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LAB 1: Extraktion av bladpigment

Introduktion
Plastider forekommer i cellerna hos alla vaxter. De upptrader i tre olika former som kan 6verga i

varandra, namligen leukoplaster, kloroplaster och kromoplaster. Pigment finns i kloro- och

kromoplasterna som klorofyll och karotenoider respektive enbart karotenoider. Andra pigment kan

vara vattenlosliga och lokaliserade till vakuolen (t ex antocyaniner).

| denna laboration kommer ni extrahera fram pigment, som ni sedan kommer anvanda i de féljande

laborationerna (1a och 1b).

Material och metoder

Grona blad (t ex persilja, spenat eller tomat)
Aceton 100%, ca 50 ml (kyld)
Heptan ca 100 ml (kyld)
NaCl-16sning 10%, ca 200 ml (kyld)
Na>COs (s)

Kvartssand (kiseldioxid)

Tva bagare, 250-500 ml

E-kolv, 250-500 ml

2 matglas, 50-100 ml|

Balja med is

Tratt

Separertratt + stall

Tesil

Mortel och pistill (kyld)

Sax, spatel

Vag

Framstillning av raklorofyllosning
Viktigt att arbetet sker vid lag temperatur (pa isbadd) och svag belysning.

10 g blad klipps sénder i en mortel. Tillsatt lite sand, en spatel Na,CO3 samt 5-10 ml aceton.
Ta sonder bladen noggrant genom att vrida och trycka med mortelpistillen. Bladmassan ska
fa en grotig konsistens.

Hall bladmassan i en e-kolv som forvaras pa isbadd. Tillsatt ytterligare aceton sa att totalt 50
ml aceton ar tillsatt.

Framstallning av renad klorofyllésning
Viktigt att arbetet sker vid lag temperatur (pa isbadd) och svag belysning.

Filtrera ner raklorofyllésningen i en bagare genom en tesil — pressa ur all vitska! Notera
filtratets volym. Tillsatt 20 ml 10% NaCl-l6sning.

Arbeta nu i dragskap! Tillsatt lika stor volym heptan som filtratet med NaCl-l6sningen utgor
tillsammans (ca 60-70 ml). Overfor vatskan till en separertratt. Skaka, och glém inte att
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sldppa ut 6vertrycket ur separationstratten. Satt separertratten i dess stall och invanta
skiktning. Pigmentet dr nu nastan helt dverfort till epifasen (6vre fasen) som bestar av
pigment och heptan. Hypofasen (undre fasen) bestar av vatten och aceton. Tappa av
hypofasen i en bagare.

- Tvatta pigmentlésningen genom att tillsdtta 60-70 ml NaCl-16sning till separertratten med
pigment — skaka och invanta skiktning. Tappa av hypofasen, och upprepa tvattsteget
ytterligare en gang.

LAB 1A: Separation av gula och grona plastidpigment genom
papperskromatografi

Introduktion

| denna laboration appliceras den renade klorofyllosningen innehallande klorofyll och karotenoider
av olika slag pa kromatografipapper. Darefter far en elueringsvatska passera applikationsstallet. De
olika pigmenten kommer da att separeras fran varandra framfor allt pa grund av varierande l6slighet
i den rorliga fasen.

Material och metoder
- Renad klorofyllésning
- Kapillarror/Pipett
- Aceton
- Kromatografipapper
- Kromatografikarl
- Flakt
- Heptan

Tva stycken kromatografipapper tillskares efter figuren bredvid. Var
noggrann med de parallella kanterna — undvik dessutom att ta pa ytan da
fettet i fingertopparna stor vatskefrontens vandring.

Applicera provet med de extraherade pigmenten pa ett av
kromatografipapperen. Provet appliceras med kapillarror vid krysset i
figuren. Pigmentflacken bor vara kraftig till fargen, och ej for utbredd
(manga applikationer). Torka med flakt mellan appliceringarna sa att inte
flacken sprider sig for mycket.

Pa det andra kromatografipapperet appliceras pigment enkelt genom att ett
blad laggs 6ver pappret och ett mynt rullas 6ver nagra ganger.

