـاشـد.کرومـاتـوگرافی لایه 
نـازک(TLC) یکی از انـواع رایج کرومـاتـوگرافی می بـاشـد که بـا اسـتفاده از تـفاوت تـمایل مـولکول هـا بـه حـل شـدن در حـلال ، 
آن هــا را از یک دیگر جــدا می کند. در این روش دو فــاز ثــابــت و متحـرک وجــود دارد که فــاز ثــابــت مــعمولا مــوادی مــانــند 
سیلیکاژل، ســلولــز یا آلــومینیوم اکسید (بــا خــاصیت قطبی) بــوده که بــه صــورت لایه ای نــازک روی بســتری از آلــومینیوم یا 

شیشه قرار داده شده است. 
در این روش نـمونـه ی حـاوی مـولکول هـای مـختلف را رو یک انـتهای کاغـذ قرار داده و کاغـذ را بـه صـورت عـمودی در تـانک 
رار می دهیم (بـه صـورتیکه سـطح مـایع پـایین تـر از مـنطقه ی  رافی که حـاوی محـلول فـاز متحرک می بـاشـد،  قـ کرومـاتـوگـ
نـقطه گـذاری بـاشـد) تـا خـاصیت مـویینگی بـاعـث شـود فـاز مـایع در طـول کاغـذ بـالا بـرود و مـولکول هـای مـختلف را بـر اسـاس 
میزان انـحلال پـذیریشان در فـاز مـایع و تـمایل آن هـا بـه فـاز ثـابـت، تـا ارتـفاع معینی بـالا برده و آن هـا را بـه شکل بـانـد هـایی 
از یک دیگر جــدا ســازد. در صــورت رنگی بــودن مــواد، بــانــد هــای رنگی بــر روی کاغــذ TLC ایجاد شــده و قــابــل مــشاهــده 
خـواهـد بـود. در صـورت بی رنـگ بـودن مـواد نیز می تـوان بـا روش هـایی مـانـند رنـگ آمیزی مـولکول هـا و یا تـابـانـدن اشـعه 

هایی مانند UV باند ها را به صورت قابل مشاهده در آورد.  
 

 
 

 :TLC روش کار با
1. ابـتدا یکی از کاغـذ هـای TLC خـودرا بـا مـدادی که در اختیار دارید عـلامـت گـذاری کنید. بـدین صـورت که بـه فـاصـله 1 

سـانتی مـتر از یک لـبه  آن یک نـقطه در وسـط کاغـذ و بـه فـاصـله 0.5 سـانتی مـتر از 
لبه ی دیگر آن یک خط بکشید. 

2. با استفاده از سرسمپلر از محلولی که قصد run کردن آن را دارید،  بردارید. 
3. در این قـــسمت ابـــتدا روی یکی از کاغـــذ هـــای TLC کوچکی که در اختیار دارید 

لکه گـذاری را تـمرین کنید. سـرسـمپلر را نـزدیک کاغـذ TLC بـرده و بـه آرامی و سـریع بـا آن 
تـماس دهید، بـه طـوری که دایره ایجاد شـده قـطری حـدود 0.75 تـا 1.25 سـانتی مـتر داشـته 
بـاشـد. صـبر کنید تـا دایره ی ایجاد شـده خشک شـود و بـعد از آن قـطره ی دیگری بـا روش 

فوق بر روی همان مرکز قرار دهید.  
نـقطه ی شـما بـاید دارای انـدازه ی مـناسـب بـاشـد و همچنین شکل آن بـاید دایره •

باشد. همچنین دایره های ایجاد شده باید متحدالمرکز باشند. 
بسـته بـه غـلظت نـمونـه نیاز بـه لکه گـذاری بین 5 تـا 15 قـطره دارید.(مـتوسـط •

8 قطره)  

لکه نمونه

فاز متحرک

تانک کروماتوگرافی

0.5cm

1cm



دقت کنید که آسیبی به کاغذ TLC  نزنید و سطح آن را خراش ندهید. •
بـعد از هـر نـقطه گـذاری صـبر کنید تـا قـطره ی شـما خشک شـود. اگـر دو قـطره را بـا فـاصـله زمـانی بسیار کمی بـدون •

خشک شدن لکه ی قبلی قرار دهید، لکه ی شما بزرگتر از حالت قبلی می شود. 
4. حال با دقت زیاد روی یک کاغذ TLC لکه گذاری کنید.  

