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Separation av
plastidfarg-
amnen

Hos fotoautotrofer fingas energin i ljuset upp av speciella pigment-proteinkomplex. De
pigment som framférallt absorberar ljuskvanta till fotosyntesen dr klorofyllerna. Dessutom
finns ytterligare pigment som ér réda och gula — antocyaner, karotenoider och xantofyller.
Deras funktion kan vara att locka pollinatorer och att hjilpa klorofyll att finga in ljus, men
de kan ocksa skydda vixten mot for mycket ljus. De flesta pigment kan man enkelt separera
med hjilp av papperskromatografi.

Kromatografi kan anvindas for att separera olika organiska Zmnen. Metoden
utnyttjar att amnen l6sta i ett 16sningsmedel (rorlig fas) kommer att vandra olika
snabbt i en limplig fast fas. De 16sta imnenas struktur 4r mer eller mindre lika den
fasta eller den rorliga fasen. Ett imne som mer liknar den rorliga fasen kommer att
vandra snabbare 4n ett imne som mer liknar den fasta fasen.

Avsikten med laborationen ir att separera, isolera och identifiera de viktigaste
plastidpigmenten hos ndgra olika fotoautotrofer och jimféra pigmentsammansitt-
ningen.

Sakerhet

Aceton och petroelumeter dr mycket brandfarliga och det fir dirfor inte finnas nagon 6p-
pen laga i nirheten nir man arbetar med dessa amnen. Undvik inandning och hudkontakt.
Angorna kan géra att man blir disig och omtécknad. De verkar ocksa uttorkande pa huden.
Blandningen av petroleumeter och aceton kan atervinnas eller teranvindas. Petroleumeter
far inte hillas ut i vasken. Sma mingder dverbliven aceton kan spolas ned i avloppet med
stora mingder vatten.

Material

*  Organismer enligt nedan
* Kromatografipapper

e Stort provror

e Stavmixer eller mortel

¢ Natriumvitekarbonat

e Aceton

e Petroleumeter
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GOr sa har

1. Arbeta tvé och tva. Varje grupp analyserar pigmentsammansittningen hos nigot
av foljande:

a. Blagrona bakterier

b. Grénalg

c. Brunalg

d. Rodalg

e. Bandting (fanerogam, marin)

f. Gris (fanerogam, monokotyledon)

g. Jordgubbsblad (fanerogam, dikotyledon)
h. Mossa (kryptogam)

2. Klipp till en bit kromatografipapper sa att det passar i ett stort provror. Papp-
ret ska vara sa stort som mojligt men anda kunna hinga fritt i réret utan att ga
emot botten och kanter. Gor en upphingningsanordning, exempelvis med hjilp av
gem. Papperet kommer att fungera som fast fas.

3. Vigupp 2-3 g grona blad eller 5-7 g alger och klipp dem i smadelar. Homoge-
nisera bitarna med stavmixer eller mortel tillsammans med en knivsudd natrium-
vitekarbonat och 10 ml aceton tills de 4r finmalda. Dekantera av [6sningen i ett
centrifugror och centrifugera pd hogsta hastighet ca 3 min. Efter centrifugeringen
ska supernatanten (vitskan) vara helt klar. Fér 6ver supernatanten till ett nytt rér.

4. Applicera extraktet med hjilp av en kapilldr ungefir 2 cm frin nedre kanten
pa kromatografipappret. Gor det i flera omgangar och lat papperet torka mellan
varven.

5. Hill en skvitt av det 16sningsmedel som anvinds som rérlig fas, i det hir fallet
en blandning av aceton och petroleumeter i proportionerna 15:85, i provroret.
Stéll provroret stadigt i ett dragskap.

6. Sink ner papperet med pigmentranden i roret. Losningen ska nd papperets
nedre kant, men inte randen med pigment. Nu kommer pigmenten att bérja
vandra pa pappret. Efter 15-30 minuter brukar tydliga filt med firger synas, och
da kan pappret lyftas upp och liggas pa tork.

7. Rita av pappersremsan och mirk ut vilka firger de olika filten har. Ringa in
de olika filten med blyerts. Titta i UV-ljus pa remsan, och notera vilka filt som
eventuellt fluorescerar.

8. Klipp ut pappersbitar med de olika pigmentfilten, hall reda pa vad som ir
vad. Klipp pappersbitarna i smala remsor och ligg dem i separata provror. Extra-
hera ut pigmenten ur pappersbitarna igen genom att skaka dem i ca 3 ml aceton.

