
 

جداسازی رنگیزه با دکانتور 
در این آزمــایشگاه می خــواهیم محــلول رنگیزه هــای مــختلف را از یک دیگر جــداســازی کنیم. هــدف از این جــداســازی می 
تــوانــد بـررسی شــدت جــذب رنگیزه هــا در طــول مــوج هــای مــختلف و یا بــه دســت آوردن غــلظت آن هــا در محــلول بــاشــد. 
هـمانـطور که تـوضیح دادیم 4 رنگیزه گیاهی اصلی از نـظر سـاخـتاری بـا یکدیگر مـتفاوت هسـتند. نتیجه این تـفاوت سـاخـتار 
تـفاوت در قطبیت و میزان انـحلال پـذیری اسـت. از بین این چـهار مـولکول، کاروتـن از هـمه نـاقطبی تـر و گزانـتوفیل از هـمه 
قطبی تـر اسـت. از بین دو کلروفیل نیز نـوع a نسـبت بـه نـوع b نـاقطبی تـر اسـت. پـس تـرتیب مـقدار انـحلال پـذیری این 4 

مولکول در یک محلول ناقطبی برابر است با:  
کاروتن > کلروفیل a > کلروفیل b > گزانتوفیل 

مـا می تـوانیم در آزمـایشگاه بـر اسـاس همین تـفاوت در مـقدار انـحلال پـذیری 4 رنگیزه را از یکدیگر جـدا کنیم. از طرفی بـا 
مــتفاوت بــودن چــگالی حــلال هــا ، می تــوانیم حــلال هــا را از یکدیگر تفکیک کرده و در نتیجه محــلول هــایی مــحتوی 4 
رنگیزه مــتفاوت خــواهیم داشــت. پــس اســاس جــداســازی در این آزمــایشگاه اخــتلاف انــحلال پــذیری رنگیزه هــا و تــفاوت 

چگالی حلال ها می باشد. 
 

برای جداسازی رنگیزه ها مراحل زیر را به ترتیب انجام می دهیم:   
1. در قـدم اول بـاید تـمامـای رنگیزه هـایی که داخـل سـلول هـای گیاه هسـتند رو اسـتخراج 
رای این کار بـاید از مـاده ای اسـتفاده کنیم که بـتوانـدمـولکول هـای رنگیزه که جـز  کنیم. بـ
لیپیدهـا هسـتند را در خـودش حـل کند. بهـترین مـاده برای دسـتیابی بـه این هـدف اسـتون 

(با چگالی= 0.791g/mL) است. 
2.بـه عـصاره گیاهی هـم انـدازه خـودش اتـرنـفت (چـگالی= 653g/mL.-) اضـافـه می کنیم. 

رنـــفت و فـــاز پـــایینی اســـتون  رنـــفت از هیدروکربـــن هـــای آلیفاتیک مـــختلف تشکیل شـــده اســـت. بـــدیهتا فـــاز بـــالایی اتــ اتــ
رنـفت رنگیزه هـای داخـل اسـتون را در خـودش حـل می کند و در نتیجه  رنـفت بیش تـر اسـت). اتـ اسـت(چـگالی اسـتون از اتـ
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آنـچه در داخـل فـاز اسـتون می مـانـد، نـاخـالصی هـای مـربـوط بـه عـصاره گیاهی اسـت. حـال فـاز اسـتونی رادور می ریزیم دور 
و فاز اترنفت را نگه می داریم.  

3. بـه محـلول اتـرنـفت ، مـتانـول(چـگالی= 0.792g/mL) اضـافـه می کنیم و محـلول را هـم می 
رنـفت قطبی تـر اسـت و می تـوانـد اجـزای قطبی را در خـود حـل کند.  زنیم. مـتانـول نسـبت بـه اتـ
پـس از 4 رنگیزه 2 رنگیزه قطبی تـر (کلروفیل b و گزانـتوفیل) داخـل مـتانـول حـل می شـونـد و 2 
رنــفت بــاقی می مــانــند. پــس از هــم زدن  رنگیزه غیرقطبی تــر (کلروفیل a و کاروتــن) داخــل اتــ
محـلول صـبر می کنیم تـا دو فـاز شـود. بـدیهتا مـتانـول فـاز پـایینی و اترنـفت فـاز بـالایی را تشکیل 
می دهـند. دو  فـاز رااز یک دیگر جـدا می کنیم و در دو ظرف مـختلف می ریزیم. (نکته:گـاهی 

