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  التاسعةالمحاضرة   -العملي   نباتفسلجة 

 -استخلاص وفصل الصبغات النباتية بواسطة الكروماتوكرا في الورقي :

سح  ا م  1 سبانغ1gmـ         ا سل  او ال ضرية لا وراق النبات  ال ضع ( من الاجزاء الخ ( و

 النموذج في هاون خزفي . 

 لمعادلة الحامض  يه في الخلايا caco3ـ         اض  ل كمية قليلة جدان من كاربونات الكالس  يوم 2

  المغنيسوم من نواة الكلوروفيل(ولمنع ازالة 

  %85من الاسيتون  cm3 6-5ـ اسح  جيدان مع اضافة 3

اثير اثيلي  10cm3ـ    باستعمال قطارة دقياة انال الساال الم قمع ال صل الذح يحوح  لم 4

. 
وانال الساال الم الامع , اضل  %85ـ    اسح  نسيل الورقة مع كمية اخرن من الاسيتون 5

 بعد ذلك حجمين متساويين من الاسيتون الناي والايثر الاثيلي الم النسيل واسحاه مره ثالثة

 ساال الم الامعـ انال ال6

ر الاثيلي لوحده واسح  النسيل في الهاون الخزفي ثم انال الساال ثـ       بعد ذلك استعمل الاي7

ضل  ستحلب(  cm3 100مره اخرن الم الامع وا ماء ماطر الم الامع بهدوء  لمنع تكون م

ن بدون رج لنال الاس  يتون والمواد المذابة فيه الم طباة الماء وبع د تكون ثم حرك الامع دااريا
طباتين تزال طباة الاس       يتون . كرر العملية ةح  ملية الغس       ل بالماء ثلاثة مرات لازالة 

 الاسيتون

اذا  10cm3ـ انال الايثر والصبغات الم قنينة حجمية او اسطوانية قياس واكمل الحجم الم8

 كان الحجم اكثر فاترك قسم من الايثر يتبخر 

 م( من كبريتات الص    وديوم 2gm 2ض    ل له ـ           انال الس    اال الم قنينة ذات  طاء وا9

اللامااية  لامتص    اص الماء المتباي مع الايثر وبعد اس    تارار المحلول يلاحل ترس    ب المل  
 الم الاس ل 

حض  ر ورقة ترش  ي  واقطعها بش  كل مربع او مس  تطيل وارس  م خط بالم رص  اص  لم  -10

 من احدن الحافات  cm 10بعد 

 تلامس الورقة سط  المنضدة  تحت الحافه لكي لا ةضع مسطر -11

ـ       ـ        باستعمال انبوب زجاجي شعرح انال الساال وارسم خط  لم الخط المرسوم في 12

ن  الورقة حتم تجل او ج  ها بواس  طة تيار هواء س  اخن قليلان ثم ارس  م خط اخر ويجل ايض  ا
كرر العملية حتم يتكون خط اخض   ر  ام  مع ملاحلة ج ال الخط في كل مره قبل رس   م 

 الاخرالخط 

ضع في قنينة ذات  طاء محكم كمية في رابع كلوريد الكاربون 13 الم ارت اع  4cclـ        ـ         

(س  م وكمية من كبريتات الص  وديوم اللامااية ثم اثني الورقة 1 - 2/1نص  ل الم واحد س  م  
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لتكون بش  كل اس  طوانه ثبتها بالدبابيس و ادخلها بالانينة وا لاها باحكام . ند وص  ول المذيب 
 الورقة العلوية اخرجها  ولاحل الصبغات التي تكون فيها من الا لم الم الاس ل.قبل نهاية 

 اص ر برتاالي اص ر  ام  ( برتاالي -الكاروتين: -1

 اص ر ذات لون بني  -الزانثوفيل: -2

 اخضر مزرق-:aالكلوروفيل  -3

 اخضر مص ر  اخضر فات (-:bالكلورفيل  -4

 كمذيبواس  تعمال الايثر الايثلي  %85ات باس  تعمال اس  يتون ص  بغيمكن اس  تخلاص ال -

 بدلان من رابع كلوريد الكاربون وكبريتات الصوديوم اللامااية.

 -استخلاص وفصل الصبغات النباتية بالطرق الكيمياوية:

 -طريقة العمل :

(من الاوراق الجافة المطحونة كاوراق الس       بانغ واض       ل اليها 4gm رام   4خذ  -1

40ml حرك الخليط لمدة دقياة او دقياتين ثم رش  المحلول.%80 تركيز  اسيتون 

(ايثر بترولي ورج الخليط جيدان 50mlض  ع  المس  تخلص في قمع فص  ل واض  ل اليه  -2

(ماء ماطر ورجة جيدان , اتركه بعد ذلك ليهدة نلاحل تكون 70mlثم اض       ل اليه  

لنباتية ولونه اخض   ر طباتين العليا  بارة  ن الايثر البترولي يحوح  لم الاص   با  ا
  ام  والس لم طباة من الاسيتون والماء .

