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TYO 1. KASVIN VARIAINEIDEN EROTUS

KOHDERYHMA: Ty soveltuu seké ylakouluun etté lukioon.

KESTO: 1 h.

TAVOITE: Oppia kromatografia menetelmana ja poolisuuden vaikutus erottumiseen.
AVAINSANAT: Poolisuus — Erottaminen — Uuttaminen — Ohutlevykromatografia
TARVITTAVAT ENNAKKOTIEDOT: Poolisuuden kasite, ohutlevykromatografian perusteet

Kuva 1: Claude Alleva (Pixabay)

1. TYON IDEA

Vérien monimuotoisuus on aina kiehtonut luonnontieteilij6itd, mutta vasta 1900-luvun alkupuolella alettiin
ymmartaa pigmentteihin littyvaa kemiaa. Tata ennen ei ollut pigmenttien tutkimiseen tarvittavia
laboratoriovalineitd ja menetelmia. Pigmentit esiintyvat luonnonmateriaaleissa niin pienina ainemaarina,
ettd niiden eristdminen oli vaikeaa ja vaikka eristdminen olisi onnistunut, puhtaita naytteita ei olisi voitu
analysoida kaytdssa olevilla menetelmilla riittdvan tarkasti. Tarkkoihin maarityksiin olisi tarvittu paljon

naytteita. Vasta kromatografian kehittyminen antoi tydkalut pigmenttien kasittelyyn laboratoriossa.
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Kasveissa on sekd rasva- ettéd vesiliukoisia pigmentteja. Rasvaliukoiset pigmentit ovat karotenoideja.
Karotenoidit voidaan jakaa karoteeneihin ja ksantofylleihin. Karoteenit (Kuva 1) ja ksantofyllit (Kuva 2) ovat
rakenteeltaan samankaltaisia, isokokoisia isopreenihiilivetyja, mutta ksantofyllien rakenteet sisaltavat
happea. Karoteenit ja ksantofyllit ovat paaosin keltaisia pigmentteja, beta-karoteeni on oranssinkeltainen

ja ksantofylli luteiini on keltainen, mutta ne jaavat usein kasveissa vihrean klorofyllin varjoon.

Kuva 1. Karoteenin (Beta-karoteenin) rakennekaava.

Kuva 2. Ksantofyllin (Luteiini) rakennekaava.

2. TAUSTATEORIA

Varien eristys ohutkerroskromatografialla perustuu molekyylien poolisuuseroon, minka vuoksi ne liikkuvat
levylla eri nopeudella. Ohutkerroskromatografialevyssa on polaarista piihappogeelia, minka vaikutuksesta
polaariset molekyylit liikkuvat levya pitkin hitaammin kuin poolittomat. Esimerkiksi luteiini jaa levylla
alemmaksi kuin beta-karoteeni, koska luteiini on polaarisempaa (sis. hydroksyyliryhmid) kuin beta-
karoteeni. Eluentti - eli ajoliuos - on liuotin tai liuottimien sekoitus joka erottaa yhdisteet niiden

polaarisuusjarjestykseen suhteessa ajoliuokseen.

3. ENNAKKOTEHTAVAT

e Mista ruska johtuu?
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e Mita variaineita kasvien lehdissa on?

e Missa kasvien variaineet sijaitsevat?

e Kerro poolisuudesta omin sanoin.

4. TYOTURVALLISUUS JA KEMIKAALIT

TYOTURVALLISUUS JA JATTEIDEN
KASITTELY

Kayta laboratoriotakkia, -laseja ja -hanskoja
tybskennellessasi kemikaalien kanssa.

Lue tydohjeen tySturvallisuus ja kemikaalit -osio
huolellisestil

.  n-heksaani

Helposti syttyva neste ja hdyry ‘@@@
Voi olla tappavaa nieltyna ja joutuessaan

hengitysteihin

Arsyttaa ihoa

Saattaa aiheuttaa uneliaisuutta ja huimausta

Epéilldan heikentdvan hedelmallisyytta

Saattaa vahingoittaa elimia (hermosto) pitkdaikaisessa tai toistuvassa altistumisessa (jos
kemikaalia on hengitetty)

Myrkyllista vesielidille, pitkdaikaisia haittavaikutuksia

Ensiaputoimenpiteet:

o Hengitettyna: Siirrd henkilo raittiiseen ilmaan ja pida lepoasennossa, jossa on helppo
hengittaa. Kaikissa epavarmoissa tapauksissa tai kun oireet eivat hellita, saatettava
1&akarin hoitoon.

o lholle saatuna: Huuhdo/suihkuta iho vedelld. Ihoarsytyksessa hakeuduttava I&akarin
hoitoon.

o Silmdkosketus:Huuhdo huolellisesti vedelld usean minuutin ajan. Hakeuduttava
silmaldakarin hoitoon.
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o Nieltyna: Huuhdo suu. Ei saa oksennuttaa. Aspiraatiovaara. Ota valittdmasti yhteys
laakariin.

Il. Dietyylieetteri

Erittain helposti syttyva neste ja hoyry.

Haitallista nieltyna.

Saattaa aiheuttaa uneliaisuutta ja huimausta.