اوقـات دو فـاز بـه خـوبی از یکدیگر جـدا نمی شـونـد و مـرز مشخصی تشکیل نمی دهـند. تـو این مـواقـع چـند میلی لیتر آب 
مـقطر بـه محـلول اضـافـه می کنیم تـا قطبیت محـلول بیشتر شـود و دو فـاز بهـتر از یکدیگر جـدا شـونـد) فـاز اترنـفت جـداشـده 

را فاز A و فاز متانول اضافه شده را فاز B می نامیم. 
4. فـاز A مرحـله قـبل را داخـل دکانـتور ریخته و بـه آن پـتاس مـتانـولی اضـافـه می کنیم. پـتاس مـتانـولی هـمان مـتانـول اسـت 
که در آن پـتاسیم هیدروکسید (KOH) حـل کرده ایم. وظیفه پـتاس مـتانـولی حـل کردن کلروفیل اسـت و چـگالی آن تـقریبا 
هـمان چـگالی مـتانـول خـالـص اسـت. فـاز A حـالا بهـ دو فـاز تقسیم می شـود. فـاز بـالایی از اترنفـت تشکیل شدـه که آن را فـاز 

Cمی نامیم و فاز پایینی از پتاس متانولی تشکیل شده که آن را فاز D می نامیم.  
هـمانـطور که بـالاتـر گـفته شـد، پـتاس مـتانـولی کلروفیل هـا را حـل کرده و از بقیه اجزا جـدا می کند. پـس در فـاز D کلروفیل 

a و در فـاز C کاروتـن دیده می شـود. رنـگ محـلول کلروفیل a سـبزآبی و رنـگ محـلول کاروتـن زرد 
است. تا اینجا دو مورد از رنگیزه ها را کامل جدا کردیم. 

5. فــاز B را داخــل دکانــتور می ریزیم و بــه آن دی اتیل اتــر (چــگالی=mL 713/0/g) اضــافــه می 
کنیم و خــوب هــم می زنیم و صــبر می کنیم تــا دوفــاز جــدا شــونــد. دی اتیل اتــر هــر آنــچه درون 
مـتانـول هسـت را داخـل خـودش حـل می کند. مـنطقا دی اتیل اتـر فـاز بـالایی و مـتانـول فـاز پـایینی 
را تشکیل میدهــند. فــاز مــتانــولی که مــقدار خــوبی از مــواد حــل شــده داخــلش بــه دی اتیل اتــر 

منتقل شده است را دور می ریزیم و فاز بالایی را نگه می داریم و نامش را E می گذاریم.  
6. بـه فـاز E پـتاس مـتانـولی اضـافـه می کنیم و محـلول را هـم می زنیم و صـبر می کنیم تـا دو فـاز 

جـدا شـونـد. بـا تـوجـه بـه چـگالی هـا دو فـاز بـالایی و پـایینی بـه ترتیب دی اتیل اتـر و پـتاس مـتانـولی هسـتند. در مرحـله قـبل 
این نکته ذکر شـد که وظیفه پـتاس مـتانـولی حـل کردن کلروفیل هـاسـت. همچنین اگـر یک بـار دیگر مراحـل را مـرور کنید 
میبینید که در فـاز E کلروفیل  b و گزانـتوفیل داشـتیم. پـس بـا تقسیم شـدن فـاز E ، فـاز بـالایی دارای گزانـتوفیل بـوده (که 
آن را فــاز F می نــامیم) و فــاز پــایینی دارای کلروفیل b (که آن را فــاز G می نــامیم) اســت. رنــگ محــلول کلروفیل b ســبز 

زیتونی و محلول گزانتوفیل زرد است. 