 اسكب الطباة الس لم واحت ل بالعليا في قمع ال صل. -3
(ماء ماطر ورج الخليط جيدان ثم اتركه ليهدة تتكون طباتان 50mlاض     ل الم الامع   -4

مرة ثانية الس       لم منها مااية اس      كبها اما العلوية فلونها اخض      ر   ام  احت ل بها 

(ماء ماطر في كل مره بهذه 50mlة سلها بالماء مجددان مرتين متتاليتين باستعمال  و

يا ذات لون اخض       ر  ام .المتكون من الايثر  اة العل اة تحص        ل  لم الطب الطري
 البترولي مذابة به الاصبا  النباتية وخالية من الشوااب.

ن ترك5mlاض      ل الم المحلول المتباي في الامع   -5 % رج الخليط 92يز (كحولان مثيليا

جي  دان و اترك  ه يه  دة تحص        ل مره ث  الث  ة  لم طباتين ,الطبا  ة العلي  ا ةيثر بترولي في  ه 

وزانثوفيل  انال كل طباة الم  bو كاروتين والس لم كحوليه فيها كلوروفيل   aكلوروفيل

 دورق وتجنب بخار الكحول المثيلي السام(.

 (Anthocyaninتحضير صبغة الانثوسيانين)

 ر البلوري لكلوريد الانثوسيانين.والتحضي
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 تحضير الصبغة .\أ -طريقة العمل:

خذ بض  ع ش  راا  من ش  ونذر وض  عها في قدي زجاجي يحوح ماء ماطر س  خنة بعد  -1

-50مدة س   تش   اهد خروج ص   ي ة حمراء اللون هي ص   بغة الانثوس   يانين حجم الدورق  

100 ml). 

خذ اجزاء من محلول الص  بغة ا لاه واض  ل اليه قا دة لاحل تغير لون الص  بغة من  -2

 الاحمر الم الاص ر.

 ( ا لاه تلاحل رجوع اللون.2اضل قليلان من الحامض الم المحلول في   -3

خذ بض  ع ش  راا  من الش  ونذر وض  عها في قدي زجاجي ص  غير ثم اض  ل اليها كمية  -4

في حمام مااي وذلك بغية اس  تخلاص الص  بغة بش  كل  من الكحول الاثيلي وس  خن الدورق

 اسرع.

 التحضير البلوري لكلوريد الانثوسيانين. \ب

حامض 4(من المحلول المحض       ر في دورق  6mlخذ   -1 يه قليلان من  ( واض       ل ال

(ثم اتركه فترة من 3mlالهيدروكلوريك المركز بنس  بة حوالي نص  ل حجم المحلول  

 H2فيتحرر(0.1Nمع حامض الهيدروكلوريك  الزمن ليبرد ثم اض       ل  بار الزنك 

 الذح ياوم باختزال الاصبا  النباتية. 

( ا لاه و رض الراش       للض     وء تلاحل رجوع اللون 1رش       المحلول في ال ارة  -2

الاحمر وذلك لان الاوكس   جين الجوح يتحد مع الهيدروجين الذح تس   بب اختزال لون 
 البلورات ويتكون الماء من اتحادهما. 

 كمي لصبغات الكلوروفيل تقدير ال

 استخلاص الكلورفيل 

 chlorophyllتجربة استخلاص الكلوروفيل 

(من الوزن الطرح لاطع ص     غيره من اوراق الس     بانغ في هاون خزفي 1gmض     ع  -1

  يمكنك من استخدام ةح نبات اخر فيه الكيوتكل قليل(

سيتون ml 40ضع   -2 سح   لم الاوراق  %80( من الا صوره تدريجية اثناء ال في  ب

 ( دقاا  للحصول  لم محلول متجانس  مستخلص اخضر(.3هاون خزفي لمدة  
شي   -3 شي  واجرح  ملية التر ضر الم قمع حاوح  لم ورقة تر ستخلص الاخ انال الم

 واجمع الراش  في بيكرجال ونليل. 
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( 30mlا د المواد المتباية  لم ورقة الترش     ي  الم الهاون الخزفي واس     حاها مع   -4

ثانية ورش   حها ثانية بواس   طة  قمع ال ص   ل( واض   ل الراش      مرة 80اس   يتون %

 ا لاه(. 3المتكون الم الراش  الاول  المستحصل  ليه في خطوة رقم 
اس    تمر في اس    تخلاص ص    بغة الكلورفيل من النس    يل المتباي فوق ورق الترش    ي    -5

الم ان يزول اللون الاخضر من النسيل  80من الاسيتون بتركيز % 20mlمستعملان 

 كل حالة يضال الراش  المتكون الم الراش  الاول في الدورق .وفي 
من الاس   يتون لاس   ترجاع الكلوروفيل  10mlا س   ل الهاون وقمع ال ص   ل بواس   طة  -6

