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Kasvien piilotetut variaineet

Kohderyhmaé: Ty0 sopii lukioon kurssille KE2 poolisuuden yhteyteen tai KE1-kurssille ja ylakouluun
erotusmenetelmien yhteyteen, jolloin poolisuuteen liittyvia tehtavia ei kasitella. (LOPS 2019 & POPS
2014)

Kesto: 60-75 min.

Motivaatio: Kasvien varit ovat mielenkiintoisia ja lahella oppilaan arkipéaivaa, tyd on erittiin havain-
nollinen ja heréattdd pohtimaan erilaisten kasvien vériaineita. Samalla nahdaan sovelluskohde ero-
tusmenetelman kaytosta ja havainnollistetaan poolisuuden merkitysta.

Tavoite: Tavoitteena on oppia kromatografia erotusmenetelméané, ymmartaa poolisuuden merkitys
kromatografiassa ja pohtia luonnon vériaineita kestavan kemian nakékulmasta.

Tarvikkeet

ohutkerroskromatografialevy ja ajoastia
kapillaariputki

2 mittalasi 10 ml

huhmare ja survin

suodatinpaperi

suppilo

petrimalja

sakset

Reagenssit

noin 3 g kasvien lehtia
noin 15 ml asetonia

3 ml n-heksaania

7 ml dietyylieetteria

Tyo6turvallisuus / Huomioita ohjaajalle

Tyo suoritetaan vetokaapissa. Tyota tehdessa tulee kayttaa suojatakkia, -laseja ja -hanskoja.

Tyo6ssa kaytettavat reagenssit ovat haihtuvia, herkasti syttyvia ja voivat aiheuttaa huimausta. Asetoni
arsyttaa silmia. Heksaani arsyttaa ihoa ja on haitallista vesielidille. Dietyylieetteri on haitallista niel-
tyna. Roiskeet silmista ja iholta huuhdellaan runsaalla vedella. Tarvittaessa laakariin!

Kaytetyt lehdet havitetaan biojatteisiin. Liuokset havitetddn orgaaniseen liuotinjatteeseen tai pienia
maaria voidaan haihduttaa vetokaapissa. Ohutkerroskromatografialevyt pakataan erilliseen muovi-
pussiin ja laitetaan sekajatteeseen.
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Pohdittavaksi ennen ty6ta

Ty6ta ennen suositellaan toteuttamaan paperikromatografia (tyéohje Lisatietoja-osiossa) kromato-
grafian toimintaperiaatteen hahmottamiseksi.

1. Mika on paperikromatografiassa paikallaan pysyva faasi? Enta likkuva faasi?

Paperikromatografiassa paikallaan pysyva eli stationdarifaasi on suodatinpaperi ja liikkkuva
faasi vesi.

2. Mistéa ruska johtuu?

Lehdet vaihtavat varia syksylla, koska kasvit lakkaavat tuottamasta lehtivinre&a eli klorofyl-
leja. Klorofyllit hajoavat ja lehtien muun vériaineet tulevat nakyviin.

3. Missa lehtien vériaineet sijaitsevat?

Variaineet sijaitsevat suurimmaksi osaksi viherhiukkasissa eli kloroplastissa. Osa variai-
neista sijaitsee solulimassa eli sytoplasmassa.

Tausta

Varien monimuotoisuus on aina kiehtonut luonnontieteilijoitd, mutta vasta 1900-luvun alkupuolella
alettiin ymmartaa kasvien variaineisiin liittyvad kemiaa. Syyna tahan oli tarkoitukseen sopimattomat
laboratoriovélineet ja menetelmat. Variaineet esiintyvat luonnon materiaaleissa niin pienind aine-
maarina, etta niiden eristaminen oli vaikeaa ja vaikka eristdminen olisi onnistunut, puhtaita naytteita
ei kuitenkaan olisi pystytty analysoimaan kaytossa olevilla menetelmilla riittavan tarkasti. Tarkkoihin
maarityksiin olisi tarvittu paljon naytteitd. Vasta kromatografian kehittyminen antoi tytkalut kasvien
variaineiden kasittelyyn laboratoriossa.