نکاتی که حین انجام آزمایش باید به آن ها توجه کنید: 
زنید. در صـورتیکه حجـم مـایع خیلی زیاد • رای هـم زدن مـایع در دکانـتور را بـگذارید و دکانـتور را بـرداشـته و خـوب هـم بـ بـ

نــباشــد، میتوانید در حــالیکه دکانــتور روی گیره اســت آرام مــایع را هــم بــزنید. روش اول دقیق تــر بــوده ولی روش دوم 
سریع تر است. 

برای خارج شدن مایع علاوه بر باز کردن شیر باید در را هم بردارید تا فشار هوا بتواند مایع را خالی کند. •
حـواسـتان بـاشـد که بـه خـاطـر حـضور مـقادیر کم اسـتون درون محـلول هـای نـهایی ، این محـلول هـا بـا گـذشـت زمـان کووت •

پـلاسـتیکی را حـل می کنند و جـداره هـای کووت مـات می شـونـد. پـس بـعد از ریختن محـلول هـا درون کووت پـلاسـتیکی 
باید هرچه سریعتر مقدار جذب آن ها را با دستگاه اسپکتروفوتومتر به دست آورید. 



 TLC جداسازی رنگیزه با کاغذ
هـمانـطور که مـشاهـده می کنید رنگیزه هـای مـختلف مـقادیر مختلفی 
رکت کرده انـد. کاروتـن که از هـمه رنگیزه هـا نـاقطبی  بـر روی کاغـذ حـ
رار  رقـ تـر اسـت، در فـاز مـایع حـل شـده ولی بـا فـاز ثـابـت بـرهمکنشی بـ
نمی کند، پـس سـریع تـر از هـمه بـالا میرود. برعکس گزانـتوفیل که از 
هـمه قطبی تـر اسـت بـعد از حـل شـدن در فـاز مـایع بـا فـاز ثـابـت قطبی 
هـم پیونـد برقرار می کند و کندتـر از هـمه بـالا می رود. اگـه دقـت کنید 
رنــگ هــای رنگیزه هــای جــدا شــده مــشابــه بــا رنــگ هــایی اســت که در 

توضیحات آزمایش جداسازی رنگیزه ذکر کردیم. 
RF: هـر مـولکول بـا تـوجـه بـه خـاصیت شیمیایی خـود مـقدار مـتفاوتی 
رکت می کند. بـــرای کمی کردن و مـــقایسه کردن  روی کاغـــذ TLC حـــ
تـفاوت هـای حرکت مـولکول هـا از مقیاس Rf اسـتفاده می کنیم. Rf یا 
Retardation Factor برای هـر مـولکول برابـر اسـت بـا نسـبت میزان 
حرکت آن مـولکول بـه میزان حرکت فـاز مـایع بـر روی کاغـذ TLC (فـاز 

ثابت). 

نکاتی که حین انجام آزمایش باید به آن ها توجه کنید: 
برای کشیدن نقطه و خط و علامت گذاری از خودکار استفاده نکنید. جوهر خودکار همراه با حلال حرکت می کند و •

نمونه به رنگ خودکار در می آید.  
برای خشک شدن نمونه به آن فوت نکنید و بگذارید خودش خشک شود. •
هر دو روش نقطه گذاری با لوله مویین و سمپلر را بلد باشید. •



کلید پروتکل 

۱. شن دارای یون های مختلفی است که جذب مولکول های آب می شوند (آب پوشیده می شوند) و اصطلاحا آب را می 
دزدند! در نتیجه استون بهتر می تواند رنگیزه ها را استخراج کند. یا به قولی، این کار باعث می شود که حتی در صورت 

وجود آب در بافت های گیاهی یا هاون، باز هم استخراج به خوبی صورت بگیرد. 

۲. استون بسیار فراّر است و به راحتی تبخیر می شود. 
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با توجه به این که غلظت رنگیزه ها در نمونه های افراد مختلف یکسان نیست، پس نمیتوان جواب قطعی به سوال داد 
اما چیزی که مسلم است، این است که محلول F که دارای کلروفیل b است، ماکزیمم جذبش در حدود 460 نانومتر و 
محلول D که دارای کلروفیل a است، ماکزیمم جذبش در حدود 680 نانومتر است. پس قطعا Y بزرگتر از W و Z بزرگتر 

از X خواهد بود. 
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5. آب در متانول حل می شود و آن را قطبی تر می کند. در نتیجه متانول از محلول های ناقطبی تر مثل اترنفت بهتر 
جدا خواهد شد. همچنین حجم کل نیز افزایش پیدا می کند که به جداسازی بهتر کمک می کند. 