5. روی کاغـذ TLC دیگر نیز بـا مـداد عـلامـت گـذاری کنید. بـه این صـورت که بـه فـاصـله 1 سـانتی مـتر از لـبه پـایینی یک خـط 
بکشیدو بــه فــاصــله 0.5 ســانتی مــتر از لــبه ی دیگر آن یک خــط بکشید. دو خــط بــه فــاصــله 0.25 ســانتی مــتر از طـرفین 

بکشید. محل لکه گذاری خطی در شکل روبرو مشخص است. 
6. روی TLC کوچک دیگری که در اختیار دارید، لکه گــــــذاری خــــــطی را تــــــمرین 

کنید و سپس لکه گذاری خطی را روی TLC اصلی انجام دهید. 
7. تـانک کرومـاتـوگرافی(بشـر 250 میلی لیتری) خـود را بـا دسـتمال کاغـذی خشک 
رای کاغـذ TLC خـود بـسازید، بـه  و تمیز کنید. بـا فـویل آلـومینیومی تکیه گـاهی بـ

طـوری  که کاغـذ بـتوانـد بـه صـورت عـمودی درون تـانک قرار بگیرد. دیواره هـای تـانک را نیز 
بـا فـویل بـپوشـانید تـا نـور رنگیزه هـا را تجـزیه نکند. (بـه پـوشـانـدن درب تـانک بـا فـویل نیز 

دقت کنید) 
رنـفت که هـمان فـاز متحرک می بـاشـند را درون  6. 3 میلی لیتر اسـتون و 6 میلی لیتر اتـ
تـانک اضـافـه نـمایید. از آن جـا که درجـه ی فراریت اترنـفت و اسـتون مـتفاوت اسـت، بـعد 

از سـاخـتن تـانک بـلافـاصـله بـاید درب آن را بـبندید. (هـم چنین در هـنگام سـاخـت 
تانک، محلول را از کنار درب نیمه باز تانک به سرعت وارد کنید) 

7. 5 دقیقه صبر کنید تا فاز گازی و مایع به تعادل برسند. 
به هیچ عنوان به جز در مواقع ذکر شده در تانک را باز نکنید. •

8. درب تـانک را بـاز کرده و نـمونـه نـقطه گـذاری شـده خـود را طـوری که قـسمت نـقطه گـذاری شـده آن پـایین بـاشـد، سـریعا 
به طور عمودی داخل تانک قرار دهید.(این مرحله در اصطلاح run کردن نمونه نام دارد) 

9. پـس از قرار دادن نـمونـه درون تـانک ، محـلول از کاغـذ بـالا خـواهـد آمـد و می تـوانید سـطح آن را ببینید. محـلول بـعد از 
رسیدن به نقطه گذاشته شده، رنگیزه ها را نیز با خود بالا خواهد کشید. 

10. در موارد زیر درب تانک را باز کرده و نمونه خود را خارج نموده و با دمیدن به حلال آن را خشک کنید: 
الف. سطح حلال به خط کشیده شده روی کاغذ TLC رسیده باشد. 

 ب. سطح حلال به هر دلیل دیگری بالاتر نرود، در این صورت بعد از خارج کردن نمونه از تانک و دمیدن به آن، 
باید میزان بالا آمدن آن را با مداد بر روی TLC مشخص کرد.  

ج. حلال اصلا از کاغذ بالا نمی رود  و حتی به رنگیزه نقطه گذاری شده نمی رسد. در این صورت بعد از خارج کردن 
نمونه از تانک و ساختن مجدد محلول تانک، نمونه را مجددا run کنید.  

