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EXPERIMENTS DE BIOQUIMICA VEGETAL PER A ESTUDIANTS
DE BIOQUIMICA

INTRODUCCIO

Aquest text presenta les practiques de laboratori corresponents a 1’assignatura Bioquimica
Vegetal de I’ensenyament de Bioquimica de la Universitat de Barcelona. Aquestes practiques
s’han anat realitzant en els laboratoris de la Facultat de Biologia de manera continuada des del curs
2001-2002, en que¢ es va iniciar el pla d’estudis vigent de 1’ensenyament de Bioquimica.

El manual inclou tres practiques de laboratori, que poden realitzar-se en tres sessions de cinc hores
de treball i que tracten aspectes diversos, com ara la identificacio de pigments vegetals, la demostracio de
’activitat fotoquimica dels cloroplasts i la determinacié d’una activitat enzimatica present en les cél-lules
vegetals. Aquestes practiques complementen el programa de teoria de 1’assignatura i permeten que
I’alumnat comprovi experimentalment alguns dels conceptes tractats a les classes teoriques.

L’estructura de les practiques és la segiient: cada practica s’inicia amb una introduccio tedrica, a
continuaci6 es descriuen els objectius i tot seguit es detalla la part experimental, amb el procediment i
els materials que cal utilitzar. En aquesta part del text s’han inclos espais buits per tal que 1’alumne
pugui apuntar els seus resultats, aixi com les preguntes que li han de permetre discutir els resultats
finals de la practica. Per tal de facilitar la tasca de 1’alumne, s’inclou també un esquema que resumeix
el procediment que s’ha de seguir en cada practica. La finalitat d’aquest esquema és proporcionar a
I’alumne una visié global del procés i un punt de referéncia en tot moment durant la realitzacié de la
practica. A continuacid sota el titol «Resultats esperables en la practica» s’inclou un resum de les
dades representatives obtingudes des del curs 2001-2002, en qué es van iniciar aquestes practiques en
’ensenyament de Bioquimica. Es tasca del professorat, després de cada una de les practiques, posar en
comu els resultats de cada grup i analitzar en cada cas les causes que determinats aspectes de la
practica hagin pogut donar valors erronis o desviats de la normalitat. Finalment, cada practica acaba
amb una bibliografia basica integrada per llibres de text o revisions generals.

El manual inclou també dos annexos que contenen material de suport per a I’alumne, que podra
utilitzar tant durant el desenvolupament de les practiques com després. Aixi, el primer annex conté una
série de qiiestions que 1’estudiant haura de respondre després de la realitzacid de les practiques i que
seran indicatives del grau de comprensi6é adquirit. En 1’altre annex s’inclou informacié técnica sobre
les etapes de centrifugaci6 i també sobre la metodologia necessaria per preparar un tampo6 de fosfat.
Aquest apartat esta adrecat especialment als alumnes que no tenen una formacié quimica avangada o
que fa temps que no han tingut contacte amb el laboratori. Atés que els alumnes que cursen
I’assignatura Bioquimica Vegetal de ’ensenyament de Bioquimica provenen d’ensenyaments molt
diversos (Biologia, Farmacia, Quimica, Medicina), hem considerat necessari incloure aquesta
informaci6 addicional en el manual.

En conjunt, amb aquest manual es pretén ajudar 1’alumnat a desenvolupar els experiments
proposats, perd també a interpretar els resultats obtinguts i a justificar-los sobre la base dels
coneixements teorics. D’altra banda, el manual serveix també com a resum del quadern de laboratori i
permet anotar els resultats a mesura que es van obtenint.
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Encara que aquest text esta adrecat als estudiants de I’ensenyament de Bioquimica, creiem que
pot ser d’utilitat també als estudiants de Biologia i altres arees afins. De fet, el manual contribueix a
compensar la manca de textos docents practics de bioquimica vegetal.

Finalment, volem agrair la col-laboracio en la preparacié d’aquest text a les diverses promocions
d’alumnes que han realitzat aquestes practiques en el laboratori i que ens han permés millorar les
descripcions dels procediments experimentals. També agraim a la doctora Montserrat Busquets els
seus suggeriments i comentaris durant la seva etapa com a cap d’estudis de Bioquimica.



PRACTICA 1
ANALISI QUALITATIVA DE PIGMENTS VEGETALS

INTRODUCCIO
Pigments vegetals

Els pigments vegetals sén compostos quimics que poden transmetre i/o reflectir la llum. El color
d’un pigment depen de I’absorci6 selectiva de determinades longituds d’ona de la [lum i de la reflexi6
d’altres. Els grups funcionals d’aquestes molécules que absorbeixen la llum s’anomenen cromofors i
generalment contenen dobles enllagos conjugats.

