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作品名稱 

眼見不為憑：光合色素的濾紙層析分離 

 

摘要 

本研究使用非洲鳳仙花葉片為材料，萃取其色素進行光合色素濾紙層析分離實驗，研究

不同展開液比例、不同材料處理方式、不同氣溫下的色素展開情形。結果發現： 
 1. 展開液中丙酮、石油醚、水三者的比例適當，即有良好的色素分離效果。 
 2. 色素的移動距離是胡蘿蔔素＞色素 X＞葉綠素ａ＞葉綠素ｂ＞葉黃素。 
 3. 在 15℃以下，使用 90%丙酮：石油醚＝2：8 或 80%丙酮：石油醚＝2：8 展開液可

分離出葉黃素。 
 4. 以新鮮材料萃取色素較麻煩費時，但結果較無色素衍生物，顏色亦較為鮮明。 
 5. 濾紙層析大約進行十五分鐘就可以分離出四種色素。 
 6. 同一層析實驗中，各種色素的 Rf 值並非定值，而是隨著時間改變。 
 7. 在 20℃至 30℃，展開液在濾紙上升的高度皆隨溫度的上升而減少。不同的溫度下，

色素展開效果及各色素的 Rf 值不同。 
 



壹、 研究動機： 

九十一學年度大學入學指定科目考試有一道試題：以丙酮、石油醚、水做濾紙層析，結

果色素的移動距離是胡蘿蔔素＞葉綠素ａ＞葉綠素ｂ＞葉黃素。然而大部分坊間參考書則認

為濾紙層析的結果是胡蘿蔔素＞葉黃素＞葉綠素ａ＞葉綠素ｂ。是不是在不同濃度比例的展

開液中有可能使色素產生不同的層析順序？這個指考的考古題帶給我們莫大的興趣，想對光

合色素一探究竟。我們的動機很單純，不能改善環境，不能協助產業，只不過要弄清楚一題

指考的考古題而已。 
 

貳、 研究目的： 

我們想藉由本研究解答下列問題： 
 1. 使用不同濃度的丙酮，結果有何差異？ 
 2. 丙酮與石油醚以不同比例混合，結果有何差異？ 
 3. 不同的展開液是否會造成色素的順序不同？ 
 4. 使用新鮮材料和烘乾材料，結果有何差異？ 
 5. 層析時間多久的效果最佳？是否展開液上升得越高效果越佳？ 
 6. 色素的 Rf 值隨時間是否會改變？如果會，會怎樣變化？ 
 7. 在不同氣溫下實驗，結果有何差異？ 
 

參、 研究設備及器材： 

一、 研究設備： 

1 恆溫箱 2 電子天秤 3 吹風機

4 烘箱 5 數位相機(有自動間隔拍攝功能)  
二、 研究器材： 

1 非洲鳳仙花葉片 2 100ml量筒 3 玻棒

4 漏斗 5 研缽 6 蒸餾水

7 丙酮 8 石油醚 9 圓形濾紙(ψ=11cm)

10 長條濾紙（40×2cm） 11 鋁箔紙 12 稱量紙

13 毛細管 14 滴管 15 試管

16 試管架 17 紙、筆、尺 18 手錶  
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肆、 研究過程或方法： 

一、 純液在濾紙的上升情形 

1. 取長條濾紙，從濾紙底端開始算起，在 1.5 公分處剪成尖形，3 公分之後以 0.1 公分為

最小單位畫上刻度。 
2. 將 10ml 的水、丙酮、石油醚分別倒入量筒內，以鋁箔紙密封，靜置十分鐘。 
3. 將長條濾紙放入量筒，使濾紙 1.5 公分高處浸至液面，固定濾紙，再用鋁箔紙密封。 
4. 展開劑上升至 3 公分處開始計時，每隔 5 分鐘紀錄展開劑上升的高度，至 60 分鐘。 
5. 將紀錄結果繪製成圖表。 

 

二、 不同濃度比例展開液的展開效果 

1. 秤取非洲鳳仙花新鮮葉片 10g，置入研砵加入 20ml 丙酮研磨成泥狀後，倒入漏斗，以

20ml 丙酮將色素溶出並過濾。 
2. 以毛細管吸取色素液，點在距濾紙尖端 3 公分處。每濾紙以毛細管取三次色素液點上，

並打開吹風機讓溶劑更迅速乾掉。 
3. 以 100%丙酮、90%丙酮、80%丙酮分別與石油醚以整數比例，配製不同展開液各 10ml。 
4. 在室溫下進行色層分析，展開液通過色素點 30 分鐘取出濾紙。 

 

三、 烘乾材料的展開效果 

 1. 秤取非洲鳳仙花新鮮葉片 10g，以 80℃烘乾八小時後，取出磨碎並以丙酮萃取色素。 
 2. 將色素液滴在長條濾紙上。利用實驗二所得的展開液比例進行色素層析。 
 3. 記錄結果，並與實驗二結果比較。 

 

四、 Rf 值的變化 

 1. 同實驗一在長條濾紙上畫上刻度，接著滴上色素液。 
 2. 利用實驗二的結果調配不同比例的展開液，進行色層分析實驗。 
 3. 自展開液通過色素點時開始，每隔五分鐘拍照一次，共一小時 
 4. 觀察數位影像，記錄各時間展開液及各種色素的上升距離，並求出 Rf 值以分析。 

