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Her ses organellet kloroplast. |

dets indre er der en matrix

(substans) kaldet stroma, hvilken
er omgivet af en dobbeltmembran
- den indre og ydre. I stroma er
der thylakoider, hvilke er flade

membransakke - som stablet

kaldes grana. Der er dog ogsa den
del af thylakoiderne hvilket ikke
er grana: Disse kaldes

stromathylakoider.

KARANTZANE
KROMATOGRAFI

HVORFOR BLIVER BLADE GULE?

Nar arstiden skifter fra sommer til efterar, er traeet ofte den forste indikator - dets blade
skifter fra sommerlige gronne nuancer, til varme gule og grenne farver. Men hvorfor sker

dette?

Farven skifter et stykke tid for bladet falder - og dette er der en grund til! Bladet bruger
nemlig meget energi pd at danne et bestemt pigment, hvilket er et molekyle der absorberer
nogle belgelengder lys, men det reflekterer andre. I bladet er der mange af disse
pigmenter, men i sterste grad pigmentet klorofyl. Nér det er ved at bliver koldt, gér
reaktionerne i treeet langsommere, og de korte dage betyder at traeet far mindre energi fra
sollyset. Traeet begynder derfor at suge naringsstoffer ud af bladene for at gemme dem i
stammen til vinter - og herunder sker der en nedbrydning af pigmentet klorofyl. P4 denne
made sparer traeet energi nér bladene begynder at falde. Men under denne nedbrydning af
klorofyl, kommer bladets andre pigmenter til syne - og fordi disse pigmenter reflekterer

gult, orange eller redt lys, bliver bladene netop disse farver for de falder af.

PIGMENTER

I alle fotosyntetiske planter findes pigmenterne klorofyl. Disse pigmenter ger at planten er
sékaldt fotoautotrof og dermed er selvernzrende med lys som energikilde. Dette skyldes at det
er nemlig disse klorofyller der absorberer solens lysenergi - og herunder snakkes der derfor
ogsa om dets rolle som primar metabolit, da pigmentet er direkte involveret i plantens basale
livsproces: fotosyntesen. Som tidligere navnt er klorofyller et pigment, hvilket betyder at de
bringer energi til denne proces ved at absorberer de rede og blé belgelengder fra lyset - mens
de reflekterer de gronne, hvilket giver bladene deres farve. Der findes to typer klorofyller i
planten: Klorofyl a og klorofyl b - hvor omkring 25% af den samlede mangde klorofyller i
spinatplanten bestar af sidstneevnte. Klorofyl a er altsé det primzre pigment i planten. Men
hvad er sé forskellen pa de to? Som der ses pa figur 2, absorberer de to pigmenter forskellige
belgelengder. Dette er smart, da det skaber en udvidelse af det lysomrade hvorfra planten kan
udnytte energien til brug i fotosyntesen. Udover disse klorofyler findes der i planten ogsé
pigmentgruppen carotenoid, som er en gruppe hjelpefarvestoffer der ligesddan hjelper

planten med at udnytte energien fra andre belgeleengder (se figur 2, caretenoids). Carotenoider



ATP-SYNTETASER

Hvordan dannes molekylet
ATP ud fra 4 H™-ioner?

ADP +® 4 H* ATP

4 H*

Dannelsen af ATP sker i
komplekset A TP-syntase.

En ”pumpe” kaldet cytokram-
bf, pumper hydronerne (H™-
ioner) ind i thylakoidernes
indre. De kan ikke selv
diffunderer over membranen
til stroma - og her kommer
ATP-syntasen ind. Denne
faciliterer nemlig transporten
for hydronerne til stroma, og
udnytter energien herfra til at

danne ATP fra ADP + P;

forstenavnte er xantofyller, og sidstenavnte er karotener.. Efter carotenoiderne absorberer

energi, transporterer de det til klorofyllerne, hvor de bruges til fotosyntesen.