Fyll pa elueringsvatska (1.5 ml aceton + 8.5 ml heptan) i kromatografikarlet,

stang locket. Nar pigmentlosningen har applicerats, hdng pappret pa kanten x
av kromatografikarlet — det ar mycket viktigt att pappret inte kommer i

kontakt med vatskan! Efter 30 minuter har atmosfaren i kdrlet mattats —
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lossa forsiktigt pappret fran kanten och se till att det sanks ner i vatskan. Se till att papprets kanter ej
beror karlets vaggar samt ej ar nedsankt till pigmentflacken.

Elueringsmedlet kommer nu att sugas upp kapillart i pappret och en separation sker. F6lj denna tills
flackarna ar val atskilda, da forsoket avbryts enligt féljande:

- Notera de olika flackarna samt I6sningsmedelsfronten innan ni bryter
- Rita med blyertspenna dit flackarna samt notera fér pigmenten deras fargnyans

Mat med linjal hur langt de olika pigmenten rort sig och rdkna ut deras Ry-varden (relativ vandring,
dvs hur langt pigmentet kommit relativt fronten) pa féljande satt:

Rf= a/b

a = avstandet som pigmentet rort sig (fran punkten pa blyertsstrecket)
b = avstandet som l6sningsmedlet rort sig

Redovisning av resultat
- GOr en tabell med Rf-vardet for de olika pigmenten.
- Forsok lista ut i vilken ordning dina pigment kommit — utga fran vad du vet om pigmentens
uppbyggnad. Presentera i helgrupp.

Firgen pa bandet Rf-virde Pigment

LAB 1B: Klorofyllets roda fluorescens
Har anvander ni er av den renade klorofyllésningen fran Lab 1. Hall lite av I6sningen i ett smalt
provror. Slack ner helt i rummet, och hall upp provroret i lampan fran en OH-apparat.

Vad hander?

Varfor? Ledning: lés om excitation av elektroner (Raven s.126)

Redovisning av resultatet
| helgrupp: visa forsoket i nedslackt labsal. Forklara orsaken till det ni ser.
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LAB 2: pH-forandringar vid fotosyntes

Introduktion
| detta forsék anvander ni en vattenvaxt, vattenpest (Elodea canadensis) for att undersdka hur pH
forandras vid fotosyntes

Material och metoder
- Tre skott av vattenpest, ca 5 cm langa (se till att era tre skott ar ungefar lika stora)
- Tre flaskor (150 ml) med bla skruvkork
- pH-matare

Borja med att mata pH i vanligt kranvatten (pH-matare finns i Mendel). Var noga med att vanta pa ett
stabilt varde (det syns ett stort ”S” till vanster pa displayen) innan ni noterar pH.

Fyll sedan tre flaskor med kranvatten, och lagg i ett skott vattenpest i varje flaska. Botten av vaxten
ska vara riktat mot korken (se figur nedan). Placera sedan dina flaskor
enligt féljande: ( \

- Enunder ljusramp/stark lampa
- Enimorker (labhurts)
- Ensom star 1.5 timmar i morker, och 1.5 timmar i ljus

Efter tre timmar méter ni pH i vattnet fran de tre flaskorna.

Redovisning av resultat
Fyll i pH-vardet for de olika behandlingarna i tabellen nedan. Samla
dven in pH-vardena fran alla grupper, och rdkna ut ett medelvarde for

alla grupper.

Vad hiande och varfor?

pH (grupp) pH (medelvirde)

Start av forsoket
Behandling
Ljus

Morker
Ljus/morker
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LAB 3: Syrgasutvecklingens beroende av [HCO3]

Introduktion

Blad vars intercellularer infiltreras med vatten sjunker i vatten. Syrgas som utvecklas under
fotosyntesen 6kar dock bladens flytformaga. | detta forsok studeras fotosynteshastigheten genom att
mata den tid det tar for ett blad i olika medier att producera tillrdackligt med syre for att flyta upp.

Material och metoder
- Blad av pelargon
- Citratbuffert, pH 6.9 (450 ml 0.2M Na;HPO4 + 100 ml 0.1M citronsyra)
- 0.04M NaHCO;
- Matpipetter (1-20 ml)
- Stor petriskal + pincett
- Vattensug + flaska
- Sma bagare (7 st per grupp)
- Korkborr + skdrbrade
- Belysningsramp + ljusmatare
- Klocka alt. tidtagarur

Stansa ut ett 50-tal bladskivor med korkborren fran unga men fullt utvecklade blad. Var noga med att
alla blad som anvands kommer fran samma miljo (t ex fran sol- eller skuggsidan av plantan). Undvik
kraftiga nerver.