 

 五、不同溫度下的展開效果 

 1. 利用實驗二的結果，準備可明顯分離色素的展開液。 
 2. 在恆溫箱中，分別以 10℃，15℃，20℃，25℃，30℃進行色層分析實驗。當恆溫箱

達實驗溫度時，將含展開液的量筒置先於恆溫箱中靜置 10 分鐘。 
 3. 迅速放入長條濾紙並封口，在展開液通過色素點 30 分鐘時，取出濾紙觀察色素分離

的情形，並求出各色素的 Rf 值。 
 



伍、 研究結果： 

一、  純液在濾紙的上升情形 

丙酮、石油醚、水在濾紙的上升情形如表 1.及圖 1.。上升最快的是丙酮，其次是石油醚，

水則最慢。三者上升的速率不固定，最初 10 分鐘左右速度較快，其後逐漸變慢。在 30 分鐘

後，三者的時間-高度曲線趨於直線，表示上升的速度都趨於穩定。 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

1 0.0 47.0 70.0 86.0 99.0 109.0 118.0 126.0 132.0 138.0 143.0 147.0 151.0

2 0.0 53.0 77.0 95.0 107.0 119.0 129.0 138.0 147.0 155.0 163.0 170.0 177.0

平均 0.0 50.0 73.5 90.5 103.0 114.0 123.5 132.0 139.5 146.5 153.0 158.5 164.0

1 0.0 45.0 63.0 76.0 86.0 93.0 100.0 105.0 110.0 115.0 119.0 122.0 124.0

2 0.0 54.0 77.0 93.0 104.0 113.0 121.0 129.0 133.0 138.0 142.0 145.0 149.0

平均 0.0 49.5 70.0 84.5 95.0 103.0 110.5 117.0 121.5 126.5 130.5 133.5 136.5

1 0.0 16.0 29.0 39.0 48.0 56.0 64.0 70.0 78.0 85.0 91.0 98.0 103.0

2 0.0 25.0 44.0 57.0 67.0 76.0 83.0 90.0 97.0 103.0 109.0 115.0 120.0

平均 0.0 20.5 36.5 48.0 57.5 66.0 73.5 80.0 87.5 94.0 100.0 106.5 111.5

表1. 丙酮、石油醚、水在濾紙上升的距離與時間關係(單位：mm)
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圖1.丙酮、石油醚、水在濾紙上升高度與時間關係  
 

二、 不同濃度比例展開液的展開效果 

以 100%丙酮與石油醚配製展開液，結果如圖 2.。若展開液中丙酮含量大於 30%，所有

色素隨著展開液前端前進。100%丙酮：石油醚＝1：9 的展開液，色素分離效果最好。色素的

排列順序都是橙黃色的胡蘿蔔素、黃色、青綠色的葉綠素ａ、和黃綠色的葉綠素ｂ。 
若只用石油醚做展開液，則只有胡蘿蔔素位於展開液的最前緣，其餘色素都集中在起點

附近。 
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10:0 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 0:10

圖2.以100%丙酮與石油醚以不同比例配製展開液的色素層析結果。圖下數字為丙酮與石油醚的比

 
以 90%丙酮配製展開液，結果如圖 3.。90%丙酮與石油醚的含量比例大於 3：7 時無法分

離色素。90%丙酮：石油醚＝2：8 及 1：9 展開液色素分離效果最好。 

           
10:0 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 0:10

圖3. 以90%丙酮與石油醚以不同比例配製展開液的色素層析結果。圖下數字為丙酮與石油醚的比

 
以 80%丙酮配製展開液，結果如圖 4.。90%丙酮與石油醚的含量比例大於 5：5 時無法分

離色素。90%丙酮：石油醚＝2：8 展開液的效果較佳，其餘比例展開液雖可分離色素，但仍

有部分色素重疊。 
 

 5



           
10:0 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 0:10

圖4. 以80%丙酮與石油醚以不同比例配製展開液的色素層析結果。圖下數字為丙酮與石油醚的比
 

綜合上面實驗結果，我們把不同濃度及比例展開液的色素展開效果整理成表 2.： 

丙酮：石油醚 10:0 9:1 8:2 7:3 6:4 5:5 4:6 3:7 2:8 1:9 0:10
100%丙酮 ╳ ╳ ╳ ╳ ╳ ╳ ╳ ╳ ○ ★ △

90％丙酮 ╳ ╳ ╳ ╳ ╳ ╳ ╳ ╳ ★ ★ △

80％丙酮 ╳ ╳ ╳ ╳ ╳ ╳ △ ○ ★ ○ △

表2. 不同濃度丙酮與石油醚以不同比例配製展開液的色素展開效果

★：可以清楚分離四種色素。 ○：可分辨出四種色素，但部分色素的位置較為接

近
△：只能分離出二或三種色素。  ╳：完全無法分離色素。  

三、 烘乾材料的展開效果 

以烘乾的材料做濾紙層析，實驗結果如圖 5。在胡蘿蔔素和 X 之間，以及在葉綠素 b 的

下方都發現了顏色較深的色帶，色素的顏色也比較黯淡。 

        
100%丙酮:石油醚 90%丙酮:石油醚 90%丙酮:石油醚 80%丙酮:石油醚

100%丙酮:石油

醚
90%丙酮:石油醚 90%丙酮:石油醚 80%丙酮:石油醚

1:9 2:8 1:9 2:8 1:9 2:8 1:9 2:8
圖5. 新鮮材料與烘乾材料的展開效果比較。左方四圖使用新鮮材料，右方四圖採用烘乾材料。
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四、 Rf 值的變化 
 (一)100%丙酮：石油醚＝1：9 展開液 