11. بـعد از خـارج کردن کاغـذ، sign سـبز را بـالا بـبرید تـا مسـئول آزمـایشگاه بـه شـما نـوار چسـب بـدهـد. روی آن را بـا نـوار 
چسـب بـپوشـانید.(تـا نـمونـه شـما تخـریب نـشود) نـام خـود را پشـت کاغـذ نـوشـته و دوبـاره بـا بـالا بردن sign سـبز، بـه مسـئول 

آزمایشگاه تحویل دهید. 

سـوال 7. برای سـاخـتن محـلول عـصاره ی کلروفیل خـالـص بهـتر اسـت مـقداری MgSO4 نیز بـه اسـتون و نـمونـه برگ اضـافـه 
کنیم. دلیل استفاده از این ماده چیست؟ 

0.25cm

0.5cm

1cm



رکت آن مــولکول بــه میزان  رابــر اســت بــا نســبت میزان حـ ســوال Rf  .8 یا Retardation Factor بـرای هــر مــولکول بـ
حرکت فـاز مـایع بـر روی کاغـذ TLC (فـاز ثـابـت). بـا تـوجـه بـه نتیجه ای که از run کردن عـصاره گیاهی گرفـته اید، Rf بـانـد 
هـای حـاصـل را حـساب کنید و تـا سـه رقـم اعـشار در جـدول زیر یادداشـت کنید و مـشخص کنید هـر بـانـد مـربـوط بـه کدام 

رنگیزه فتوستزی است؟(باند شماره یک بیشتر از همه بالا آمده است) 

سـوال 9. ممکن اسـت در بین بـانـد هـای ایجاد شـده روی کاغـذ TLC، یک یا دو بـانـد خـاکستری-آبی رنـگ مـشاهـده شـود. 
این دو باند مربوط به کدام رنگیزه است؟ 

ســوال 10. گــاهی اوقــات فــاز ثــابــت را بــر روی صــفحات آلــومینیومی و گــاهی اوقــات روی صــفحات شیشه ای یا پــلاســتیکی 
تثبیت می نمایند. به نظر شما تفاوت کاربرد این دو نوع کاغذ TLC چیست؟ 

ســوال11. بـرای طــول کاغــذ مــورد آزمــایش در TLC انــدازه اپتیممی در نــظر گـرفــته می شــود. فــایده و مشکل اصلی بـرای 
طویل بودن کاغذ TLC چیست؟ 

سوال 12. در صورت زیاد و کم بودن تعداد نقطه گذاری ها چه مشکلاتی ممکن است به وجود بیاید؟ 

نام رنگیزه فتوسنتزیمیزان Rf در لکه گذاری خطیمیزان Rf در لکه گذاری نقطه ای

1

2

3

4



سـوال 13. چـنانـچه بـعد از اینکه فـاز مـایع را بـه تـانک اضـافـه کردیم بـلافـاصـله کاغـذ TLC را run کنیم، چـه مشکلی بـه 
وجود می آید؟ 

سـوال 14. چـنانـچه عـصاره ی رنگیزه خـام را بـا اسـتفاده از فـاز متحرک مـتانـول (بـر روی کاغـذ TLC ) run کنیم، الـگوی بـانـد 
های حاصل را رسم کرده و مشخص کنید هر باند مربوط به چه رنگیزه ای است؟ 

ســوال 15. یکی از دانــش پــژوهــان دوره بیست و یکم المپیاد زیست شــناسی بــا دیدن پــاســخ ســوال 8 ، این فــرضیه را 
مـطرح کرد که شـاید خـطی بـودن لکه گـذاری، سـبب تـفاوت مـعنادار در Rf نسـبت بـه حـالـت لکه گـذاری نـقطه ای می شـود. 

(جداول و فرمول هایی که ممکن است به آنها نیاز پیدا کنید در انتها آمده اند) 
الف. بهترین تست آماری برای آزمودن این فرضیه چیست؟ 

ب. مقدار آماره مناسب را محاسبه کرده و تا سه رقم اعشار وارد کنید. 

ج. مقدار Df یا درجه آزادی چقدر است؟ 

د. با توجه به نتایج، آیا تفاوت بین Rf ها در لکه گذاری خطی و نقطه ای، معنادار است؟(بله/خیر)(با خطای 5 
درصد) 



ضمیمه 
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