Bladskivorna infiltreras med avjoniserat vatten med hjalp av sugflaska och vattensug. Evakuera luften
under nagra minuter sa all gas férsvinner (vattnet slutar att bubbla). Satt en svag rotation pa
bladskivorna i sugflaskan. Lossa forsiktigt pa korken fran flaskdppningen. Upprepa proceduren om
inte tillrackligt med bladskivor sjunker till botten nar luften slapps in.

En annan metod for att evakuera luften ar att anvdanda en 20 m/ spruta och skapa ett undertryck
genom att halla for pipen och dra uppat och halla kvar. Gor detta med ca 10 bladskivor at gangen.
Undertrycket gor da att luften som finns i bladens intercellularer trycks ut. Efter att luften i
bladskivorna evakuerats behdver man skaka sprutan forsiktigt for att de ska sjunka.

N&r en majoritet av bladskivorna sjunkit halls vattnet med bladskivorna pa en stor petriskal. Fordela
fem bladskivor till varje bagare med olika koncentrationer av HCOs (se tabell nedan).

Placeria ut bladskivorna med boérjan i bagare 7. Se till att de ligger rattvanda och att de inte tacker
varandra. Placera bagare 7 i morker (en labhurts) direkt nar bladskivorna lagts i. Fortsatt med bagare
1-6 och placera dem ljust (ljusramp). Var noga med att alla sex bdgare far samma ljusstyrka.

Registrera tiden da tre, fyra samt fem blad i respektive bagare har flutit upp till ytan. Sa fort nagon
del av bladskivan nar ytan registreras detta som “uppfluten”. Efter ca en timme kan forsoket avbrytas
oberoende av hur manga bladskivor som flutit upp.

Redovisning av resultat
Fyll i tabellen med tiderna (nedan). Rita sedan ett diagram dar ni plottar antal uppflutna blad pa y-
axeln mot tiden pa x-axeln (se tomt diagram nedan). Ni har ju sju behandlingar, sa det kommer vara
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sju olika serier i ert diagram (se exempel nedan). En grupp ritar sedan upp sitt diagram pa tavlan, och

forklarar inneborden for 6vriga i salen.

Vad hande och varfor?

N

30 3

3

3

e
-

Tid (minuter)

a

7

Bdgare | HCO3 | Citratbuffert | Avjoniserat | [HCOs] | Belysning | Ljusstyrka | Tid3 | Tid4 | Tid5
(nr) (ml) (ml) H20 (ml) (mM) (Lux) blad blad blad
1 16 16 0 200 Ja
2 12 16 4 150 Ja
3 8 16 8 100 Ja
4 4 16 12 50 Ja
5 1 16 15 12.5 Ja
6 0 16 16 0 Ja
7 16 16 0 200 Nej
6
5
© /
24
"
g , / ——200 MM
B / / ——100 MM
=
B2 50mM
=
< / ——0mM
8 5
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LAB 4: Syrgasproduktion vid olika ljusstyrkor

Material och metoder

Blad av pelargon
Hog bagare

Tratt

Provror (graderat)
Kolsyrat vatten

Lagg grona blad i en bégare, och fyll pa med kranvatten uppblandat med 1/6 kolsyrat vatten. Placera

en tratt 6ver bladen, och ett vattenfyllt provror dver trattens pip (se figur). Stall en bagare i stark

belysning, en bagare i mérker (labhurts) och en i ett av skapen pa lab.

Efter tre timmar, undersok gasproduktionen i de olika behandlingarna.

r—

G >

Redovisning av resultat
Fyll i tabellen nedan. Samla aven in resultat fran dvriga grupper och rakna ut ett medelvarde pa
gasproduktionen.