Encara que el terme pigment inclou un gran nombre de compostos d’estructures diverses, la
major part dels pigments poden classificar-se en dos grans grups: pigments nitrogenats i pigments no
nitrogenats.

El primer grup comprén els pigments que contenen almenys un atom de nitrogen en la seva
estructura, com les clorofil-les i les melanines. ElI segon grup, el formen els compostos que no
contenen nitrogen, com els carotenoides i els flavonoides.

Clorofil-les

Les clorofil-les sén els pigments responsables del color verd de les fulles de les plantes. A més,
son essencials per a la captacié de I’energia lluminosa i la seva transformacié en energia quimica
durant la fotosintesi. Les clorofil-les absorbeixen la llum en tot I’espectre visible, excepte en la zona
del verd i del groc, per aix0 la seva coloracié és verda. En aquestes molécules, el cromofor esta format
per un anell tetrapirrolic de porfirina coordinat amb un atom de magnesi. A les plantes hi ha dues
formes de clorofil-la: la clorofil-la a i la clorofil-la b. L’estructura de les dues clorofil-les és molt
similar i difereix Gnicament en un dels substituents de la porfirina, que en el cas de la clorofil-la a és
un grup metil i en el cas de la clorofil-la b és un grup formil (figura 1).
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clorofil-la a clorofil-la b

Figura 1. Estructura de les clorofil-lesa i b.

Carotenoides

Els carotenoides s6n pigments naturals de color vermell, taronja o groc. Sén els responsables de
la coloracié taronja de la pastanaga o del color vermell del fruit del tomaquet madur. Pel que fa a la
seva estructura, els carotenoides son tetraterpens (40 atoms de carboni) formats per 8 unitats
isoprenoides de 5 atoms de carboni. Normalment es fa servir el terme caroté per designar aquells
carotenoides que només contenen atoms de C i H a la seva estructura, mentre que el terme carotenoide
és més general i comprén, a més dels carotens, altres compostos, com les xantofil-les. Els carotens es
presenten fonamentalment en quatre formes: o, B, y i 8, dels quals el més abundant és el B-caroté. En
els animals, els carotens es transformen en vitamina A, i per aix0 es coneixen com a provitamines A.
Les principals diferencies estructurals entre els carotens es troben en la preséncia o no d’anells en els
extrems de la molécula i en les caracteristiques d’aquests anells (figura 2).
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licopé o-carote [-caroté y-caroté d-carote

Figura 2. Estructura dels principals carotens.

Si, a més, els anells dels extrems de la cadena hidrocarbonada contenen algun grup alcohol com
a substituent, els carotenoides resultants s’anomenen xantofil-les. Les xantofil-les s6n, doncs,
carotenoides amb grups hidroxils, i, per tant, sén molécules més polars que els carotens. Les més
abundants en les cél-lules vegetals son la luteina, la violaxantina, i la neoxantina. L’estructura
d’aquestes pigments es mostra a la figura 3.
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Figura 3. Estructura de les xantofil-les més abundants en les cél-lules vegetals.

Antocianines

A part de les clorofil-les i els carotenoides, I’altre gran grup de pigments vegetals és I’integrat
pels flavonoides. Aquests compostos tenen una estructura basica formada per 15 atoms de carboni,
C6-C3-C6, distribuits en dos anells aromatics (A i B) i un anell heterociclic central (figura 4). Dins
dels flavonoides, les antocianines son les molécules responsables, en moltes plantes superiors, de la
coloracio de les flors i dels fruits .

Les antocianines son molecules en que I’hidroxil de I’anell central esta glicosilat. La part no
glicosilada de la molécula d’antocianina s’anomena antocianidina.

Les antocianidines reben el nom de la planta de la qual van ser aillades per primer cop. Aixi, la
més comuna és la cianidina aillada a partir de Centaurea cyanus. Una altra, la pelargonidina, va rebre
el nom d’un gerani (del génere Pelargonium) amb flors de color vermell intens, la petunidina de color
porpra és present a les petunies i la malvidina de color malva és present a les malvacies.

En la figura 4 també es mostren algunes antocianidines i s’indiquen els seus colors. Com es pot
veure, el nombre i la posicio dels substituents hidroxil i metoxi de I’anell B determinen la coloracio
final de la molécula.
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R, R, Color
Pelargonidina| H H vermell
Cianidina OH H magenta
Delfinidinina OH OH porpra
Peonidina OCH; H magenta
Petunidina OCH; OH porpra
Malvidina OCH3z OCHj3 porpra

Figura 4. Estructura basica dels flavonoides (requadrada) i d’algunes antocianidines.