 الملتص   لم الهاون والمدقة والامع لتادير كمية الكلوروفيل بدقة. 
وذلك باض    افة الاس    يتون  100mlاكمل الحجم النهااي للراش       المس    تخلص( الم  -7

 . 80اسيتون % ml 200. تحتاج التجربة الم %80

 Hillتفاعل 

انه  ند تعرض البلاس  تيدات الخض  راء المعزولة  Hillوجد العالم الانكليزح  1937س  نة 

الاوكسجين من الماء  ندما تتوفر  ةملاي الحديد   ن النبات الم الضوء فإنها تحرر   از

ما يمكن اجراء ت ا ل  يدروجين (ك ما لله مل مس        ا د  مس       تل عا  مال  Hillك باس       تع

ك    ع    ام    ل   (DCPIP ) 2,6-Dichlorophenol Indo phenol-2,6الص          ب    غ    ة 

 -مؤكسد.ولاجله يجب  زل البلاسيتدات بالطرياة التالية :

 ستيدات الخضراء(.( زل الكلوروبلاست  البلا1تجربة   -1

( لمدة Nacl 0,35Mمن محلول 10mlمن اوراق الس   بانغ في 20gmاس   ح  حوالي -2

 ثانية .  30
  cheese clothsرش  من خلال اربعة طباات من قماش  -3
( 200xgدقيا  ة وباوة  2 لم الراش         لم  دة centeri fugeاجر الطرد المركزح  -4

ثانية واجرح  ملية الطرد  اترك الراس  ب واس  تعمل الس  اال وض  عه في انبوبة اختبار

 ( واهمل الساال.1000xgدقاا  باون   7المركزح لمدة 
من  محلول 35mlخذ الراس    ب لاحتوااه  لم البلاس    تيدات الخض    راء وامزجه مع  -5

Nacl  0,35M  1000( واجرح  ملية الطرد المركزح للمرة الثالثة وباوةxg .) 
 (phosphate buffer 0.05Mمن ال 100mlخذ الراس       ب وامزجه با تناء مع  -6

( وان هذا المعل  يحتوح Kcl  0,08M لم Bufferويحتوح ال  65يعادل  PHوال

 ست. بلاورول لم الك
يح ل ه  ذا المعل  في مك  ان يحتوح  لم جريش الثلل للاحت   ال ب  ه الم التجرب  ة  -7

 اللاحاة لهذا الت ا ل وللمحافلة  لية من التبخر. 
 -(:2تجربة رقم ) Hillتفاعل
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من ال وس       يت ب ر  9ml( انابيب منها اض      ل اليها 4( انابيب اختبار  5حض      ر   -1

phosphate buffer   ,0.05M والph=6.5 1( الم ك   ل انبوب   ةm   من معل

ن ,  ( يض   ال اليها 5الانبوبة رقم  كذلكالكلوروبلاس   ت يض   ال الم كل انبوبة ايض   ا

 ن س المحتويات ا لاه مع مرا اة  لي معل  الكلوروبلاست. 

لماذا لانه ياوم باختزال  Cم جميع الانابيب الاختبارية اثار قليلة من فيتامين اض  ل ال -2

 ختزل بالللام.تحيث ان هذه الصبغة لا  DCPIP 2,6صبغه
 ( ا لاه. 2امزج جيدان محتويات الانابيب في ال ارة   -3
  ط احد الانابيب الاربعة بغطاء من الالمنيوم لمنع وصول الضوء اليها . -4
واط  100بيب  باس      تثناء المغطاء بالالمنيوم( امام مص      باي باوة ض      ع الاربعة انا -5

وتخلص من الحرارة بواس     طة فص     ل الانابيب  ن المص     باي بمرش       مااي  اناء 

 سم(. 30×30×30زجاجي ابعاد 
%( الم جميع الانابيب 1من محلول الص     بغة ا لاه  0.3mlفي بداية العمل اض     ل -6

 (.Blankباستثناء المغطاء تعتبر
كل مخلوط في طول موجي O.Dقرة  امزج ثم ا -7 ية ل فة الض       وا ثا من  600nm(الك

 cuveteبعد وض    ع المخلوط في   spectro photometerخلال جهاز المطيال 

 اسم(.
ارجع المحاليل الم الانابيب الاختبارية الاصلية وضعها الان معرضه للضوء ثم اقرا  -8

تعرض اح  دن الان  ابي  ب لم  دة  ش       رة دق  اا   بع  د  600nmبطول موج  ه O.Dال 

مدة   مدة   30والاخرن ل اة والاخرن ل لة رج 50دقي اة(الم الض       وء مع ملاح دقي

 لها.  O.Dمحتويات كل انبوبة قبل قراءة ال 

 

 

 