Behandling Gasproduktion (ml)_grupp | Gasproduktion (ml)_medel

Ljus

Morker

Skap (halvmorkt)
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Riskanalys

Kemikalie/laboration/Process

Fotosynteslab:

Extraktion av bladbigment

Separation av gula och gréna plastidpigment
Syrgasutvecklningens beroende av [HCOs]

Aceton

Citratbuffert (Na,HPO4 + citronsyra)
Heptan

Kiseldioxid

Natriumkarbonat
Natriumkloridldsning (10%)
Natriumvatekarbonat

Institution/Avdelning Omrade/Enhet

IFM/Biologi Biologi

Laboratorium/lokal
Linné / Darwin

Riskbedémning

[J Lég risk X1 Mattligt riskfyllt [ Riskfylit [J Mycket riskfyllt

Ingéende kemikaliers inneboende farliga egenskaper (aven slut- och mellanprodukter om moéjligt)

Aceton Xi: Iriterrande, F: Mycket brandfarlig
Heptan Xi: Halsoskadlig, F Mycket brandfarlig, N: Miljofarlig
Natriumkarbonat Xi: Irriterande

Risker med forvaring, beredning, hantering och avfallshantering ska beskrivas vid normalfallet och vid oférutsedda
handelser

Aceton

R11 Mycket brandfarligt.

R36 Irriterar 6gonen.

R66 Upprepad kontakt kan ge torr hud eller hudsprickor.
R67 Angor kan gora att man blir désig och omtécknad.

Heptan

R11 Mycket brandfarligt.

R38 Irriterar huden.

R65 Farligt: kan ge lungskador vid fortéring.

R67 Angor kan géra att man blir dsig och omtécknad.

R50/53 Mycket giftigt for vattenlevande organismer, kan orsaka skadliga langtidseffekter i vattenmiljon.

Natriumkarbonat
R36 Irriterar 6gonen.

Citratbuffert

Beddmt ingen ké&nd risk
Kiseldioxid

Beddmt ingen ké&nd risk
Natriumkloridldsning (10%)
Beddmt ingen kéand risk
Natriumvétekarbonat
Beddmt ingen kéand risk
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Riskbegransande &tgarder (skyddsutrustning, hanteringsinstruktioner m.m.)

Anvand skyddshandskar/labbrock/dgonskydd

Aceton

S16 Forvaras atskilt fran antandningskallor - Rokning forbjuden

S26 Vid kontakt med 6gonen, spola genast med mycket vatten och kontakta lakare
S46 Vid fortaring kontakta genast lakare och visa denna forpackning eller etiketten
S9 Forpackningen forvaras pa val ventilerad plats

Heptan

S9 Farpackningen forvaras pa val venilerad plats.

S16 Forvaras atskilt fran antandningskallor - Rokning forbjuden.

S29 Tom ej i avloppet.

S33 Vidtag &tgarder mot statisk elektricitet.

S60 Detta material och dess behallare skall tas om hand som farligt avfall.

S61 Undvik utslapp till miljon. L&s sarskilda instruktioner/varuinformationsblad.

S62 Vid fortaring, framkalla ej krakning. Kontakta genast lakare och visa denna forpackning eller
etiketten

Natriumkarbonat
S22 Undvik inandning av damm
S26 Vid kontakt med 6gonen, spola genast med mycket vatten och kontakta lakare

Forsta hjalpen samt atgarder vid brand och spill

Brand i person

Kvav elden med brandfilt, néddusch eller brandslackare.

Noddusch i minst 15 min.

Om skadan ar stor eller mycket smértsam, ring 112 for vidare instruktioner.

Spill av kemikalier pa yta
Anvand handskar, skyddsglasdgon och labbrock vid saneringen!

Spill av kemikalie pa person

Aceton

VID KONTAKT MED OGONEN: Skolj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det
gar latt. Fortsatt att skolja.

Heptan

VID FORTARING: Framkalla INTE krakning.

VID HUDKONTAKT: Tvétta med mycket vatten. Om &mnet kommer i kontakt med 6gonen spola genast med
vatten i minst 10 - 15 minuter med 6ppna 6gon och kontakta dgonlékare. Oskadat 6ga skyddas. Ta ur eventuella
kontaktlinser om mgjligt. Fortsatt att skolja.

VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att andningen underléttas.

Vid exponering eller obehag: Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRAL alt. Lakare

Natriumkarbonat )
VID KONTAKT MED OGONEN: Skolj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det
gar latt. Fortsatt att skolja

Riskbeddémningen ar utférd av: Datum
Martin Brengdahl 20170908
Arbetsgivarrepresentants underskrift: Datum
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