9. Ta med samtliga provror (dven ursprungslésningen med blandade pigment)
till spektrofotometern. Scanna absorbansen mellan vaglingderna 400-700 nm.
Markera vid vilken vaglingd absorbanstopparna finns f6r de olika pigmenten.
Skriv ut absorbansspektran f6r pigmenten och rita av dem pé overheadplast.

10. Forsok med ledning av bifogade strukturformler och spektra avgora vilka pig-
ment ni hittat. Jimfor resultaten med era kurskamraters. Kan man dra négra slut-
satser angdende sliktskap mellan grona landvixter, olika algrupper och bakterier?
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Strukturformler for:

Cellulosa (papper), l6sningsmedel och nagra plastidfirgimnen

OH OH .
HO 0’| Cellulosa (papper)
o O _ o o C.(H,0).
HO™ by OH

H H H H H H T T
H__(lj_(l:__c|:_(l_:__(_|j__(_‘:_c_c_H Petroleumeter (bl.a. oktan)
T A CH,,
H H H H H H H H
e Aceton
CH,-CO-CH,

Klorofyll a. Gruppen CH, byts ut mot

H,C=CH CH/ CHO i klorofyll b.

CH,CH,

Klorofyll a och b

T
(IjH _CH3
cH,
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-karoten

‘ COO~  COO- CH=CH, i fykoerytrin
Protein | | H. frk .
\ CH, CH,  CH, (|3 s fykocyanin
| | |
CH,4 \CH CH, CH, CH, CH, CH, CH,
m /m\ j ﬂ Fykoerytrin och fykocyanin
Y
07> N e N C N7 TC NS0
H H H H H \ H
Mittad bindning i fykoerytrin
Fotosyntetiska pigment i olika vaxtgrupper
Klorofyller Fykobiliner Karotenoider
Klorofyll | Klorofyll | Fykoerytrin | Fykocyanin | Karoten | Xantofyller
a b
Blagréna bakterier + - + +++ + +
Gronalger + + - - + +
Brunalger + - - - + +
Rodalger + - +++ + + +
Frovaxter + + - - + +
Ormbunkar
Frakenvaxter
Lummervaxter
Mossor

S& har kan kromatogrammet se ut:

@ ©ocen
Xantofyll

Klorofyll a
Klorofyll b

Applicering

Referenser till absorbtionsspektra

Spektra som visar absorbansen f6r de olika pigmenten finns i ett flertal lirobocker i vixtfy-

siologi och biokemi, t.ex:

Mathews, C.K m.fl. Biochemistry. Benjamin/Cummings. 1997

Absorbtionsspektra gér dven att hitta pd webben.

Susanne Ottosson, lektor vid Hvitfeldtska gymnasiet, Géteborg. 2008. Reviderad av Bioresurs 2015.
Idéhafte Efter Linné. Laboration: Separation av plastidfargamnen
Far fritt kopieras i icke-kommersiellt syfte om kéllan anges.




Photosynthesis 97

Loss of C-7 & C-8
Textual Chlorol?hyll R, R, R, R, hydrogens giving
No. Species a 7,8 double bond
1 —CH = CH,| —CH; |—CH,CH; | X (see below) No
11 b —CH = CH,| —CHO |—CH,CH; |X No
I (o —CH = CH,| —CH; |—CH,CH; |—CH =CH.COOH Yes
' v c, —CH = CH,| —CH; |—CH = CH, |—CH = CH.COOH Yes
A d —CHO —CH; |—CH,CH; (X No

X
X = —CH, CH, E—O—W

e

propionic acid

phytyl

Fig. 5.4. Structure of plant chlorophylls. (The arrangement of double bonds in the macrocyclic ring of chlorophyllis not fixed. Resonance

of the conjugated double-bond system makes it possible to write down a number of mesomeric structures, one of which is shown above.

The positions of the two co-ordinate bonds (—) and the two covalent bonds between the Mg?* and pyrrole nitrogens, whilst being

appropriate to the mesomer shown, are also not fixed for the same reason. The two positive charges on the Mg?* are balanced by two
negative charges which are shared amongst the four pyrrole nitrogens; thus chlorophyll is electrically neutral.)
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Textual No HOOC COOH

XVII
Phycoerythrobilin
HOOC COOH
XVIII
Phycocyanobilin
/ Polypeptide chain
XIX i ey
|
1
]
I
1
| H
]
]
cysteine ~ H—N
residue H—C—C—s§
Dt
= Phycoerythrobilin-
! protein complex
|' (a phycoerythrin)
|
I
1
]
I
i
,/ HooC (|3=0
]
: i
]
: CH;
b s s it N—(l:—C ------
Lo
H H O

(serine residue)

Fig. 5.6. Structures of phycobilins.
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Textual

No.

V]

VII

VIl

IX

XI

XII

X

X1V

XV

XVI
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p-carotene

«a-carotene

zeaxanthin

lutein

violaxanthin

echinenone

neoxanthin

fucoxanthin

diadinoxanthin

alloxanthin

myxo-
xanthophyll

HO

Fig. 5.5. Structures of some of the main plant carotenoids (see Table 5.1). Carotenoids VI-XI have the same central segment; Cs 7 and 7’

are bonded to Cs 6 and 6’ of the left-hand and right-hand rings respectively, at the same level in the figure.
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Violet Blue Green Yellow Orange Red

Absorbance

400 500 600 700
Wavelength (nm)

Chlorophyll a (in ether)

------- Chlorophyll b (in ether) —====_FiyEoeiythiin
CEREEEEE mmase Phycocyanin ex Cyanophyceae
sssses (-Carotene (in hexane) ———e  Allophyeacyinti

eseceses Eycoxanthin (in hexane)

Fig. 5.7. Absorption spectra of selected members of the three groups of photosynthetic pigments, the chlorophylls, the carotenoids and
the phycobilins.

Absorbance

, : AN
600 650 700 600 650 700
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Fig. 5.8. Curve analyses of the red peak in the absorption spectra, taken at — 196°C, of fragments of stroma lamellae (spectrum A ) whic!
constitute a chloroplast fraction enriched in PS I and of fragments of grana lamellae (spectrum B) which constitute a chloropli-:
s fraction enriched in PS II (adapted from French, Brown and Lawrence, 1972).
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98 Introduction to Plant Biochemistry

Table 5.1. Distribution of the major photosynthetic pigments in the plant kingdom

Chlorophylls Phycobiliproteins Carotenoids
Organism a b ¢, ¢, d Phycoerythrin Phycocyanin Carotenes Xanthophylls
Higher plants, pteridophytes + 4+ - = = - - p-carotene  lutein
and bryophytes a-carotene  violaxanthin
neoxanthin
(" Chlorophyceae +  F = = = - - f-carotene  lutein
(green) violaxanthin
neoxanthin
Euglenophyceae + o+ = = = = = p-carotene  neoxanthin
diadinoxanthin
Phaeophyceae + - + + - — = p-carotene  fucoxanthin
(brown) violaxanthin
Chrysophyceae + - + + - = = p-catotene  fucoxanthin
(yellow-brown)
Xanthophyceae H = = = — = p-carotene  neoxanthin
J (yellow-green) diadinoxanthin
AlgAe Bacillariophyceae 4+ = o o+ = = - p-carotene  neoxanthin
(diatoms) diadinoxanthin
fucoxanthin
Cryptophyceae £ = = F = + + a-carotene  alloxanthin
p-carotene
Rhodophyceae B e = FEE +© o-carotene  lutein
(red) f-carotene  zeaxanthin
Cyanophyceae® + - - = = + +++©@ B-carotene  echinenone
(blue-green) myxoxanthophyll
zeaxanthin
Prochlorophyta® + + - - - - == p-carotene  zeaxanthin
(genus: Prochloron)
+ and — =presence and absence respectively.

@ The taxonomic position of the blue-green algae is at present in a state of flux: some authors believe that they should be classed as
bacteria because they are prokaryotic and therefore refer to them as cyanobacteria; other authors believe that they should remain
within the algal classification because their mechanism of photosynthesis is more plant-like than bacteria-like (they produce oxygen
and have two photosystems). Being prokaryotes they do not have chloroplasts.

® Prochloron constitutes the only known genus within the new algal division Prochlorophyta. It is symbiotically associated with
colonies of didemnid ascidians and lives in warm marine habitats. It is prokaryotic but its photosynthetic mechanism is plant-like in
that it evolves oxygen and has two photosystems which are built into the membranes of paired thylakoids.

© Allophycocyanin is also present in small quantities.
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