實驗照片如圖 6。實驗開始五分鐘，就能區分四種色素，但色素部分重疊，並沒有完全

分離。 

       
圖6. 100%丙酮：石油醚＝1：9展開液的實驗結果，由最左方開始，每張照片間隔五分鐘  

 
記錄展開液與各色素的上升距離，並計算 Rf 值，得表 3： 

時間 展開液 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b

5 51 51 36 32 21 1 0.71 0.63 0.41

10 72 72 48 40 25 1 0.67 0.56 0.35

15 84 84 56 45 27 1 0.67 0.54 0.32

20 93 93 62 48 28 1 0.67 0.52 0.3

25 99 99 67 51 30 1 0.68 0.52 0.3

30 105 105 71 54 31 1 0.68 0.51 0.3

35 109 109 76 56 32 1 0.7 0.51 0.29

40 113 113 80 58 33 1 0.71 0.51 0.29

45 116 116 83 60 35 1 0.72 0.52 0.3

50 119 119 86 62 36 1 0.72 0.52 0.3

55 121 121 89 63 37 1 0.74 0.52 0.31

60 123 123 91 64 38 1 0.74 0.52 0.31

上升距離(mm) Rf

表3. 以100%丙酮：石油醚＝1：9為展開液，所得色素上升距離及各色素的Rf值

將上表數值繪出關係圖，如圖 7 和圖 8。胡蘿蔔素的 Rf 值一直維持在 1.0。X 的 Rf 值在 5 分

鐘時是 0.71，10 分鐘時降至 0.67，維持到 20 分鐘，之後便緩慢上升。葉綠素 a 的 Rf 值在 5
分鐘時是 0.63，30 分鐘時降至 0.51，維持到 40 分，40 分至 60 分則維持在 0.52。葉綠素 b 的

Rf 值在 5 分鐘時是 0.41，20 分鐘時降至 0.30，維持到 30 分鐘，35 至 40 分鐘又降至 0.29，

之後的數值又再緩慢上升。 
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圖7. 100%丙酮：石油醚＝1：9展開液，色素高度與時間關係  
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圖8. 100%丙酮：石油醚＝1：9展開液，色素Rf值與時間關係  

 
(二)100%丙酮：石油醚＝2：8 展開液 

實驗照片如圖 9。實驗開始五分鐘，能區分三種顏色，不過至實驗結束，仍維持三個顏

色。最前端應該是胡蘿蔔素和 X 集中成一條窄色帶。 

       
圖9. 100%丙酮：石油醚＝2：8展開液的實驗結果，由最左方開始，每張照片間隔五分鐘  
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記錄展開液與各色素的上升距離，並計算 Rf 值，得表 4： 

時間 展開液 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b
5 49 49 49* 45 37 1 1.00* 0.92 0.76

10 68 68 68* 64 52 1 1.00* 0.94 0.76
15 81 81 81* 76 61 1 1.00* 0.94 0.75
20 91 91 91* 85 68 1 1.00* 0.93 0.75
25 100 100 100* 93 74 1 1.00* 0.93 0.74
30 107 107 107* 100 79 1 1.00* 0.93 0.74
35 113 113 113* 106 85 1 1.00* 0.94 0.75
40 118 118 118* 111 89 1 1.00* 0.94 0.75
45 122 122 122* 116 92 1 1.00* 0.95 0.75
50 126 126 126* 120 96 1 1.00* 0.95 0.76
55 129 129 129* 123 100 1 1.00* 0.95 0.78
60 132 132 132* 126 103 1 1.00* 0.95 0.78

上升距離(mm) Rf

*胡蘿蔔素與X無法區別，僅列出供參考

表4. 以100%丙酮：石油醚＝2：8為展開液，所得色素上升距離及各色素的Rf值

 
將上表數值繪出關係圖，如圖 10 和圖 11。葉綠素 a 和葉綠素 b 的 Rf 值亦有下降、維持

再緩慢上升的情形。 

0

20

40

60

80

100

120

140

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

時間(分)

上

升

距

離

(

m

m

)

胡蘿蔔素 葉綠素a 葉綠素b

 
圖10. 100%丙酮：石油醚＝2：8為展開液，色素上升高度與時間關係  
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圖11. 100%丙酮：石油醚＝2：8為展開液，色素Rf值與時間的關係  
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(三)90%丙酮：石油醚＝1：9 展開液 
實驗照片如圖 12。實驗開始 5 分鐘，就能區分四種色素，30 分鐘時四種色素完全分離。 

      
圖12.90%丙酮：石油醚＝1：9的實驗結果，由最左方開始，每張照片間隔五分鐘  

記錄展開液與各色素的上升距離，計算 Rf 值，得表 5。將表 5 數值繪出關係圖，得圖 13
和圖 14。胡蘿蔔素的 Rf 值一直維持在 1.0。其它色素的 Rf 值則持續下降，X 在 35 分鐘時 Rf
值趨於穩定，葉綠素 a 的 Rf 值在 50 分鐘時趨於穩定，而葉綠素 b 則 Rf 值一直在緩慢下降。 