Ensiaputoimenpiteet:

o Hengitettyna: Huolehdittava raittiista iimasta. Jos hengitysvaikeuksia, siirrd henkild
raittiiseen ilmaan ja pida lepoasennossa, jossa on helppo hengittaa. Altistumisen
tapahduttua tai jos epailldan altistumista: Ota yhteys laakariin.

o lholle saatuna: Huuhdo/suihkuta iho vedelld. Suositellaan ennaltaehkaisevaa ihon
suojausta (suojavoiteet ja -6ljyt).

o Silmakosketus: Huuhdo huolellisesti vedella usean minuutin ajan. Kaikissa epavarmoissa
tapauksissa tai kun oireet eivat hellita, saatettava laakarin hoitoon.

o Nieltyna: Huuhtele suu vedella (vain jos henkil6 on tajuissaan). El saa oksennuttaa.
Aspiraatiovaara. Ota yhteys 1aakariin.

lll. Asetoni

Helposti syttyva neste ja hoyry

Arsyttaa voimakkaasti silmia

Saattaa aiheuttaa uneliaisuutta ja huimausta

Ensiaputoimenpiteet:

o Hengitettyna: Anna raitista ilmaa. Kaikissa epavarmoissa tapauksissa tai kun oireet eivat
hellita, saatettava |aakarin hoitoon.

o lholle saatuna: Huuhdo/suihkuta iho vedella. Suositellaan ennalta ehkaisevaa ihon
suojausta (suojavoiteet ja -6ljyt).

o Silmakosketus:Silmia huuhdottava luomet auki juoksevan veden alla vahintaan 10
minuuttia. Jos esiintyy silmien arsytysta, tulee konsultoida silmalaakaria.

o Nieltyna: Huuhdo suu._Ei saa oksennuttaa. Aspiraatiovaara. Ota valittdmasti yhteys
1&8kariin.

5. TYON SUORITUS

TyOskentelyn aikana naytteet on suojattava valolta mahdollisimman hyvin karotenoidien hajoamisen
estamiseksi.

a. Tarvittavat valineet
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Mittalasi 10 ml

Ajoastiaksi 100 ml dekantterilasi

Huhmare ja survin

TLC-levy eli ohutkerroskromatografialevy (thin layer chromatography)
Suodatinpaperia

Suppilo

Lyijykyna

b. Reagenssit

Asetoni
Dietyylieetteri
n-heksaani
Kasvin lehtia

c. Tyovaiheet

Esivalmistelu:

Keraa reagenssit ja tarvikkeet ja punnitse n. 2g kasvien lehtia.

Silppua lehdet saksilla tai murskaa kasin (kuivat lehdet) pieniksi paloiksi
huhmareeseen

Leikkaa ohutkerroskromatografialevyt 6cm x 4cm kokoisiksi paloiksi.
Ajoliuos valmistetaan sekoittamalla 2 ml n-heksaania ja 5 ml
dietyylieetteria ajoastiaan. Ajoliuoksen taytyy antaa kaasuuntua
ajoastiassa kannen alla 5 minuuttia. Ajoastia pidetaan vetokaapissa!l

Lehtien murskaaminen asetonissa:

e Hienonna lehtisilppua noin 15 ml:ssa 100 % asetonia 10-12 minuutin ajan.
Asetonia haihtuu hienonnuksen aikana, joten lisda sita valilla (esim. 3ml
kerrallaan). Liuosta pitaa olla tarpeeksi suodatukseen, jotta
ohutlevykromatografialevya voi kastella liuoksessa. Jos liuosta on vahan,
lisda asetonia.

Asetoniliuoksen suodatus:

e Suodata homogenaatit eli tutkittavat aineet liuoksessa petrimaljoille kayttaen
suppiloa ja suodatinpaperia.
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TLC-levyn kastaminen

e Tydéryhma merkitsee pehmealla lyijykynalla ajolevyn alareunaan pienen merkin 1
cm ja yldreunaan viiva 0,5 cm kohdalle. Levyn ylareunaan merkitdan
parin/rynman nimikirjaimet 0,5 cm alueelle.

e Kasta levyn alareuna naytteeseen ja anna imeytyd 1cm merkkiin saakka. Toista
imeytys viisi kertaa.

TLC-levyn ajaminen ajoastiassa

e Suorita ajo upottamalla imeytetyn levyn alareuna ajoliuokseen ja laita ajoastian
kansi takaisin paikoilleen. Anna liuotinrajan nousta noin 0,5 cm merkin kohdalle
levyn ylareunaan.

d. Siivoaminen ja jatteiden kasittely

e Liuosjatteet keratdan orgaaniseen jatteeseen.
e Anna asetonia sisaltavien roskien kuivua ensin vetokaapissa, minka jalkeen suodatinpaperit ja
lehdet voidaan heittaa sekajatteeseen.

6. TULOKSET JA KOONTI

Anna levyn kuivua ajon jalkeen. Piirrd ja merkitse vydhykkeet omalle levylle. Liuotin ja ajo-olosuhteet
vaikuttavat karotenoidien erottuvuuteen. Vertaa esimerkkiajosta saadut tulokset (katso kuva) omaan
tulokseen. Kaytetysta liuottimesta ja kromatografiasta rippumatta karotenoidit asettuvat seuraavaan
jarjestykseen:
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beta-karoteeni (oranssi tai keltainen)

feofytiini (harmaanvihrea)

klorofylli a (sinivihrea tai oliivinvihrea)

klorofylli b (harmaanvihrea tai kirkkaanvihread)
violaksantaani, neoksantaani ja kryproksantaani (keltainen)
kseaksantaani (ruskean keltainen)

luteiini (keltainen)

NookroN =~

7. TEHTAVAT OPINTOKAYNNIN JALKEEN

e Tutustukaa erilaisiin kromatografiamenetelmiin ja miten erotus tehdaan. Taman voi toteuttaa
esimerkiksi ryhmatyoéna.

e Tutustukaa kasvin lehden rakenteeseen. Mita nakee paljain silmin? Mita voi nahda mikroskoopin
avulla?
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