Cromatografia de capa prima

La cromatografia és una técnica de separacié que es basa en la diferent solubilitat dels
components d’una mescla en una fase mobil (un liquid o un gas), que es mou a través d’una fase
estacionaria (un solid o un liquid). Segons I’estat fisic de la fase mobil i de la fase estacionaria, es
parla de cromatografia gas-solid, cromatografia gas-liquid, cromatografia liquid-solid o cromatografia
liquid-liquid. Els pigments vegetals extrets amb dissolvents organics es poden separar gracies a
aquesta tecnica.

La cromatografia va ser utilitzada per primera vegada per Mikhail Semenovich Tswett I’any
1903 per separar els pigments vegetals. Aquest botanic rus va anomenar la tecnica de separacio
escriptura en color, del grec chromatos (“color’) i graphein (“escriptura’), a causa dels diferents colors
gue va separar en cromatografiar una solucié d’extractes de fulles verdes en éter de petroli a través
d’un tub de vidre amb pols d’alimina.

Després de més de cent anys, la cromatografia és una de les técniques més utilitzades en
bioquimica. Segons el tipus de suport, la cromatografia es classifica en cromatografia plana i
cromatografia en columna. La cromatografia de capa prima (en anglés, thin layer chromatography,
TLC) és una cromatografia plana liquid-solid, una de les técniques més senzilles, sensibles i
economiques utilitzades per separar i caracteritzar els components d’una mescla.
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Un dels aspectes més importants de la cromatografia plana és que, en un sistema
cromatografic determinat, el moviment relatiu d’un compost respecte al front de I’eluent és una
propietat caracteristica i reproduible. En el cas de les cromatografies planes, el moviment d’un
compost s’expressa amb un valor de factor de retencio6 (Rf).

El valor de Rf es defineix com la distancia recorreguda per la mostra (D1) dividida per la
distancia recorreguda per I’eluent (D2):

recorregut
de la 'y
fase mobil
D2
D1
aplicacio A 4
Rf = D1/D2

D1 = distancia recorreguda per la mostra, mesurada des del centre de la taca fins al punt d’aplicacio.
D2 = distancia total recorreguda per la fase mabil.

Figura 5. Esquema d’una separacié per cromatografia de capa prima.

Per a un sistema cromatografic determinat, el valor de Rf és una constant caracteristica de cada
compost. Es a dir, si es fan diferents separacions cromatografiques fent servir les mateixes fases mobil
i estacionaria, la relaci6 entre les distancies recorregudes per un compost determinat i per la fase mobil
es manté constant.

El valor de Rf varia entre 0 (el compost no es desplaca) i 1 (el compost no queda retingut i es
desplaca amb la fase mobil).

OBJECTIUS

Els objectius d’aquesta practica son tres:
1) Extreure, utilitzant dissolvents organics, els pigments vegetals presents a les fulles d’espinacs,
les arrels de les pastanagues i el fruit de tomaquet madur.
2) Obtenir els espectres d’absorbancia dels diferents extractes i analitzar els maxims
d’absorbancia obtinguts segons la coloracio dels pigments.
3) Separar i identificar els pigments vegetals presents en els extractes utilitzant la técnica de la
cromatografia de capa prima.
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MATERIALS

— Material biologic: arrel de pastanaga (Daucus carota), fruit de tomaquet (Lycopersicon
esculentum) sencer o triturat, fulles d’espinac (Spinacea oleracea).

— Reactius: acetona, cloroform, éter, hexa (ATENCIO!, son productes inflamables: cal
treballar a la vitrina), sulfat de sodi anhidre, NaCl 0,5 M.

— Altres materials: gasa hidrofila, embuts, vas de precipitat de vidre de 50 ml, tubs d’assaig de
vidre, paper de filtre Whatman del nam. 1, paper d’alumini, cubetes per espectrofotometre de
vidre o quars, plaques de silicagel pera TLC.

— Instrumental: morter, embut de decantacio, rotavapor (figura 6), espectrofotometre, cambra

cromatografica (figura 7).

Figura 7. Cambra cromatografica.
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PROCEDIMENT
Extraccié dels pigments

La preparacié de I’extracte dependra del material de partida.
a) A partir d’espinacs: es trossegen 5 g de fulles d’espinac i s’homogeneitzen en un morter amb
15 ml d’acetona durant 5-10 minuts (minim).

b) A partir de pastanaga: es pesen 20 g de pastanaga ratllada i s’homogeneitzen en un morter
amb sorra (o esferes de vidre) i 30 ml d’acetona.

¢) A partir de tomaquet:. es parteix de 10 g de tomaquet (pot ser fresc o triturat), que
s’homogeneitzen en un morter amb 15 ml de cloroform.