Nykyisin teollisuudessa hytdynnetaan suurimmaksi osaksi synteettisia eli keinotekoisesti valmistet-
tuja vdriaineita. Perinteisten, luonnosta peraisin olevista yhdisteistd valmistettujen variaineiden
kayttd on vahaista. Luonnon variaineista on kiinnostuttu uudelleen niiden mahdollisen ekotehokkuu-
den ja kiertotalouspotentiaalin takia. Myrkyttdmat ja biohajoavat variaineet voisivat mahdollistaa kes-
tdvammait ratkaisut niin tekstiileissa, pakkauksissa kuin pinnoitteissakin.

Kasveissa on monia erilaisia variaineita. Vihrean varin aiheuttaa lehtivihrea eli klorofylli. Keltaisen,
oranssin ja punaisen varit johtuvat karotenoideista. Karotenoidit voidaan jakaa karoteeneihin ja
ksantofylleihin. Karoteenit (kuva 1) ja ksantofyllit ovat molemmat rakenteeltaan samankaltaisia, iso-
kokoisia kaksoissidoksia sisaltavia hiilivetyja, mutta ksantofyllit sisaltavat myos happea (kuva 2).
Kuvan 1 beetakaroteeni on oranssinkeltainen ja kuvan 2 luteiini on keltainen. Kasvien siniset ja vio-
letit varit aiheutuvat antosyaaneista.
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Kuva 1. Beetakaroteenin rakennekaava
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Kuva 2. Luteiinin rakennekaava

Tybssa hyddynnetd&n kromatografiaa kasvin variaineiden erottamiseen toisistaan. Kromatografia on
yhdisteiden puhdistamiseen, eristamiseen ja analysointiin kaytetty erotusmenetelméa. Menetelma pe-
rustuu tutkittavan naytteen yhdisteiden vuorovaikutukseen kahden eri faasin kanssa. Faaseista toi-
nen pysyy paikallaan (paikallaan pysyva faasi) ja toinen liikkuu (liikkuva faasi) maarattyyn suuntaan.
Tutkittavan naytteen yhdisteet kulkeutuvat liikkuvan faasin mukana paikallaan pysyvaa faasia pitkin
eri nopeudella riippuen yhdisteiden kemiallisista ominaisuuksista, kuten poolisuudesta. Liikkuva
faasi voi olla neste tai kaasu. Paikallaan pysyvéa faasi on joko kiintea aine tai neste. Kromatografisia
menetelmia ovat muun muassa paperikromatografia ja ohutkerrroskromatografia.

Ohutkerroskromatografiassa paikallaan pysyvana faasina hyddynnetdaén ohutkerroskromatogra-
fialevyd, joka on pinnoitettu silikageelilla. Silikageeli on vetta sisaltavaa piioksidia (SiO2 - X H20).
Silikageeli on nimestaan huolimatta kiinteda ja kovaa. Silikageelirakenteen pinnalla on hydroksyyli-
ryhmid, joten aine on poolinen. Liikkuva faasi on neste, joka kutsutaan ajoliuokseksi. Ajoliuoksen
valinnalla voidaan vaikuttaa naytteen yhdisteiden erottumiseen. Tassa tydssa kaytetaan heksaanin
ja dietyylieetterin seosta. Kyseinen ajoliuos on vdhemman poolinen kuin paikallaan pysyvana faa-
sina toimiva silikageeli. Taman takia tytssa poolittomammat yhdisteet liikkuvat liikkuvan faasin mu-
kana pidemmalle kuin poolisemmat yhdisteet.
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Kokeellinen osio / Tydn suoritus

Punnitse noin 3 g kasvin lehtia ja silppua ne saksilla huhmareeseen.

Tee loput tydvaiheista vetokaapissa. Lisdd 10 ml asetonia ja hienonna lehti& huhmareessa noin 10—
20 min. Asetoni haihtuu hienonnuksen aikana, joten lisaa sita tarvittaessa pienissa maarissa (noin 2
ml / lisays).