Chlorophyll a

Chlorophyll b

Carotenoids

Amount of light absorbed

Wavelength of light (nm)

Figur 2

FOTOSYNTESEN

Fotosyntesen foregar i plantens kloroplaster, ogsa kendt som grenkorn. I kloroplasternes indre
membransystemer, thylakoiderne, er der placeret forskellige proteiner, hvortil de
fotosyntetiske pigmenter er bundet. Fordi disse samlinger af farvestofmolekyler er bundet til
forskellige proteiner i membranen, opdeler man dem i to funktionelle enheder - nemlig
fotosystem I, og fotosystem II. Fotosystem II er placeret overvejende i grenkornets
thylakoidstabel kaldet grana, hvor fotosystem I er placeret i dets stromathylakoider, hvilke
grana er forbundet med. Der er en funktionsmaessig kobling mellem de to systemer. Disse to
systemer foregar under den del af fotosyntesen der kaldes den lys-athengige del. Denne sker i
kloroplastens thylakoidmembraner, hvor der dannes biokemisk energi, altsa energiholdige

molekyler som ATP og NADPH, ved omdannelsen af lysenergien.

Det forste der sker i denne lys-afthaengige proces er at lys rammer fotosystem II. Her rammes
en elektron i klorofylmolekylet, som bliver rig pa energi, og derfor sent til et

elektrontransportsystem. Samtidig spalter lysenergien vand, som kan beskrives ved reaktionen

2 H,0 > 4H* + 4e™ + 0,

De 4H"-ioner bliver brugt til at danne det energi-lagrende molekyle ATP, og de 4e” bruges
som erstatning for de elektroner, som klorofylmolekylerne gav vak. I fotosystem I
energiberiger solenergien ligesadan klorofyl-molekylernes elektroner. Disse bliver brugt til at
lave det andet energibarende molekyle, nemlig NADPH. Disse to molekyler bliver senere
begge brugt i naste proces af fotosyntesen, nemlig den lys-uathangige del, kaldet Calvins
cyklus. Her bliver der dannet glukose, som i respirationen omdannes til energi i form af ATP-

molekyler.



POLARITET

Et molekyle bestar af atomer
bundet sammen af

intramolekylere bindinger.

Forskellige atomer har

forskellig elektronegativitet -
altsa forskellige evne til at
traekke 1 elektroner. Ved at
udregne
elektronegativitetsforskellen
mellem to atomer, kan man

finde polariteten i deres binding

AEN =0,0-0,5 upolar

AEN =0,5-2,0 poler

KROMATOGRAFI

Men hvordan kan vi finde frem til disse pigmenter, nar vi ikke kan se dem med det blotte
gje? Kemien har et svar! Kromatografi, eller tyndlagskromatografi (TLC), er en teknik
indenfor den analytiske kemi, der bruges til separation af forskellige stoffer - f.eks.
pigmenter. I praksis tager man et stykke kromatografi-papir, eller i dette tilfaelde
almindeligt papir, og laver en streg omkring 1cm fra bunden. Pa denne streg sattes det
stof man vil undersege, hvorefter papiret placeres i en veeske, med en veskehgjde lavere
end den markerede streg. Herefter vil vaesken bevage sig op gennem papiret ved sékaldte
kapillerkrefter. Princippet i kromatografien er at stoffet udsaettes for to forskellige
medier: det bevaegelige, og det faste - ogsd kaldet henholdsvis den mobile og den
stationere fase. Nar den mobile fase bevaeger sig over den stationare fase, vil denne, samt
den stationaere fase, interagerer med molekylerne. Da stoffets molekyler har forskellige
kemiske egenskaber, som f.eks. deres polaritet, vil nogle molekyler veere mere tiltrukket
til den stationaere fase, og grundet intermolekylere bindinger beveage sig langsommere
over papiret, mens andre vil vaere mere tiltrukket til den mobile fase, og bevage sig
hurtigere. P& denne méde vil molekylerne bevage sig forskellige lengder op ad papiret,
og derved skabe en separation (se figur 1).

1. Initial state: Sample is
adsorbed on the solid phase.

3. As the solvent moves, the
components of the mixture
move at different rates.

@ the less polar component
travels faster.

2. Eluting solvent begins to
flow through the solid phase.

e®e sample mixture
eluting solvent
stationary phase,
or solid support

@ the more polar component
travels slower.

I nedenstéende forseg er det den stationere fase, altsa papiret, der er den mest polare.
Dette er fordi papir bestar af cellulose, som har mange OH-grupper. Isopropyl alkohol
sével som ethanol er ligesadan poler, da de begge har en OH-gruppe - men dog ogsé har
en stor upoler del, hvilket geor at de kun er en smule polare. Derfor vil det geelde at jo

mindre polert pigmentet er, des langere vil det beveaege sig op ad papiret.



