Pigmenter i tang
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Teoretisk baggrund

Alle planter, der fotosyntetiserer, indeholder klorofyl, som er et grgnt pigment. Planter kan dog ogsa
indeholde andre pigmenter, sa klorofylets grgnne farve bliver svaerere at se, men ved at adskille
pigmenterne fra hinanden eller gdelaegge nogle af pigmenterne, bliver klorofylet lettere at se.

TLC (thin layer chromatography eller tyndtlagskromatografi) er en analysemetode til at adskille og
identificere indholdsstoffer i en prgve.

Metoden udnytter at indholdsstofferne har forskellige kemiske egenskaber. Dette ggr, at de reagerer
forskelligt nar de kommer i kontakt med en mobil fase (solvent/Igbevaeske).

Pigmenter i grgntsager, blade og tang kan adskilles og identificeres ved denne metode.

Ligesom planter, indeholder tang ogsa pigmenter, der indgar i fotosyntese. Bade rgd-, grgn- og brunalger
indeholder klorofyl. Foruden klorofyl indeholder tang ogsa andre farvepigmenter. | dag skal vi undersgge
brunalgers farvepigmenter.

| TLC benytter man sig af en plade belagt med et tyndt lag af absorberende partikler i form af silica gel (en
kemisk forbindelse mellem silicium og oxygen). Dette kalder man for den stationezere fase. En lille
mangde af prgve tilfgres som prikker ved bunden af pladen, hvorefter denne placeres i den mobile fase,
som i dette tilfaelde bestar af 70:30 hexan-acetoneopl@sning (solventen/Igbevaske). Solventen traekkes
langsomt op ad den stationzere fase pa pladen. Den tilsatte prgve vil adskille farvepigmenterne alt efter
deres oplgselighed, og hvert pigment danner individuelle band pa TLC-pladen. Generelt vil pigmenter med
hgj polaritet absorbere til silicapladen, mens mere upolaere pigmenter vil vandre laengere med solventet.
Re-vaerdien (Relativ til Front eller retentionsfaktoren) bruges til at sammenligne variationen

af indholdsstofferne i prgven. | tabellen vises kendte Ryveerdier for forskellige farvepigmenter.

afstand fra startplacering

Rf =

afstand fra solventfasen

Pigment Farve Rf veerdi

Karoten Gul-orange

Klorofyl a Bla-grgn

Klorofyl b Grgn
Xantofyl Gul
Xantofyl Gul
Fucoxanthin Brun-gul
Xantofyl Gul
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Formal
At pavise, at brunalger indeholder klorofyl.

Materialer
Brunalge
Kogende vand
Baegerglas
)
Fremgangsmade
Overheld brunalgen med kogende vand og iagttag, hvad der sker med algen.

Diskussion
Forklar hvad der sker, nar brunalgen overhaldes med kogende vand.

Dvelse 2 - bestemmelse af pigmenter ved TLC

Formal
Pavisning og identificering af pigmenter i brunalger ved brug af tyndtlagskromatografi (TLC)

Materialer
TLC silica gel plader
Baegerglas med lag
Morter
Sma reagensglas/eppendorfrgr
Engangspipetter
Blyant
Lineal
Brunalge
70:30 hexan-acetone solvent
Hexan
Acetone
Ethanol
Demineraliseret vand (til renggring)
Pincet
Saks

Fremgangsmade
e Klip tangen i sma stykker og placer den i en morter.
o Tilfgr 3-5 ml acetone og mos det forsigtigt sammen i morteren indtil acetonen tager farve (her kan
tilferes mere acetone hvis fordampningen er for stor). Overfgr til et reagensglas.




Brug en 1 ml. engangspipette til at tage ekstraktet op (UDEN
stykker af tang fglger med) og overfgr det til et eppendorfrgr.
Tilfgr ca. 1 ml. hexan til ekstraktet. Saet laget pa og vend rgret
et par gange.

Lad herefter de to faser separere.

Tegn pa TLC-pladen med en blgd blyant (sdelaeg ikke
overfladen) en lige linje (startlinje) 1 cm fra pladens bund, og
sld 2 krydser (pasatningspunkter) pd denne ca. 1/3 inde fra
hver side.

Brug et kapillarrgr til at dyppe i den gvre hexan-fase i
reagensrgret, og placer derefter enden af rgret pa et af de to
krydser pa TLC-pladen. Ggr dette et par gange mere sa pletten
er synlig.

Fyld baegerglasset 0.5 cm op med den mobile fase

(70:30 hexan-acetone).

Placer TLC-pladen i baegerglasset med krydserne nederst
(krydserne ma ikke vaere daekket!) og kom lag pa.

Lad det sta uforstyrret indtil solventen (den mobile fase) nar op til 1 cm fra toppen af TLC-pladen.
Fjern pladen fra baegerglasset og brug blyanten til at markere fronten af solventen med det
samme! Marker ogsa de individuelle band, da pigmentet vil forsvinde nar pladen tgrrer

Resultater
e Mal og noter afstanden fra startlinjen til midten af hver plet og fra startlinjen til fronten af
solventen.

e Identificer hvert enkelt pigment (plet) ved at udregne R¢veerdier og sammenligne med kendte
veerdier, som er angivet i teoriafsnittet.

Diskussion
Hvorfor har algen flere forskellige pigmenter?
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