Suodata seos suppilon ja suodatinpaperin avulla petrimaljalle. Ota suodos talteen.

Valmista kromatografian ajoliuos sekoittamalla 3 ml n-heksaania ja 7 ml dietyylieetteria ajoastiassa.
Sulje ajoastia kannella ja anna ajoliuoksen kaasuuntua 5 minuuttia.

Merkitse ohutkerroskromatografialevyyn pieni piste noin 1 cm alareunasta ja viiva 0,5 cm ylareu-
nasta pehmealla lyijykynalla. Pisteen kohta tulee valita siten, ettd ajon aikana pisteen kohdalle imey-
tetty ndyte ei liukene ajoastian pohjalla olevaan ajoliuokseen. Huomaa, ettd imeytyksessa nayte le-
vida hieman pisteen alapuolelle. Merkitse ylareunaan tekijoiden nimikirjaimet 0,5 cm alueelle.

Siirrd naytetta kapillaariputkella petrimaljalta pienen pisteen péaélle. Suorita imeytys yhteensa 10
kertaa. Jos nayte on ehtinyt kuivua, lisda siihen pieni maara asetonia ja sekoita varovasti.

Siirrd levy ajoastiaan ja anna liuottimen nousta viivaan asti. Ajon jalkeen nosta levy ajoastiasta ja
anna kuivua hyvin. Piirra ja merkitse vyohykkeet. Liuotin ja ajo-olosuhteet vaikuttavat variaineiden
erottuvuuteen, mutta variaineet asettuvat alla olevaan jarjestykseen.

beetakaroteeni (oranssi tai keltainen)

feofytiini (harmaanvihred)

- klorofylli a (sinivihrea tai oliivinvihred)

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

x luteiini (keltainen)
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Pohdinta tyon jalkeen

Miksi kaikki tydvaiheet lehtien silppuamista lukuun ottamatta tehtiin vetokaapissa?

Kaytetyt liuottimet (asetoni, heksaani ja dietyylieetteri) ovat herkasti haihtuvia ja niiden hengittami-
nen on terveydelle haitallista. Vetokaapissa tydskennellessa kaasut eivat paady hengitysilmaan.

Mitd erotusmenetelmé&é hyddynnetddn tyévaiheessa, jossa lisdtdén asetonia? Miksi lehtia hienon-
nettiin saksilla ja huhmareessa?

Erotusmenetelma on uutto, silla variaineet liukenevat lehdista asetoniin. Lehtia hienonnettiin, jotta
kasvisolut hajoavat ja lehtien pinta-ala kasvaa, jolloin uutto onnistuu paremmin. Kokonaisia lehtia on
vaikea hienontaa huhmareessa, joten niitd on hyva esikasitella saksilla.

Miten luonnosta perdisin olevat variaineet sopivat kestavaan kehitykseen ja kiertotalouteen?

Kasveista perdisin olevia variaineita kaytettdessa hyodynnetddn uusiutuvista raaka-aineista peraisin
olevia aineita, joka on yksi kestavan kehityksen tavoitteista. Variaineita voidaan erottaa kasvien
osista, joita ei muuten hyddynnettéisi, jolloin muodostuu vahemman jatetta, joka on kiertotalouden
periaatteiden mukaista toimintaa.

Mihin kayttokohteisiin biohajoavia variaineita voisi hyddyntaa?

Biohajoavat variaineet sopivat kaytettavan biohajoaviksi suunnitelluissa materiaaleissa, esimerkiksi
biohajoavissa kertakayttotuotteissa tai muoveissa. Biohajoavat varit hajoaisivat tuotteen mukana
eivatka aiheuttaisi ymparistohaittoja.

Valitse oikea vaihtoehto vaittAmaan:

Koska tyossa paikallaan pysyva faasi (silikageeli) on poolisempaa kuin liikkuva faasi (asetonin ja
heksaanin seos), poolisempi variaine nousee korkeammalle / jaa alemmaksi kuin poolittomampi
variaine.

