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1. Algemene aanwijzingen

· Je krijgt drie sets van opdrachten en antwoordbladen. Aan het eind van de opdracht stop je één set opdrachtbladen en antwoordbladen voorzien van de handtekening van de zaalassistent in de envelop. Op de envelop noteer je volgende gegevens: Land, Team en plaatsnummer. Lev er de envelop in. 

· Schrijf de namen van de groepsleden in het vak in de rechterbovenhoek van de eerste pagina. Vergeet ook niet het nummer van de labplaats die je toegewezen hebt gekregen.
· Je hebt 2 uur voor dit onderdeel. Zorg dat je de opgaven en de antwoordbladen gelezen hebt voordat je begint. Verder mogen jullie zelf onderling het werk verdelen. Er zijn 19 bladzijden in Opdracht 1B en 14 bladzijden in het antwoordblad van Opdracht 1B.

· Schrijf de antwoorden en berekeningen in de daarvoor bestemde antwoordboxen.

· Extra chemicaliën en/of andere benodigdheden worden vertrekt onder aftrek van 2 strafpunten voor iedere extra verstrekking. 

· Er wordt geen extra uitleg verstrekt.

· Het gebruik van correctievloeistof (typ-ex) en een programmeerbare rekenmachine is niet toegestaan.

· gebruik alleen een blauw of zwart schrijvende pen

· Je mag gebruik maken van het toilet, nadat je daar toestemming voor hebt gekregen van de zaalassistent 

· Als je klaar bent met de experimenten, moet je alle alle rommel opruimen en alle opnieuw te gebruiken glaswerk schoonmaken met ethanol (dit is aanwezig in speciale spuitflessen) 

· Zet alle instrumentaria terug op de labtafel en vink deze af op de verstrekte lijst 

2.  REGELS WAARAAN MEN ZICH TE HOUDEN HEEFT IN DE LABORATORIA

· Draag veiligheidsbril, beschermende handschoenen en een labjas  zolang je aanwezig bent op het laboratorium.

· Houd je aan de R- en S-zinnen.

· Doop nooit tweemaal dezelfde pipet in de voorraadoplossing.

· Snuif niet reagentia op. 

· Deponeer gebruiket chemicaliën in de plastic fles die gelabeld is met “WASTE”.

· Ruim gebruikte reageerbuisjes en gebroken glaswerk op in de “GLASS WASTE DISPOSAL”.

· Het is niet toegestaan om te eten of te drinken op het laboratorium.

· Blijf op je eigen plaats en leen geen chemicaliën of instrumenten van andere teams. Als je ergens hulp bij nodig hebt, aarzel dan niet om de labassistent hierom te vragen.

· Strafpunten worden gegeven voor het niet opvolgen van de veiligheidsregels.

· Volg altijd de aanwijzingen van de zaalassistent op.

· Als je op je papier ziet Zaalassistent!!!!  steek dan je hand omhoog en wacht tot de zaalassistent je experiment heeft gezien voordat je doorgaat. 

· Als je enig ander hulp nodig hebt van de zaalassistent steek dan eenvoudig je hand omhoog en wacht.

3. Chemicaliën- en Apparatuurlijst 

	Reagens
	Hoeveelheid
	  zit in
	gelabeld

	Gedestilleerd water
	500mL
	Plasticspuitfles
	Distilled Water

	ethanol
	10 mL
	Glazen potje
	ETHANOL 99.8%

	Petroleum ether
	
	Glazen potje (staat in de zuurkast)
	Petroleum ether

	Petroleum ether:chloroform:aceton 3:1:1
	20mL
	In het ontwikkelvat (grote erlenmeyer)
	


	Wat je zelf meegebracht moet hebben:
	Quantity

	Labjas
	1

	Veiligheidsbril
	1

	Potloodl
	1

	Pen
	1

	(grafische)rekenmachine
	1


4.  Veiligheidsregels, R- en S-zinnen

	PETROLEUM ETHER
	R 11-45-65 en  S 9-16-29-53-45

	ETHANOL
	R 11 en S 7-16

	CHLOROFORM
	R22-38-40-48 20/21/22 en S36-37

	ACETONE
	R 11-36-66-67en S 9-16-26


R-zinnen 

R 11                 Licht ontvlambaar 

R 22                 Schadelijk bij opname door de mond

R 26                 Zeer vergiftig bij inademin
R45                 Kan kanker veroorzaken 

R38                Irriterend voor de huid 

R40               Onherstelbare effecten zijn niet uitgesloten 

R48               Gevaar voor ernsige schade aan de gezondheid bij lagdurige blootstelling 

R65               Schadelijk: kan longschade veroorzaken bij opname door de mond 

R66               Regelmatige blootstelling kan een droge huid of barstjes in de huid veroorzaken 

R67               Zweten kan misselijkheid en duizeligheid veroorzaken 

Combinatie van R- en S-zinnen

R20/ 21/22    Schadelijk bij inademing, aanraking met de huid en bij opname door de mond

S-zinnen 

S 9                Op een goed geventileerde plaats bewaren 

S7                   In goed gesloten verpakking bewaren 

S 16                 Verwijderd houden van ontstekingsbronnen - niet roken 

S 22                 Stof niet inademen
S 23                 Gs/rook/damp/spuitnevel niet inademen 

S 25                 Aanraking met de ogen verwijden

S26 
Bij aanraking met de ogen onmiddellijk met overvloedig water afspoelen en deskundig medisch advies inwinnen 

S29 

Afval niet in de gootsteen werpen 

S36 

Draag geschikte beschermende kleding 

S37 

Draag geschikte handschoenen 

S 45                 Ingeval van ongeval of indien men zich onwel voelt, onmiddellijk een arts raadplegen (indien mogelijk hem dit etiket tonen.

S53                  Blootstelling vermijden- vóór gebruik speciale aanwijzingen raadplegen 




5. ALGEMENE INTRODUCTIE AND THEORIE

We weten allemaal dat planten aan fotosynthese doen. Dit woord is afgeleid van twee Griekse woorden phos en synthese, wat vertaald kan worden in het maken met licht.  Planten gebruiken licht als energiebron voor de productie van glucose (C6H12O6).  In feite vangen photosynthetische organismen licht op en zetten het om in chemische energie in het glucosemolecuul. De uitgangsstoffen die een plant gebruikt om glucose te maken zijn CO2 en H2O. 

De vergelijking voor de fotosynthese is:       6 CO2 + 6 H2O ( C6H12O6 + 6 O2 

Licht is elktromagnetische straling. Zichtbaar licht is een verzameling van veel golflengtes tussen 380 - 750 nm, die we waarnemen als verschillende kleuren. Elke golflengte wordt geassocieerd met een specifiek foton, of een energiedeeltje. De energie van een foton wordt berekend met de volgende formule = h(c/( waarin:

 h is  de constante van Planck = 6,626( 10-34 Js, c is de lichtsnelheid =3( 108 m/s, 

en ( is de golflengte.

In het algemeen geldt dat kortere golflengtes meer energie vertegenwoordigen dan de langere. Zie Figuur 1: spectrum van licht en van andere elktromagnetische golven. 
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Figure 1: electromagnetic and light spectrum

Het systeem dat levende planten gebruiken om licht op te vangen en om te zetten in chemische energie maakt gebruik van zogenaamde pigmetmoleculen die verankerd zitten in de thylakoidmembranenen binnen chloroplasten. Eenvoudig gezegd: deze pigmenten absorberen fotonen. De energie van deze fotonen duwt sommige van de pigmentelektronen omhoog uit hun lagere meer stabiele schil naar hogere onstabiele ergieniveaus.  Deze elektronen worden opgevangen door ander naburige moleculen in het thylakoidmembraan, en geleidelijk getransporteerd naar een lager energietoestand aldus de oorspronkelijke lichtenergie omzettend in elektrische energie. Dit wordt dan vervolgens gebruikt om covalente bindingen te maken (chemische energie) gebruik makend van de uitgangsstoffen uit lucht (CO2) en uit de bodem (H2O) om de uiteindelijke verbinding glucose te synthetiseren.

Niet alle pigmenten die in planten gevonden worden, worden gebruikt om licht op te vangen en te zorgen voor fotosynthese. De pigmenten van het blad hebben de eigenschap om zekere golflengtes te absorberen en door te geven, terwijl ze andere weerkaatsen. De 'kleur" die we zien, is de combinatie van golflengtes die worden weerkaatst door de pigmentmoleculen. De verzameling golflengtes die wordt geabsorbeerd door een piment (zolas chlorofyl) is bekend als het absorptiespectrum van dat pigment. Kijk in de tabel hieronder om sommige voorbeelden van natuurlijke pigmenten te bestuderen.

Rode sla (Lollo rosso, Lactuca Sativa), heeft zeer donkergroen-rode bladeren, wat betekent een erg hoge concentratie van fotosynthetische pigmenten. Welke pigmenten zijn aanwezig in rode sla, wat zijn hun eigenschappen, nemen ze allemaal deel aan de fotosynthese of hebben ze een ander rol, komen ze allen voor in de chloroplastmembranen? Denk je dat alle planten dezelfde pigmentconcentraties hebben en in dezelfde verhouding?? Neem deze vragen in beschouwing als je de geheimen van rode sla uitpluist.

Bij de eerste fase van deze experimenten moet je pigmenten extraheren uit de slablaadjes. 

In de volgende fase van het experiment zul je proberen alle pigmenten in rode sla te indentificeren door ze te scheiden op basis van hun oplosbaarheid in apolaire oplosmiddelen. Tenslotte zul je de eigenschappen van de pigmenten onderzoeken en hun nut in levende cellen proberen te verklaren.

	Leaf Pigment family
	Chemical Structure  of known examples
	Absorption Spectrum
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Carotenoids
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Chlorophylls
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Anthocyanins
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Table 1: Natural Pigments

6. EXPERIMENTEN

1. EXPERIMENT 1: De mate van fotosynthese bij verschillende lichtintensiteiten 

Je krijgt hier de resultaten van Experiment 1. We hebben getest in hoeverre rode slabladeren in staat zijn om aan fotosynthese te doen. In een luchtdicht afgesloten fles bevinden zich twee bladeren, samen met een CO2 sensor. De CO2-concentratie (in delen per miljoen (ppm)) van de lucht in de fles werd  gemeten als een functie van de tijd in de afwezigheid (van A tot B) en in de aanwezigheid (van B tot C) van [image: image15.png]£ 5
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kunstlicht. Hieronder staan de resultaten in een grafiek:
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Langs de Y –  as staat de CO2 -concentratie in ppm (delen per miljoen)

Langs de X-axis staat de tijd in seconden. 

· Antwoordblad  Vragenreeks 1 van experiment 1

2. EXPERIMENT 2: Extractie en identificatie van de pigmenten van rode slabladeren via dunne laag chromatografie (TLC)

Duur: ongeveer 30 min

Inleiding en theorie

Gewoonlijk bestaat natuurlijk pigment uit organische moleculen, die verschillende moleculaire structuren en verschillende chemische en fysische eigenschappen hebben. Op grond van de structuur van de moleculen kun je bepalen of ze polair zijn of niet. Vetzuren bijvoorbeeld zijn niet polair, hydrofoob, waardoor ze niet in water oplossen en juist wel in niet polaire (apolaire) oplosmiddelen. Nucleïnezuren daarentegen zijn meestal polair, hydrofiel en mengen dus goed met water. Het is dus mogelijk om organische componenten te scheiden en te identificeren op grond van hun polariteit door te testen hoe goed ze met verschillende apolaire oplosmiddelen mengen en hoe gemakkelijk ze hechten aan een polair oppervlak. Dit proces staat bekend als dunne laag chromatografie (in het engels: Thin Layer Chromatography (TLC)). Letterlijk vertaald uit het Grieks betekent dit ‘Schrijven met kleuren’. TLC scheidt een mengsel van componenten op grond van verschillende affiniteit aan een vast polair oppervlak (in dit geval een dun laagje silicium op een plaatje) en hun verschillende oplosbaarheid in een apolaire vloeistof (een organisch oplosmiddel). Jullie gaan uit de rode sla de mogelijke polaire en apolaire fotosynthetische pigmenten scheiden, gebruik makend van TLC. 

Apparatuur voor de extractie van de pigmenten

	1 reageerbuisje van 15 cm lang

	1 maatcilinder van  10 mL 

	Papieren doekjes

	1 glazen potje met 10 mL zuiver Ethanol, gelabeld ethanol 99.8%

	1 rek voor de reageerbuisjes

	1 watervaste pen

	2 glazen potjes van 5 mL met een dop

	1 mortier en vijzel of stamper

	2 ronde stukken filtreerpapier (50 mm diameter)

	1 glazen trechter

	1 wasflesje met gedestilleerd water


Apparatuur voor de chromatografie (TLC) 

	1 TLC plaatje (12 cm lang 2.5 cm breed) (daarop ligt een dun laagje polair silicium). Het is gewikkeld in folie.

	1 potlood

	1 pincet

	1 doorzichtig lineaal

	pipetpuntjes - p10 

	Plastic Pasteurpipetten van 1 mL en van 3 mL

	Erlenmeyer van 250 mL (gebruikt als ontwikkelkamer)- met 15 mL niet-polair oplosmiddel (petroleum ether, aceton, chloroform,  3:1:1.)


Werkwijze 

1. Bepaal de massa van het gekregen slablad en noteer de waarde op het antwoordblad. 

2. Spoel de sla af met gedestilleerd water en maak ze zorgvuldig en voorzichtig droog met papieren doekjes. 

3. Maken van een homogeen mengsel. Maal de bladeren zo fijn mogelijk met de mortier en vijzel/stamper, onder toevoegen van 2 mL ethanol (gebruik daarbij een Pasteurpipet). Plaats een filtreerpapier in de trechter en zet dit op de maatcilinder van 10 mL. Giet alleen de verkregen vloeistof voorzichtig af in de maatcilinder, zonder ook maar iets te verliezen. Herhaal dit nog twee keer, tot de pigmenten volledig uit de blaadjes zijn onttrokken. (gebruik maximaal 6 mL ethanol). 

4. Uiteindelijk houd je in de maatcilinder ten hoogste 6 mL helder filtraat over, waarin de geëxtraheerde pigmenten zijn opgelost. Dit is jullie EXTRACT. Noteer het volume van dit extract op je antwoordblad.

Toon je extract aan de zaalassistent !!
5. Breng 0.25 mL van het extract over in een glazen potje met dop, met behulp van een plastic Pasteurpipet met maatverdeling, sluit het af en label het TLC , noteer er ook jullie team number op.

6. Breng nogmaals 0.25 mL over in een ander glazen potje met dop, verdun het door toevoeging van 2 mL ethanol, sluit het af en label het total; ook hier noteer je er jullie team number op.

7. Breng de rest van het extract uit de maatcilinder over in een 15 cm lange reageerbuis en bewaar het veilig in het rek. 

Toon de potjes van stap 5, 6 and 7 aan de zaalassistent!!! 

Bewaar de potjes van stap 5, 6 and 7 . Je hebt ze allemaal nodig in het vervolg van het experiment.

· Antwoordblad  Vragenreeks 2  van experiment 1

Vervolg van de werkwijze: Scheiding van de pigmenten door middel van dunne laag chromatografie 
LET OP!!! Behandel de TLC plaatje met grote zorg. Je mag de witte kant absoluut niet aanraken met de blote hand, er niet op krassen met het potlood of met de pipettip. Zorg dat je er ook geen vloeistof op morst!!!

8. Trek handschoenen aan voordat je de TLC plaatje uit de folie haalt. Houdt het langs de zijkant vast, met de zilveren zijde naar beneden gekeerd en leg het op een proper/schoon stuk papier met de witte kant naar boven.
9. Vanaf 2 cm van het linker uiteinde trek je voorzichtig een rechte lijn met het potlood dwars over de plaatje. Dit is startpunt, punt 0. Zet vanaf punt 0 om de cm voorzichtig een potloodstreepje langs de zijkant van de plaatje. Beschouw de kant van het startpunt als de bodem van de plaatje; het andere uiteinde van de plaatje is de top. 
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Figuure 2: TLC voorbereiding
10. Breng de TLC plaatje, het glazen potje lgeabeled TLC en de p10-pipetpuntjes naar de zuurkast. 
11. Zie Figuur 2 B. Van elk team mag slechts één persoon naar de zuurkast gaan. Je gebruikt een pipetpuntje om het extract op het TLC-plaatje te brengen. Je houdt het topje van de pipetpunt in het extract, houdt het verticaal en raak met de punt de potloodlijn op het TLC-plaatje aan. Hierdoor krijg je een stip. Breng een tweede stip op de potloodlijn aan (niet meer dan 2-3 mm diameter, en 5 mm verwijderd van de andere stip). Laat de stippen drogen. Herhaal deze werkwijze verschillende malen totdat de stip een zeer donkere kleur krijgt – ongeveer 20 keer. Let op dat je met de pipetpunt de siliciumstrook niet bekrast!! Noteer je ‘team number’ bij de top van het TLC-plaatje.
Toon het TLC-plaatje aan de zaalassistent!!! 

12. Jullie erlenmeyer van (gebruikt als ontwikkelkamer) staat in de zuurkast.Maak deze niet open voordat je ermee verdergaat. Zwenk de erlenmeyer zachtjes om zodat de wanden bevochtigd worden. Neem het TLC-plaatje aan de bovenkant (top) vast met het pincet, open de erlenmeyer en plaats het TLC-plaatje er snel en voorzichtig in – de bodem steekt nu in het niet-polair oplosmiddel, maar als het goed is, BLIJFT DE POTLOODLIJN BOVEN HET VLOEISTOFOPPER-VLAK. Sluit onmiddellijk goed af. Laat dit nu staan.
13. Wacht nu totdat het front van het oplosmiddel tot bij het merkteken van 4 cm is gekomen. Dit duurt ongeveer 5 min.

14. Haal nu het TLC-plaatje eruit en geef ONMIDDELLIJK met een streep aan tot waar het het front van het oplosmiddel is gekomen! Geef direct met een potloodstip het midden van elke zichtbare vlek aan, en noteer op je antwoordblad hun kleur, in volgorde van boven naar beneden. Als het plaatje opgedroogd is, is het moeilijk om de kleuren goed te onderscheiden.

· Antwoordblad Vragenreeks 2  

15. Laat het plaatje drogen. Het moet aan je antwoordblad toegevoegd worden.



3. EXPERIMENT 3: Scheiding van de Pigmenten op basis van hun verschil in oplosbaarheid

Duur: ongeveer 10 min

Inleiding

Zoals je weet van de vorige opgave, hebben verschillende pigmenten een verschillende oplosbaarheid in niet-polaire oplosmiddelen. In deze opdracht, zul je de polaire en niet-polaire pigmenten van elkaar scheiden.

Apparatuur

	Het extract in het 15cm-lange reageerbuisje uit het rek (Experiment 2) 

	2 reageerbuisjes van 10 cm-lang en reageerbuis van 15 cm lang

	Pasteurpipetjes met speentjes (bevinden zich in de zuurkast)

	Plastic pipetten van 1 mL and 3 mL met schaalverdeling (bevinden zich in de zuurkast)

	Petroleum ether (in een gelabeld glazen potje - bevinden zich in de zuurkast)


Werkwijze

1. In het rek bevindt zich de 15 cm lange reageerbuis waarin nog steeds het extract zit. In het rek bevinden zich ook de lege 10- en 15-cm lange reageerbuizen. Ga met het rekje met de buizen naar de zuurkast.

Vanaf hier wordt alles uitgevoerd in de zuurkast. 