6. زیرا باید در مرحله بعد از آن با اضافه کردن پتاس متانولی، کلروفیل b را از گزانتوفیل جدا کنیم. اما پتاس متانولی و 
متانول در هم حل می شوند. پس باید رنگیزه ها را به حدواسط بدهیم تا بتوانیم کلروفیل b را از گزانتوفیل جدا کنیم. 

7.به دو دلیل:  
1.کلروفیل ها در اثر بعضی شرایط مثل اسیدی شدن و یا گذر زمان، با از دست دادن منیزیم خود به فئوفیتین تبدیل 

می شوند که جزء رنگیزه های فتوسنتزی نیست. ما با منیزیم سولفات سعی می کنیم از این کار جلوگیری کنیم. 
2. همان بحث مطرح شده در جواب سوال 1. یون ها آب را می دزدند و به حل شدن بهتر رنگیزه ها در استون کمک 

می کنند. 

680nm 460جذب درnm جذب درblank محتوای محلول

F محلولXYپتاس متانولی

D محلولZWپتاس متانولی

ABCDEF

پتاس متانولیدی اتیل اتیرپتاس متانولیاتر نفتمتانولاتر نفتحلال

رنگیزه(ها)
کلروفیل a و 

کاروتن
کلروفیل b و 
کلروفیل bگزانتوفیلکلروفیل aکاروتنگزانتوفیل
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9. کلروفیل ها در اثر بعضی شرایط مثل اسیدی شدن و یا گذر زمان، با از دست دادن منیزیم خود به فئوفیتین تبدیل 
می شوند که جزء رنگیزه های فتوسنتزی نیست. فئوفیتین ها دارای Rf بیشتری نسبت به کلروفیل متناظرشان هستند.  

10. در مواقعی که نور باید از کاغذ عبور کند مانند هنگامی که قرار است باند های روی کاغذ پس از run شدن توسط 
UV مشاهده شوند،از کاغذ هایی استفاده می شود که پشتشان از جنس شیشه یا پلاستیک است. در غیر این صورت 

از آلومینیوم به علت به صرفه تر بودن استفاده می شود. 

  .11
فایده: تفکیک  باند ها بیشتر و بهتر صورت می گیرد. 

مشکل: از آنجا که بالا آمدن محلول درون تانک بر اساس خاصیت مویینگی است، لذا میزان بالا آمدن و حرکت 
محلول بر روی کاغذ محدود است 
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زیاد بودن: رنگیزه ها به علت غلظت بالا به خوبی از هم جدا نمی شوند و هاله تشکیل می دهند و همه رنگیزه ها با 

هم بالا می آیند. 
کم بودن: باند ها به خوبی دیده نمی شوند و یا ممکن است اصلا باندی تشکیل نشود. 

13. از آنجا که فاز گازی و مایع به تعادل نرسیدده است، مایعی که در حال بالا آمدن از کاغذ است، تبخیر شده و در 
نتیجه دیرتر به بالا می آید و کل روند کند می ود. همچنین امکان دارد باند ها به خوبی تفکیک نشوند. 
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از بالا به پایین: گزانتوفیل/ کلروفیل b/ کلروفیل a/ کاروتن 

زیرا حلال قطبی است. پس هر چه مولکول قطبی تر باشد، بیشتر در حلال حل می شود و به 
بالا صعود می کند. 

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

کاروتن0.03 ± 0.030.97 ± 10.97

20.65 ± 0.030.65 ± 0.03a کلروفیل

30.58 ± 0.030.58 ± 0.03b کلروفیل

گزانتوفیل0.03 ± 0.030.29 ± 40.29
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 paired t test .الف

ب. با توجه به داده ها می توان اعداد مختلفی به دست آورد. 
ج. 3 

د. با توجه به داده ها، ممکن است آماره های متفاوتی بدست بیاید که معانی متفاوتی دارند. 