”OPSKRIFT” TIL SPINAT FORSOG

Nu kan vi koble vores viden om kromatografien, samt om plantens forskellige pigmenter, og opstille et forseg til at
separerer de forskellige pigment-molekyler der findes i spinat, baseret pa vores hypotese: spinat indeholder klorofyl a,
klorofyl b, xantofyl og B-karoten. Til dette laver vi en forenklet version af den klassiske kromatografi. Vi skal bruge:

1. Tre sma stykker papir, omkring 10cm

2. 50g spinat

3.  Omkring 50mL hospitalssprit 70%, denatureret med isopropylalkohol til spinat-massen, samt et par dl til
kromatografiet - alt atheengigt af glassets volumen og hgjde samt papirets leengde

4. En spisepind eller lignende, til at dryppe spinatstoffet pa papiret
S. en lineal
6. en blyant
7. trepinde
Spinatmassen

Spinaten afmales, og puttes i en blender, eller stavblendes, sammen med en smule hospitalssprit. Nar spinaten er godt
blendet, bruges en si til at separere vaesken fra spinatbladene, som pa billedet nedenfor. Nu har vi stoffet der skal
undersoges

Forberedelse til forseg

1. Padet lille stykke papir méles 1cm fra bunden - her tegnes en streg. Denne vil virke som startlinjen, hvorpa
stoffet skal sattes
Papiret fastsattes til en pind, s& det kan haves over vasken - og undga at na startlinjen

3. En spisepind eller lign. dyppes i spinatmassen, og med denne laves en prik i midten af startlinjen.
Dette gentages to gange, med to forskellige stykker papir

4. Tet glas tilszettes der en mangde sprit der lige akkurat rer bunden af papiret - men ikke nar op til startlinjen!
De to stykker papir hanges op pa over samme glas, sa alle variabler er de samme. Papirstrimlerne pa dog IKKE
rere hinanden




Kontrolforsog

For at kontrollerer at der ikke er andre faktorer der har indflydelse pa resultatet, som f.eks. pigment i papiret, opstilles
et kontrolforseg. Kontrolforseget skal vaere identisk med det reelle forseg der laves med spinatmassen, dog skal denne
drabe stof undveares. Pa denne made kan vi sikre os at pigmenterne der dukker pa papiret skyldes spinatmassen.







DEN NATUR-
VIDENSKABELIGE
METODE

I denne metode skelnes der
mellem den kvalitative og
kvantitative metode.

I den kvalitative metode
indsamles der data vha. sanser -
f.eks. det vi kan se. Her brugte
vi den kvalitative metode, til at
visuelt at bedemme
pigmenterne

I den kvantitative metode
indsamles der data vha.
numeriske resultater, som mal
og udregninger. Det blev brugt
her, da der blev malt afstand fra
startlinje til pigmenter, samt da
der blev udregnet Rf-vaerdier

KVALITATIVE OBSERVATIONER

Det kan ses at kontrolforseget er helt hvidt, og rent fra pigmenter - hvilket betyder at ingen
andre faktorer havde indflydelse pa resultatet. Derudover kan vi se de to strimler er relativt
ens, men dog ikke helt tilfredsstillende, nar de eksakt samme forhold tages i betragtning.
Efter 30 minutter pa papir B kan vi se en stor forskel i absorptionen fra papir A.
Absorptionen pa papir B er skev, samt meget hurtigere, end den pé papir A ved samme
tidspunkt. Dette ma altsé betyde at papiret har varierende absorption. Der ses dog de
samme pigmenter pa begge papirstrimler, hvilket betyder papirets kvalitet ikke har
indflydelse pé den kvalitative vurdering af pigmenterne. Pa basis af farverne pa papiret,

kan vi kvalitativ bedemme hvilke pigmenter de tilherer, da:

CaRdTeENE

Klorofyl a er bla-gron
Klorofyl b er oliven-gren
Xantofyl er gul

Karoten er orange

XANTH OFYL

KLOROFYL b
KLOROFYL 2

KVANTITATIVE DATA

For kvantitativt at bedemme afstanden et pigment har bevaeget sig, kan man finde Rf-vaerdien
(den Refraktive faktor). Denne beskriver forholdet mellem den straekning pigmentet har
bevaeget sig op ad papiret, relativt til den afstand vaesken har beveeget sig. Det gelder at jo

teettere Rf-veerdien er pé 1, des leengere er pletten lobet. Rf-veerdien beskrives ved:

Afstand pigmentet bevegede sig

afstand oplgsningsmidlet bevegede sig (fra startlinjen til veeskefronten)

Hvert pigment har sin egen Rr-veerdi, som kan bruge identificering. Disse vil vi bruge til

sammenligning ved siden af vores kvalitativt bestemte pigmenter



Beregnet afstand for papir A

|

vE SKEFRONT

Beregnet afstand for papir B

\

CaRITENE

XANTH OFYL

KLOROFYL by

KLOROFYL 2

Pigment Rf-vardi Beregnet Rf-vaerdi Forskel 1 %
Klorofyl 0,46 i 0,46 — 0,098 .100
a 51 0,46
~ 0,09803922 ~78,69565%
Klorofyl 0,42 l 0,41 —0,1372 .100
b 51 0,1372
~ 0,1372549 ~198,8338%
B- 0,93 ﬂ 0,93 —0,9215 100
karoten 51 0,9215
~ 0,9215686 ~0,9224091%
Xantofyl 0,17/ E _ i 0,17 — 0,2352 .100
0,31/ 51 17 0,2352
0,41 ~0,2352941 | ~—27,72109%
Pigment Rf-veerdi Beregnet Rf-vaerdi | Forskeli %
Klorofyl | 0,46 l 0,46 — 0,129 . 100
a 54 0,129
~ 0,1296296 | ~256,5891%,
Klorofyl | 0,42 9 1 0,42 - 0,166
b 546 0166  100%
~ 0,1666667 | ~ 153,012%
B- 0,93 51_17 093-094% _
karoten 54 18 0,944
~ 0,9444444 | ~—1,483051%
Xantofyl | 0,17 /0,31 E _ g 0,17 — 0,22 .100
/0,41 54 9 0,22
~ 0,2222222 ~—22,72727%




PAPIRETS USIKKERHEDER

P4 baggrund af resultaterne kan vi se at der ikke er overensstemmelse mellem den udregnede Rf-veerdi, og
pigmenternes registrerede Rf-vaerdi. Vi kan dog se at denne store forskel mellem den beregnede og den

registrerede Rf-vaerdi gar igen i bade papir A og papir B.

Her ses den udregnede forskel mellem papir A, og papir B’s beregnede Rf-vardier. Disse forskelle er betydeligt

mindre end dem, mellem de udregnede/registrerede Rf-vardier.

Beregninger for papir A Beregninger for papir B Forskel 1 %-
5 7 0,13 10,098
S 0,09803922 i 0,1296296 0098 100
~ 32,65306%
7 9 1 0,1666 — 0,137
T~ 0,1372549 i 0,1666667 o137 100
~ 21,60584%
47 51 17 0,9444 — 0,921
~ 2,477764%
12 4 12 2 0,222 - 0,235
kA 0,2352941 T1-9" 0,2222222 oz 100
~ —5,531915%

Fordi vi ved at papir A og B var under praecis samme forhold, samt fik resultater der var tilfredsstillende tat pa
hinanden, méa der menes ikke at vaere fejl i metoden, men i sterre grad med materialet. Derudover skal enheden
hvori der var malt tages 1 betragtning. Da det var pa sé lille en skala, beted smé usikkerhed meget for resultatet.
Men vi har dog fundet ud af, at et A4-ark ikke virker lige s& godt som kromatografi-papir der bruges i
laboratoriet. Hvilken betydning har dette for forseget?

KAN FORSOGET BRUGES?

Vi kan konkludere at forseget kun kan bruges som kvalitativ vurdering af pigmenter ved separationen af disse -
men ikke til kvantitativ udregning af Rf-verdier, da forskellen var alt for stor mellem den beregnede og
officielle Rf-vaerdi. Derudover kan vi ogsa konkludere at forsaget ikke folger den naturvidenskabelige metode,
da man ved gentagelse af forsgget ikke far samme resultat. Forsgget kan dog i den grad bruges til separation af
de forskellige pigmenter, da man forholdsvis tydeligt kunne se de forskellige farver fra pigmenterne. S& hvis
man ikke er til de helt store udregninger, men gerne vil finde de ”gemte” pigmenter i spinat, er dette et perfekt

forseg at lave derhjemme!