2. Vul het extract aan met petroleum ether tot bijna aan de top van de buis (een paar cm van de rand).

3. Sluit de reageerbuis af met je duim (handschoenen aan) en draai de buis 3 à 4 maal zachtjes ondersteboven en weer terug, zodat de inhoud volledig gemengd wordt.  VOORAL NIET SCHUDDEN. Je moet je duim er voorzichtig afhalen om de druk tengevolge van de vluchtige ether zachtjes te laten ontsnappen (REDEN:  dit is om te voorkomen dat de vloeistof met een hoge druk wegspuit uit de buis)

4. Laat de buis rusten tot er zich duidelijk twee lagen vormen. Ga niet verder voordat de scheiding volledig is. 

Toon de reageerbuis aan de zaalassistent!!! Noteer de kleuren van de bovenste en van de onderste laag op je antwoordblad Vragenreeks 3.

· antwoordblad Vragenreeks  3 

5. Om de twee lagen te scheiden moet je zeer zorgvuldig werken: 

Breng met een Pasteurpipetje voorzichtig de bovenste laag over in een schone 15-cm lange reageerbuis. Het is belangrijk dat het deel van de bovenste laag dat je overbrengt, volkomen schoon is (niet verontreinigd is). Breng niets over van de troebele scheidingslaag.  Label deze buis met Upper. 

Voeg aan de onderste laag petroleum ether toe en herhaal de stappen 2 tot en met 4. Hierna breng je met een Pasteurpipetje voorzichtig de bovenste laag over in de afvalbak ( waste container). Breng ook de troebele scheidingslaag daarin over, waarin ongewenst materiaal kan zitten. Het geeft niet als je iets van de onderste laag verspilt zolang datgene wat overblijft maar schoon is. Breng nu de rest van de onderste laag over in een schone 10 cm-lange reageerbuis. Label deze buis met Lower
Toon de reageerbuizen aan de zaalassistent!!!!!! Je pigment oplossingen mogen niet troebel zijn. Je hebt zowel de buis gelabeld upper als lower nodig voor de volgende stap. 

· Antwoordblad Vragenreeks 3




4. EXPERIMENT 4: Registratie van de absorptiespectra van je gescheiden pigmentfracties.

Ongeveer 10 min

Apparatuur

	De reageerbuis met de upper laag. Laat deze in de zuurkast.

	De reageerbuis met de lower laag. Laat deze in de zuurkast.

	Het flesje uit  Experiment 2 met label total

	Drie plastic 1mL cuvetten in de polystyreen rek gelabeld met je plaatsnummer.


Werkwijze

1. Het is nodig dat je 1 mL van elke drie oplossingen Upper, Lower en total in drie aparte cuvetten. 

Pas op: gooi niet het restant van de drie oplossingen weg. De Upper laag heb je nodig bij het volgende experiment.

2. Label de cuvetten met 1, 2, en 3 respectievelijk voor Total,  Upper, and Lower. Schrijf het cijfer (klein!) vlak bij de bovenkant van de cuvet. 

3. Een van je teamgenoten brengt de drie cuvetten naar zaalassistent en gaat mee om de extinctie (absorbance) van iedere fractie te meten bij alle golflengtes tussen 400nm en 700nm.

Zaalassistent !!!!  Laat de zaalassistent weten dat je klaar bent om de extincties te laten meten.

Je teamgenoot zal terugkomen met de geprinte versie het absorptiespectrum van elk van de drie fracties. 
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5. EXPERIMENT 5: Wat gebeurt er als pigmenten licht absorberen?

Ongeveer 2 min

Inleiding

Het pigmentmolecuul in je bovenste laag, welke was geïsoleerd uit zijn membraanhuis in het chloroplast, absorbeert fotonen die uitgezonden waren door de halogeenlamp. Wat gebeurt er met de energie van deze fotonen?
Apparatuur

Halogeenlamp

De resterende extracten gelabeld met UPPER uit Experiment 3

Instructies

In de afzuigkast vind je een halogeenlamp. Zet hem zodanig neer dat hij niet in je ogen schijnt en zet hem aan. Pak de buis met het label UPPER en plaats hem zo dicht mogelijk voor de lamp. Kijk wat er gebeurt. 
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