A continuacio, el procediment que se segueix per als espinacs i la pastanaga és el segiient:

Es fa passar I’homogenat a través de 4 capes de gasa i es recull en un tub de vidre. Tot seguit, es
filtra la suspensié resultant a través de paper Whatman del niim. 1 i es recull el filtrat directament
sobre un embut de decantaci6. Es renta el paper de filtre amb 15 ml d’acetona i el rentat es recull en
I’embut de decantaci6. A continuacid, s’afegeixen 10 ml d’¢ter i 10 ml d’aigua destil-lada. Es barreja
suaument i es deixa reposar fins que se separin nitidament les dues fases (2-10 minuts). Es descarta la
fase inferior (acetona-aigua). En cas que la separacié de les dues fases no sigui prou clara, afegiu-hi
NaCl 0,5 M. Es renta de nou amb 10 ml d’aigua destil-lada i es descarta la fase inferior.

Es pesen 5 g de sulfat de sodi anhidre en un vas de precipitats de 50 ml, es cobreix el vas amb
paper d’alumini i s’hi afegeix la dissolucié que conté els pigments. Es torna a filtrar la mostra a través
de paper Whatman del niim. 1 i es recull directament en un bald. Posteriorment, es renta el paper amb
una mica d’€ter, 1 el rentat es recull en el balo.

S’evaporen les restes d’éter de la mostra al rotavapor (20-30 min a temperatura ambient).
S’afegeixen uns 3 ml de cloroform al residu solid i es recupera la fase de cloroform. Aquesta
dissolucio sera la mostra de pigments que s’analitzara en els apartats segiients en 1’espectrofotometre.

IMPORTANT: les mostres s’han de mantenir durant tot el procés protegides de la llum, per la
qual cosa cobrirem els recipients amb paper d’alumini.

El procediment que se segueix per al tomaquet és idéntic al descrit per als espinacs i la
pastanaga, llevat dels canvis deguts a la utilitzaci6 de cloroform com a dissolvent de
I’homogeneitzacio: el rentat del paper Whatman del nim. 1 es fa amb 15 ml de cloroform i a
I’extraccid s’afegeixen 20 ml d’aigua (sense éter!). El rentat final es fa amb cloroform.

Espectres d’absorbancia
S’obté un espectre continu d’absorbancia entre 350-800 nm de cadascuna de les mostres de

pigments preparades en 1’etapa anterior. En cas d’utilitzar un espectrofotometre Shimadzu UV 160A,
es fa servir el programa 2.spectrum amb els parametres que s’indiquen a continuacio:
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PARAMETER CHAMGE Y-H 7
1.x5= 288 .8HH xE= Z58.8HH
2 .MEASURE: ABS~-T% »=ABS
Z.UPPER=+1.884 LOWER=+8.864
4 .SCAM SPEED=FAST
5.CYCLE T= 1BSEC  H= 1
&.0UERLAY HO
7.COPY H
8.SURUEY SCAH MO
2.FILE

Figura 8. Programacio de I’espectrofotometre per a I’obtencié de I’espectre d’absorbancia.

Cromatografia de capa prima

Per a I’analisi qualitativa de pigments per cromatografia de capa prima, cadascun dels extractes
anteriors s’ha de concentrar amb el rotavapor i s’ha de redissoldre en 200 pl de cloroform.

Es marca una ratlla amb llapis a 2 cm de I’extrem inferior de la placa cromatografica.
S’apliquen les mostres sobre la ratlla tot deixant una distancia d’1,5 cm de marge i entre les
aplicacions. S’apliquen 15 ul de cada mostra. Les aplicacions s’han de fer de 5 ul en 5 ul i cal esperar
gue s’assequin cada cop.

Es preparen 220 ml d’eluent (hexa/éter/acetona 60/30/20) i s’aboquen dins la cambra de
cromatografia. Es deixen saturar 20 min abans de comencar la cromatografia. Cal protegir la cambra
de la Illum amb paper d’alumini.

Es deixa desenvolupar la cromatografia durant 30 min, aproximadament, fins que el front quedi
a 3 cm de I’extrem superior de la placa. Un cop acabada la separacié, es marca el front amb un llapis i
es deixa assecar la placa.

Exercicis:
e Calculeu els valors de Rf .
e Observeu la placa sota Ilum ultraviolada i anoteu els canvis.
o Identifiqueu els principals pigments presents en cadascuna de les mostres analitzades.
e Determineu la relaci6 entre I’estructura quimica dels pigments i la seva mobilitat (Rf) en les

condicions utilitzades en la cromatografia de capa prima.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for high quality pre-press printing. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later. These settings require font embedding.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308030d730ea30d730ec30b9537052377528306e00200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /FRA <>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee575284e8e9ad88d2891cf76845370524d6253537030028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f0030028fd94e9b8bbe7f6e89816c425d4c51655b574f533002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c9069752865bc9ad854c18cea76845370524d521753703002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f300290194e9b8a2d5b9a89816c425d4c51655b57578b3002>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice




