Oprensning og adskillelse af fotosyntesepigmenter fra blade
Introduktion
I dette forsøg skal vi ekstrahere pigmenter fra blade. Derefter skal vi identificere hvilke pigmenter der er tale om.

Vi bruger to metoder: 

1. Tyndtlagskromatografi (TLC)
2. Spektrofotometrisk måling af absorbtionsspektrum

Ekstraktion af fotosyntesepigmenter

Materialer

· Plantemateriale fx spinat (om efteråret kan nogle grupper supplere med røde eller gule blade)
· Ethanol (96%)

· Saks

· Morter med sand og pistil
· Bægerglas

· Engangspipette 
· Reagensglas til ekstraktion

· Vandbad med kogende vand
Fremgangsmåde

1. Plantematerialet klippes i stykker og findeles i en morter med sand.

2. Fyld noget af materialet i et lille bægerglas og overhæld med ethanol. Ethanolen skal stå ca. ½ cm over plantematerialet. Dæk til med parafilm.
3. Lad ethanolen ekstrahere plantepigmenterne i ca. 15 min. 

· Når supernatanten er tydelig grøn uden at være mørk, kan ekstraktet anvendes til spektrofotometrisk måling af absorbtionsspektrum

4. Overfør efter de 15 min. ca. 5 mL supernatant til et reagensglas. 

5. Placer reagensglasset i vandbadet.

6. Lad ekstraktet koge ind til det er kraftigt mørkegrønt. 

· Dette er ekstraktet til tyndtlagskromatografi (TLC). 

Figurerne i vejledningen er fra Frykman og Vire: Undersøg Naturen, Elevens bog, Nucleus, 2015.

Spektrofotometrisk måling af Absorbtionsspektrum
Princip
Spektrofotometret gennemlyser prøven med hvidt lys. Prøven absorberer visse bølgelængder (farver) af lys, og lader andre passere. Spektrofotometrets sensor måler hvilke bølgelængder af lys der slipper igennem, og dermed hvilke der tilbageholdes (absorberes). Resultatet er en kurve, et absorbtionsspektrum. Hver top på kurven repræsenterer en bølgelængde af lys som absorberes. Højden af toppene, absorbansen, viser hvor kraftig den pågældende bølgelængde absorberes. Det er også et mål for koncentrationen af prøven. 

ved at sammenligne absorbtionsspektret med absorbtionsspektre for de almindeligste farvestoffer kan disse eventuelt identificeres. 
Absorbtionsspektre kan findes i bilag 1.   

Materialer

· Planteekstrakt

· Spektrofotometer

· Kuvetter
Fremgangsmåde

1. Udvælg to rene kuvetter.

2. Fyld sprit i den ene, den bruges til at nulstille spektrofotometret. Det er nok at én gruppe nulstiller spektrofotometret.

3. Fyld pigmentekstrakt i den anden.

4. Følg instruktionerne og mål prøvens absorbtionsspektrum. Hvis absorbansen er over 1,000 fortyndes prøven før måling.

5. Gem absorbtionsspektret som billede (klip-kopier-gem eller PrntScrn). Det kan være nødvendigt at udglatte kurven i LoggerPro, hvis der er meget flimmer (ses som masssive røde svingninger).

Resultater og resultatbehandling
1. Identificer toppene på absorbtionsspektret. Skriv deres bølgelængde i skemaet.

2. Sammenlign toppenes bølgelængde med de toppe der er i de forskellige pigmenters absorbtionsspektre. Nogle toppe skal evt. ”lægges sammen”, så en stor bred top kan indeholde flere pigmenter.

Absorbtionsspektrum
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Resultatskema
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Svar på spørgsmålene:
3. Overvej, hvordan absorbtionsspektret passer med bladets farve.

4. Forklar hvilken rolle pigmenterne spiller i fotosyntesens lysproces. 

5. Forklar hvorfor det kan være en fordel for en plante at have flere forskellige fotosyntesepigmenter.
Tyndtlagskromatografi (Thin Layer Chromatography, TLC)

Princip

Den kromatografiske adskillelsesmetode bygger på en vandring af farvestofferne i en blanding af en stationær (stående) og en mobil (bevægelig) væskefase. Da TLC-pladen indeholder lidt vand, vil den stationære fase bestå af en vandig opløsning, som er polær, mens den mobile fase vil bestå af løbevæsken, som er et ikke-polært eller svagt polært opløsningsmiddel. (Når mediet, stofferne løber i, er papir, kaldes teknikken 'papir-kromatografi', og denne metode skal her benyttes til at adskille plantepigmenterne). De opløste farvestoffer vil derfor følge med løbevæsken op gennem pladen. Jo mindre vandopløseligt stoffet er, jo længere op vil det følge med løbevæsken. En blanding af forskellige stoffer vil derfor efterhånden blive adskilt. TLC-pladen med de adskilte stoffer kaldes et kromatogram.
Carotenoider indeholder kun kulstof (C) og brint (H) og er derfor helt upolære. Porphyrinringen i klorofyl er polær, mens kulstofhalen er upolær, og disse stoffer vil derfor følge med den upolære bevægelige fase, men langsommere end carotenoiderne. Hos klorofyl b er der en ekstra CHO-gruppe i forhold til klorofyl a - derfor vil klorofyl b vandre langsommere end a.
Tabellen viser nogle typiske pigmenter og deres vandring på TLC-pladen.

	Pigmenternes vandring på TLC-pladen

	Pigment
	Farve
	Rf-værdi

	Caroten
	Gul-orange
	0.93

	Phaeophytin a og b
	Grå
	0,47-0,55

	Chlorophyl a
	Blå-grøn
	0,46

	Chlorophyl b
	Grøn
	0,42

	Xanthophyller (evt. tre bånd)
	Gul
	0,17-0,41


Characteristics of photosynthetic pigments. 

Fra: http://www.zoo.utoronto.ca/able/volumes/vol-16/6-motten/6-motten.htm
	Pigment
	Color
	Water soluble?
	Position on TLC strip*
	Observed in:

	Phycobilins:

	phycoerythrin
	red
	yes
	​
	 

	phycocyanin
	blue
	yes
	​
	 

	Carotenoids:

	carotene
	orange
	no
	very high
	 

	xanthophylls
	yellow, orange
	no
	moderate to low
	 

	Chlorophylls:

	chlorophyll a
	bluish green
	no
	high
	 

	chlorophyll b
	yellow green
	no
	slightly lower than chl. a
	 

	chlorophyll c
	light green
	no
	very low
	 


Materialer
· Reagensglas med gummiprop

· Papirclips 

· Strimler af kromatografipapir, 1 cm brede, og 2 cm kortere end reagensglasset.
· Kapillærrør
· Løbevæske (50 % ethanol, 50 % acetone). Brandfarlig, farlig at indånde!
· Blyant og lineal
Fremgangsmåde
Der må kun arbejdes med løbevæsken i tændt stinkskab! 
1. Klip et stykke TLC-plade ud, så det passer til reagensglasset.

2. Ret papirclipsen ud til en lille krog. Prik et lille hul i øverste ende af TLC-pladen og monter krogen, så TLC-pladen kan stå på bunden og hænge på kanten af reagensglasset.  
3. Tegn en blyantlinie på tværs af kromatografipladen, ca. 1,5 cm fra nederste kant. Skriv gruppenavn for oven på pladen.
4. Pigmentekstraktet dryppes på papiret, så der dannes en plet på blyantslinien. Benyt et kapillærrør til formålet. Afsæt lidt farvestof ad gangen, lad tørre og fortsæt indtil farven er kraftig.
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5. I stinkskab: Fyld løbevæske i reagensglasset, så det står ca. 1 cm fra bunden. Det skal nå ca. 1 cm op på TLC-pladen fra underkanten, men må ikke nå pigmentpletten.
6. Anbring TLC-pladen reagensglassets, så enden dyppes i løbevæsken, og krogen kan hænge på kanten af reagensglasset. Sæt prop på glasset. 

7. Lad væsken trække op i TLC-pladen. Undgå kraftig lyspåvrkning.

8. Afbryd processen når løbevæsken er ca. 2 cm fra kromatogrammets overkant. Tag forsigtigt kromatogrammet op, tegn et blyantstreg, hvor væskefronten nåede til og lad kromatogrammet tørre.
9. Kromatogrammet fotograferes med en lineal som baggrund. Farverne er ustabile og forsvinder hurtigt. 
Resultater og resultatbehandling

Indsæt foto af kromatogrammet:

(indsæt foto)

1. Noter og beskriv farverne i den rækkefølge de forekommer. Skriv ind i skemaet.
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Beregn Retardationsfaktoren Rf for hvert bånd:

                                                  [image: image3.png]Afstand fra band til startlinje

Rf = A fstand fra veskefront til startlinge




3. Find ved hjælp af oplysningerne i skemaerne ovenfor, hvilke pigmenter der udgør de forskellige bånd.

	Bånd (fra oven)
	Beskrivelse (farve)
	Rf-faktor
	Sandsynligt farvestof
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4. Forklar hvorfor farvestofferne ikke vandrer lige langt i kromatogrammet.
5. Find molekylstrukturer for de farvestoffer I har fundet. Klip dem ind i dokumentet. Forklar ud fra molekylernes struktur og funktionelle grupper, hvorfor nogle vandrer længere end andre.

Bilag 1. Data om plantepigmenter
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Figur 18.2. Fotosyntesepigmenters absorptionsspektrum.
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