時間 展開液 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b

5 50 50 44 43 35 1.00 0.88 0.86 0.70

10 72 72 56 54 39 1.00 0.78 0.75 0.54

15 90 90 65 61 42 1.00 0.72 0.68 0.47

20 104 104 72 65 44 1.00 0.69 0.63 0.42

25 116 116 78 69 45 1.00 0.67 0.59 0.39

30 125 125 82 72 46 1.00 0.66 0.58 0.37

35 134 134 86 74 48 1.00 0.64 0.55 0.36

40 141 141 90 76 49 1.00 0.64 0.54 0.35

45 147 147 94 78 50 1.00 0.64 0.53 0.34

50 153 153 96 80 51 1.00 0.63 0.52 0.33

55 157 157 99 82 52 1.00 0.63 0.52 0.33

60 161 161 102 83 52 1.00 0.63 0.52 0.32

上升距離(mm) Rf

表5. 以90%丙酮：石油醚＝1：9為展開液，所得色素上升距離及各色素的Rf值
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圖13. 90%丙酮：石油醚＝1：9展開液，色素上升高度與時間關係  
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圖14. 90%丙酮：石油醚＝1：9展開液，色素Rf值與時間關係  

 
(四) 90%丙酮：石油醚＝2：8 展開液 

實驗照片如圖 15。實驗開始 10 分鐘，能區分四種色素，30 分鐘時四種色素完全分離。 

      
圖15. 90%丙酮：石油醚＝2：8的實驗結果，由最左方開始，每張照片間隔五分鐘  

記錄展開液與各色素的上升距離，並計算出 Rf 值，得表 6。 

時間 展開液 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b

5 43 43 43 43 35 1.00 1.00 1.00 0.81

10 62 62 60 57 45 1.00 0.97 0.92 0.73

15 76 76 73 66 50 1.00 0.96 0.87 0.66

20 88 88 83 74 56 1.00 0.94 0.84 0.64

25 97 97 91 80 60 1.00 0.94 0.82 0.62

30 104 104 98 85 63 1.00 0.94 0.82 0.61

35 111 111 104 89 66 1.00 0.94 0.80 0.59

40 116 116 109 93 69 1.00 0.94 0.80 0.59

45 120 120 114 96 72 1.00 0.95 0.80 0.60

50 124 124 118 99 75 1.00 0.95 0.80 0.60

55 127 127 122 102 78 1.00 0.96 0.80 0.61

60 130 130 125 104 80 1.00 0.96 0.80 0.62

上升距離(mm) Rf

表6. 以90%丙酮：石油醚＝2：8為展開液，所得色素上升距離及各色素的Rf值
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將表 6 數值繪出關係圖，得圖 16 和圖 17。胡蘿蔔素的 Rf 值一直維持在 1.0。X 的 Rf 值

在前 20 分鐘下降，維持到 40 分鐘，45 分鐘之後有上升的趨勢。葉綠素 a 的 Rf 值在前 35 分

鐘由 1.00 降至 0.80，維持到實驗結束。葉綠素 b 則 Rf 值在 35 分鐘時降至最低，維持到 40
分鐘，45 分鐘起數值又再上升。 
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圖16. 90%丙酮：石油醚＝2：8展開液，色素上升高度與時間關係
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圖17. 90%丙酮：石油醚＝2：8展開液，色素Rf值與時間關係  

 
(五)80%丙酮：石油醚＝1：9 展開液 

實驗照片如圖 18。 

      
圖18. 80%丙酮：石油醚＝1：9展開液的實驗結果，由最左方開始，每張照片間隔五分鐘  
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實驗開始 5 分鐘，能區分四種色素。胡蘿蔔素隨展開液前緣上升，其它色素上升不明顯，

沒有完全分開。 
記錄展開液與各色素的上升距離，並計算 Rf 值，得表 7。將表 7 數值繪出關係圖，得圖

19 和圖 20。胡蘿蔔素的 Rf 值維持在 1.0。其它色素的 Rf 值偏低，在展開過程中持續下降。 

時間 展開液 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b

5 47 47 32 27 20 1.00 0.68 0.57 0.43

10 68 68 38 30 23 1.00 0.56 0.44 0.34

15 84 84 42 32 24 1.00 0.50 0.38 0.29

20 98 98 46 33 25 1.00 0.47 0.34 0.26

25 110 110 49 35 25 1.00 0.45 0.32 0.23

30 122 122 53 36 26 1.00 0.43 0.30 0.21

35 132 132 55 37 27 1.00 0.42 0.28 0.20

40 142 142 58 38 27 1.00 0.41 0.27 0.19

45 151 151 60 38 27 1.00 0.40 0.25 0.18

50 160 160 63 38 27 1.00 0.39 0.24 0.17

55 167 167 65 38 27 1.00 0.39 0.23 0.16

60 175 175 67 38 27 1.00 0.38 0.22 0.15

上升距離(mm) rf

表7. 以80%丙酮：石油醚＝1：9為展開液，所得色素上升距離及各色素的Rf值
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圖19. 80%丙酮：石油醚＝1：9展開液，色素上升高度與時間關係
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圖20.80%丙酮：石油醚＝1：9展開液中色素上升高度隨時間變化
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(六)80%丙酮：石油醚＝2：8 展開液 
實驗照片如圖 21。實驗開始五分鐘，能區分四種顏色，20 分鐘時 X 與葉綠素 a 分離。

不過葉綠素 a 和葉綠素 b 都維持部分區域重疊。 
 

             
圖21. 80%丙酮：石油醚＝2：8展開液的實驗結果，由最左方開始，每張照片間隔五分鐘  

記錄展開液與各色素的上升距離，計算 Rf 值，得表 8。 

時間 展開液 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b 胡蘿蔔素 X 葉綠素a 葉綠素b

5 50 50 39 37 30 1.00 0.78 0.74 0.60

10 74 74 54 46 34 1.00 0.73 0.62 0.46

15 91 91 62 52 38 1.00 0.68 0.57 0.42

20 105 105 71 56 40 1.00 0.68 0.53 0.38

25 118 118 77 60 43 1.00 0.65 0.51 0.36

30 128 128 82 64 45 1.00 0.64 0.50 0.35

35 138 138 87 66 46 1.00 0.63 0.48 0.33

40 147 147 92 68 47 1.00 0.63 0.46 0.32

45 155 155 97 71 48 1.00 0.63 0.46 0.31

50 163 163 101 73 50 1.00 0.62 0.45 0.31

55 169 169 104 74 52 1.00 0.62 0.44 0.31

60 175 175 107 76 54 1.00 0.61 0.43 0.31

上升距離(mm) rf

表8. 以80%丙酮：石油醚＝2：8為展開液，所得色素上升距離及各色素的Rf值

 
 

將表 8 數值繪出關係圖，得圖 22 和圖 23。胡蘿蔔素的 Rf 值維持在 1.0。其它色素的 Rf
值則持續下降，X 在 35 分鐘時 Rf 值趨於穩定，50 分鐘時又再度下降。葉綠素 a 的 Rf 值在

40 分鐘時下降趨於緩慢，而葉綠素 b 的 Rf 值則在 45 分鐘時呈現穩定。 
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圖22. 80%丙酮：石油醚＝2：8展開液，色素上升高度與時間關係
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圖23. 80%丙酮：石油醚＝2：8展開液，色素Rf值與時間關係  

五、 不同溫度下的展開效果 

(一)以 100%丙酮：石油醚＝1：9 為展開液 
以 100%丙酮：石油醚＝1：9 為展開液在不同溫度下的實驗結果各舉一例如圖 24。 

     
10℃ 15℃ 20℃ 25℃ 30℃ 

圖24. 以100%丙酮：石油醚＝1：9為展開液在不同溫度下的實驗結果
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將各次實驗結果記錄後，計算出各種色素的 Rf 值，求其平均得表 9，再製成關係圖如圖 25。

胡蘿蔔素的 Rf 值皆為 1.0。X 在 20℃至 30℃間，Rf 值隨著溫度上升而上升。葉綠素在 15℃

至 25℃間，Rf 值隨溫度上升而下降。在 20℃以下，X 和葉綠素 a 較為接近；30℃時 X 和胡

蘿蔔素較為接近。25℃時各各素的 Rf 值最為平均分散。 

溫度 10 15 20 25 30

胡蘿蔔素 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

X 0.66 0.79 0.76 0.83 0.88

葉綠素ａ 0.56 0.75 0.66 0.64 0.65

葉綠素ｂ 0.36 0.55 0.43 0.37 0.46

表9. 100%丙酮：石油醚＝1：9展開液在不同溫度所得色素之平均Rf值
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圖25. 100%丙酮：石油醚＝1：9展開液在不同溫度的色素Rf值

 
(二)以 90%丙酮：石油醚＝1：9 為展開液 
以 90%丙酮：石油醚＝1：9 為展開液在不同溫度下的實驗結果各舉一例如圖 26。 

     
10℃ 15℃ 20℃ 25℃ 30℃ 

圖26. 以90%丙酮：石油醚＝1：9為展開液在不同溫度下的實驗結果
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將各次實驗結果記錄後，計算出各種色素的 Rf 值，求其平均得表 10，再製成圖 27。 
胡蘿蔔素的 Rf 值皆為 1.0。X 的 Rf 值隨溫度的上升而些微上升。葉綠素 a 和葉綠素 b 的

Rf 值則是隨溫度上升而下降。此展開液在 10℃至 30℃皆有良好的色素展開效果。 

溫度 10 15 20 25 30

胡蘿蔔素 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

X 0.64 0.68 0.68 0.68 0.72

葉綠素ａ 0.50 0.52 0.37 0.36 0.35

葉綠素ｂ 0.33 0.33 0.23 0.19 0.16

表10. 90％丙酮：石油醚＝1：9展開液在不同溫度所得色素之平均Rf值
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圖27. 90%丙酮：石油醚＝1：9展開液在不同溫度的色素Rf值

 
(三)以 90%丙酮：石油醚＝2:8 為展開液 
以 90%丙酮：石油醚＝2：8 為展開液在不同溫度下的實驗結果各舉一例如圖 28。 

     
10℃ 15℃ 20℃ 25℃ 30℃ 

圖28. 以90%丙酮：石油醚＝2：8為展開液在不同溫度下的實驗結果

 
將各次實驗結果記錄後，計算出各種色素的 Rf 值，求其平均得表 11，再製成圖 29。 
胡蘿蔔素的 Rf 值皆為 1.0。X 的 Rf 值非常接近胡蘿蔔素，在 25℃以上與胡蘿蔔素無法
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區分。在 10℃和 15℃的實驗結果中，葉綠素 b 的下方出現黃色的斑塊，應該是葉黃素。此黃

色斑塊沒有明顯的色素前緣，在 10℃的結果中，此色塊未與其它色素重疊，但顏色很淡；在

15℃的結果中，則幾乎與葉綠素相連。20℃以上則未發現此黃色斑塊。 

溫度 10 15 20 25 30

胡蘿蔔素 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

X 0.93 0.95 0.95 1.00 1.00

葉綠素ａ 0.87 0.87 0.81 0.83 0.82

葉綠素ｂ 0.70 0.69 0.67 0.71 0.59

表11.   90%丙酮：石油醚＝2：8展開液在不同溫度所得色素之平均Rf值
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圖29. 90%丙酮：石油醚＝2：8展開液在不同溫度的色素Rf值  

 
(四)以 80%丙酮：石油醚＝2：8 為展開液 
以 80%丙酮：石油醚＝2：8 為展開液在不同溫度下的實驗結果各舉一例如圖 30。 

     
10℃ 15℃ 20℃ 25℃ 30℃ 

圖30. 以80%丙酮：石油醚＝2：8為展開液在不同溫度下的實驗結果  
將各次實驗結果記錄後，計算出各種色素的 Rf 值，求其平均得表 12，再製成圖 31。 
胡蘿蔔素的 Rf 值皆為 1.0。在 10℃及 15℃時各色素的 Rf 值非常接近。除胡蘿蔔素外，

其它色素的 Rf 值大致上都是隨著溫度上升而下降。20℃以上相鄰色素的 Rf 值差較大而能區

分色素，其中以 30℃時的色素分離效果最佳。在 10℃和 15℃的實驗結果中，葉綠素 b 的下
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方出現黃色的葉黃素斑塊，分布的情形與 90%丙酮：石油醚＝2:8 展開液的實驗結果相似。20
℃以上亦末發現此黃色斑塊。 

溫度 10 15 20 25 30

胡蘿蔔素 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

X 0.92 0.94 0.88 0.86 0.74

葉綠素ａ 0.86 0.86 0.74 0.69 0.52

葉綠素ｂ 0.70 0.66 0.55 0.45 0.29

表12. 80％丙酮：石油醚＝2：8展開液在不同溫度所得色素之平均Rf值
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圖31. 80%丙酮：石油醚＝2：8展開液在不同溫度的色素Rf值  
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陸、討論： 

一、 純液在濾紙的上升情形 

1. 龍騰版生物課本中有關色素層析的實驗操作，是在展開液上升至 100ml 量筒高度的

90%時取出濾紙，100ml 量筒高度的 90%大約是 20 公分，展開液上升 20 公分的時間

超過一個小時。我們決定折衷採用 30 分鐘為未來的實驗觀察時間。 
2. 丙酮在濾紙的上升速度最快，我們推測展開液中丙酮的含量愈高，則展開液上升的速

度就愈快。 
 

二、 不同濃度比例展開液的展開效果 
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。 
2. 雲等人所著植物生理學實驗，以薄層分析法利用丙酮：石油醚＝1:3

3. 及 2：8 的展開液所得色層分離結果，葉綠素 b 末

4.

5.

 

三、 烘乾材料的展開效果 

結果，除了色素的顏色沒那麼鮮豔之外，在胡蘿蔔素和 X 中

2. 

 

1.濾紙末端如果不剪成尖形，在將濾紙置入量筒時，容易因濾紙搖動使展開液

以非水平前緣上行，造成色素以斜方向上升，如所附照片。剪成尖形後即使

在濾紙置入量筒時有輕微的搖動，仍能使展開液通過色素點時有水平的前緣

據王月

的展開液所得到的結果，移動距離最短的是葉黃素，最快的是α胡蘿蔔素，

其次是黃色的β胡蘿蔔素。而根據大考中心九十一年對指考試題的解釋，介

於胡蘿蔔素和葉綠素 a 之間的斑帶是葉綠素 a 的衍生物。因此並無法確定該

色素是何種色素，故先稱它為 X。 
以 80%丙酮：石油醚＝4：6、3：7
端有顏色轉黃的趨勢，但無法確認是葉綠素 b 或是另一色素。 
部分參考書認為色素的分離是因為分子量差異造成擴散速率的不同，然而如果只是因

為分子量不同，應該在不同的展開液中會有相同的展開結果。由實驗結果可以推論，

石油醚則對胡蘿蔔素有最佳溶解力，其它色素不溶於石油醚，故石油醚只能展開胡蘿

蔔素，而其它的色素則是隨丙酮展開。 
丙酮的含量比例愈高，色素的位置就愈靠近展開液前緣，丙酮含量比例愈低，胡蘿蔔

素與 X 的距離愈遠。依此觀點，90%丙酮：石油醚＝2：8 展開液（如圖 3）的結果應

該是不合理的，有可能是實驗操作或展開液配製的失誤造成。 

1.以烘乾材料做濾紙層析的

間出現了一個灰色的色帶，在葉綠素的下方也多了一個顏色較深的色帶。依據王月雲

等人所著植物生理學實驗，呈現灰色的有葉綠素 a 的氧化態和葉綠素 b 的氧化態。 
新鮮材料比較不容易磨成泥狀，濃稠的組織碎片也會讓過濾的時間拉長。舊課程生物

教師手冊也提到，為了避免產生色素衍生物，所以使用烘乾後不會變色的菠菜。如果

有充足的實驗操作時間的話，新鮮材料的實驗效果比較好。 



四、 Rf 值的變化 

1. 綜合所有的連續拍照結果，能區分出四種色素的最短時間都在 5 到 10 分鐘。 
2. 能讓色素完全分離且位置平均分散展開液比例只有 90%丙酮：石油醚＝1：9 和 90%

丙酮：石油醚＝2：8。 
3. 色素的 Rf 值在實驗開始後都呈下降。Rf 值降到最低後再度上升時，色素最後方就幾

乎不再往上升。如果此色素的 Rf 值保持穩定，色素帶比較不會拖長；若 Rf 值上升較

快，色素帶就會拉長。 
4.相鄰兩色素的 Rf 值的差值如果隨時間減少，會造成後方的色素追上前面的色素，而使

兩色素重疊，例如 80%丙酮：石油醚＝1：9 和 80%丙酮：石油醚＝2：8 展開液實驗

結果，葉綠素 a 和葉綠素 b 重疊。 
5.各種色素的 Rf 值並不是維持一個定值，而是隨著時間改變的。色素的 Rf 值會先下降

再上升。而最佳的實驗觀察點則是 Rf 值降到最低保持穩定時。若是 Rf 值再度上升後

再觀察，會發生色素拖長的現象。各相鄰色素的 Rf 值差值若持續增加，色素才能完全

分開，若是 Rf 值的差值隨著時間減少，會造成後方的色素追上前面的色素，而使兩色

素重疊。 
 

五、 不同溫度下的展開效果 

1.我們發現在比較高的溫度下做濾紙層析，展開液上升的高度比較低。將本實驗的展開

液上升高度與溫度的關係做成圖 32。展開液在濾紙上升的高度，有的隨溫度的升高而

減少（例如 90%丙酮：石油醚＝1：9、80%丙酮：石油醚＝2：8 展開液），有的隨溫

度先增加再減少（例如 100%丙酮：石油醚＝1：9 展開液），有的則是先下降再上升再

下降（例如 90%丙酮：石油醚＝2：8 展開液）。共同之處是，在 20 度至 30 度的範圍

內，隨著溫度的上升，各種展開液在濾紙上升的高度皆減少。 
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100%丙酮：石油醚=1:9

90%丙酮：石油醚=1:9

90%丙酮：石油醚=2:8

80%丙酮：石油醚=2:8

 
圖32. 展開液在不同溫度的上升高度  

2.石油醚的沸點較低，所以較容易蒸發，在濾紙上的石油醚可能還來不及上升就蒸發了，

導致展開液上升的高度隨著氣溫的上升而減少。 
3.石油醚因蒸發而減緩上升，丙酮及水的上升受溫度的影響較小，則 X 與胡蘿蔔素間的

距離會因而減少，X 的 Rf 值就會上升。 
 21



4.因為水有較強極性，會吸引同樣具有極性的濾紙和丙酮，因此含水量多反而不利丙酮

的上升。比較 100%丙酮：石油醚＝1：9 和 90%丙酮：石油醚＝1：9 展開液的實驗結

果，前者因不含水，丙酮較易上升，相同溫度下各色素 Rf 值都比含水的後者高。隨著

溫度上升，前者 X 的 Rf 值明顯有上升的趨勢，後者則只有些微的上升；前者的葉綠

素 Rf 值下降並不明顯，後者則明顯下降。此結果顯示溫度上升也減緩丙酮的上升。 
5.再比較 90%丙酮：石油醚＝2：8 和 80%丙酮：石油醚＝2：8 展開液的實驗結果，前者

X 的 Rf 值隨溫度升高而上升，後者則明顯隨溫度升高而下降。前者葉綠素的 Rf 值沒

有明顯的升降趨勢，後者則隨溫度下降，甚至在 30℃時也可以把四種色素分散。因此，

即使丙酮的含量高使色素向前緊靠，只要提高展開液中含水的比例，再加上較高的溫

度，亦可以有不錯的展開結果。 
6. 90%丙酮：石油醚＝2：8 和 80%丙酮：石油醚＝2：8 展開液在 10℃和 15℃出現了葉

黃素！由葉黃素與葉綠素 b 的距離隨著溫度上升而減少，我們推測在 20℃以上葉黃素

與葉綠素 b 會因為重疊而無法辦別。在其它的展開液濃度下並沒有發現葉黃素存在，

可能是因為丙酮的比例過低使葉黃素沒有明顯上升。 
7. 我們重新檢視所有做過的實驗照片，把看得到葉黃素的照片整理圖 33。這些可以看到

最下方黃色斑塊的實驗結果，展開液比例都是 80%丙酮：石油醚＝2：8 和 90%丙酮：

石油醚＝2：8，而實驗溫度也都是 10℃和 15℃，支持了我們上面的推論。 

        
80%丙酮：石油醚＝2：8 90%丙酮：石油醚＝2：8 

10℃ 15℃ 10℃ 15℃ 

圖33. 出現葉黃素的所有實驗結果
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六、 綜合討論 

1. 四種光合色素的結構式及分子式、分子量如圖 34。 
 胡蘿蔔素 葉黃素 葉綠素 a 葉綠素 b 

分子式 C40H56 C40H56O2 C55H72MgN4O5 C55H70MgN4O6

分子量 536 568 893 907 

結構式 

    
圖34. 光合色素的結構式及分子式、分子量

 
3. 類胡蘿蔔素有數種衍生物，與本實驗相關的物質如圖 35。α胡蘿蔔素和β胡蘿蔔素是

構異物，差異僅在末端的環基上的雙鍵位置，以β-胡蘿蔔素較為常見。葉黃素是胡蘿

蔔素的氧化態，兩端環上各加一個氧原子。圖中兩個葉黃素為立體異構物。 

α胡蘿蔔素 

 

β胡蘿蔔素 

 

葉黃素 

 

葉黃素 

 
圖35. 四種類胡蘿蔔素的結構式，著色部分為其差異

 
4. 由實驗結果，色素移動距離與分子量大小並不一致。色素因為同類互溶，非極性的胡

蘿蔔素易溶於非極性的石油醚中，其餘色素則都是極性分子，溶於丙酮中。石油醚的

極性小，在濾紙的上升速度快，所以非極性的胡蘿蔔素上升得最快。葉黃素極性最大，

所以被極性的丙酮和水留在最後面，除非展開液中的丙酮濃度高到足以將之溶解並向
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上帶，否則葉黃素有可能一直停留在原點而不上升。 
5.萃取色素時，剛開始丙酮的濃度較低，只能溶解黃色的色素（應該是胡蘿蔔素和 X），

丙酮濃度漸漸升高後，才能溶解綠色的葉綠素 a 和葉綠素 b（還有葉黃素）。由量筒中

取出濾紙時，我們也發現了濾紙靠近原點處較濕，離原點遠處較乾，因此推論展開液

在濾紙不同高度會含有不等量的丙酮，當在濾紙上升的丙酮量足以溶解色素時，色素

會被上升的丙酮向上帶，當丙酮因蒸發而減少到不足以溶解色素時，色素便析出留在

濾紙上。而丙酮上升則與含水量、蒸發量有關，含水量與展開液中使用的丙酮濃度及

調配比例有關，蒸發量則與溫度有關。 
6. 由於量筒內的蒸氣會影響濾紙上展開液的蒸發，所以實驗時一不小心就會影響到量筒

內蒸氣的穩定，例如量筒壁上沾了展開液、實驗前靜置不夠久、鋁箔破損而無法密封、

實驗過程中的搖晃、甚至是氣溫些微的改變，這些都會影響實驗的正確性。 
7. 受限於時間以及能力，本次的實驗沒有好好的深究葉黃素的 Rf 值，而且也沒有弄清

楚 X 究竟是什麼色素，實在是兩大憾事，希望未來有機會，能夠好好的探討一番。 
 

柒、結論： 

 1. 只要調出適當的比例，使用不同濃度的丙酮，亦可以有良好的效果。例如 100%丙

酮：石油醚＝1：9、90%丙酮：石油醚＝1：9、90%丙酮：石油醚＝2：8、80%丙酮：

石油醚＝2：8 等展開液都有不錯的結果。 
 2. 丙酮的含量愈高，色素愈往展開液前端集中，不含丙酮的展開液只能將胡蘿蔔素分

開，只有在丙酮、石油醚、水三者的比例適當時，才有最佳色素分離效果。 
 3. 使用丙酮、石油醚、水三者調製展開液，色素的排列順序都是胡蘿蔔素＞色素 X＞

葉綠素ａ＞葉綠素ｂ＞葉黃素。此結果與指考答案相符。其中的色素 X 可能是β胡

蘿蔔素，也有可能是葉綠素衍生。 
 4. 葉黃素要在 15℃以下，使用 90%丙酮：石油醚＝2：8 或 80%丙酮：石油醚＝2：8

的展開液才能被分離，而且因顏色很淡，需要很仔細觀察。 
 5. 以新鮮材料萃取色素較費時，但結果顏色較為鮮明；以烘乾材料萃取色素較省時簡

便，但結果顏色較不鮮明，容易產生衍生物而影響結果的觀察。 
 6. 濾紙層析大約進行十五分鐘就可以看出四種色素的分離，而不必等到展開液上升到

量筒高度的 90%。 
 7. 同一展開實驗中，各種色素的 Rf 值並不是維持一個定值，而是隨著時間改變的。色

素的 Rf 值會先下降再上升。而最佳的實驗觀察點則是 Rf 值降到最低且保持穩定時。

若是 Rf 值再度上升後再觀察，會發生色素拖長的現象。各相鄰色素的 Rf 值差值若

持續增加，色素才能完全分開，若是 Rf 值的差值隨著時間減少，會造成後方的色素

追上前面的色素，而發生兩色素重疊的情形。 
 8. 在 20 度至 30 度的範圍內，隨著溫度的上升，各種展開液在濾紙上升的高度皆減少。

同一展開液在不同的溫度下，也會讓色素有不同的 Rf 值及展開效果。 
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【評 語】 040716 眼見不為憑：光合色素的濾紙層析分離 

本研究計畫擬探討光合色素(葉子之萃取)在層析分析之特性。作者們

(共四位)用多種溶劑的不同組合，在不同溫度下觀察四種色素之分離

效兼，本研究作實驗設計及操作方面相當用心。可惜所研究的問早已

有大量的文獻紀錄，而本研究的結果又未具有「突破性」的進展。
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