Vinkki: Samanlainen vetaa puoleensa samanlaista.

Poolisempi variaine jaa alemmaksi kuin poolittomampi variaine, koska poolisempi variaine vuoro-
vaikuttaa enemman silikageelin kanssa kuin poolittomampi variaine eika siten kulkeudu yhta helposti
ajoliuoksen mukana.
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Tutki alla olevia vériaineiden rakennekaavoja ja paattele niiden perusteella kumpi parin vaihtoeh-

doista nousi ajon aikana korkeammalle ohutkerroskromatografialevyll&.

Korkeammalle nousi:
Beetakaroteeni / luteiini

e« Klorofyllia / klorofylli b
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Toistat tydohjeen mukaisen tutkimuksen punakaalille, jonka violetti vari johtuu antosyaaneista. Ajon
jalkeen huomaat, etté ohutkerroskromatografialevyyn imeytetty nayte ei ole liikkunut lainkaan. Mita
voit paatella antosyaanien ominaisuuksista? Mité sinun tulee tehda, etta ajo onnistuisi?

Antosyaanit ovat poolisempia kuin klorofyllit ja karotenoidit. Kaytetty ajoliuos on liilan pooliton antosy-
aaniyhdisteiden liuottamiseen, joten tulee valita poolisempi liuotin ajoliuokseksi. Vaihtoehtoisesti si-
likageelin tilalla voisi hyodyntéaé toista vahemman poolista kiinteda faasia.

Lisatietoja

Animaatio tydhon liittyen

Englanninkielinen animaatio, jossa havainnollistetaan polaarittoman (beetakaroteeni) ja polaarisen
(luteiini) molekyylin kulkeutumista ohutkalvokromatografialevylla. Animaation voi nayttaa esimerkiksi
aiheeseen liittyvan tehtavan jalkeen.

Johannes Pernaa, Thin layer chromatography animation (YouTube-video).
Linkki: https://www.youtube.com/watch?v=Mer8RFcGDvk

Paperikromatografian tydohje

Tarvikkeet:

Keitinlasi tai vesilasi

Vesiliukoinen tussi, joka siséltaa eri varisia variaineita
Valkaistu suodatinpaperi

Vetta

Leikkaa suodatinpaperista keitinlasiin sopiva suorakulmion muotoinen pala ja merkitse siihen noin 1
cm paahan alareunasta piste tussilla. Lisaa keitinlasin pohjalle noin 0,5 cm vetta (mustepiste ei saa
osua veteen, kun suodatinpaperipala laitetaan keitinlasiin). Laita suodatinpaperin pala keitinlasiin ja
anna veden nousta noin 0,5 cm paahan paperin ylareunasta. Nosta pala pois keitinlasista ja anna
kuivua. Paperikromatografia perustuu naytteiden vesiliukoisuuteen. Vesiliukoiset yhdisteet kulkeutu-
vat veden mukana. Mita vesiliukoisempi yhdiste on, sitd korkeammalle se kulkeutuu suodatinpape-
rissa.

Kapillaariputken valmistus lasisesta pipetistd

Opettaja voi tarvittaessa itse valmistaa kapillaariputkia lasisista pipeteista bunsenpolttimen avulla. Sy-
tytd bunsenpoltin ja kuumenna lasipipetin keskikohtaa liekissa. Pydrittele pipettia, jotta kaikki kuumen-
nuskohdan reunat kuumenevat tasaisesti. Kun pipetin lasi alkaa sulamaan, nosta pipetti pois liekista
ja veda rauhallisesti lasipipetin molemmista paista. Katkaise muodostunut ohut kapillaariputki pienem-
piin osiin varovasti esimerkiksi kostean kasipyyhkeen sisalla lasin sirujen lentelyn valttdmiseksi. Var-
mista, etta valmistetun kapillaariputken reunat eivat ole teravat.

Kemianluokka

Gadolin
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