KAROTENOIDIEN ERISTYS JA MALLINTAMINEN
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JOHDANTO

Hyodnteismaailman varien monimuotoisuus on ainatkielnt luonnontieteilijoitd, mutta vasta 1900-
luvun alkupuolella alettiin ymmartad pigmentteifiittyvad kemiaa. Syyna tahan oli tarkoitukseen
sopimattomat laboratoriovélineet ja menetelméatnf@igtit esiintyvat luonnon materiaaleissa niin
pienind ainemaarina, etta niiden eristaminen olkeaa ja vaikka eristiminen olisi onnistunut,
puhtaita naytteita ei kuitenkaan olisi pystytty lggaimaan kaytdssa olevilla menetelmilla riittavan
tarkasti. Tarkkoihin maarityksiin olisi tarvittu fp@n hyonteisia. Vasta kromatografian kehittyminen
antoi tyokalut pigmenttien kasittelyyn laboratosas

Hyonteisissa on seka rasva- ettd vesiliukoisia pigitejd. Hyonteisten elimisté6n pigmentit tulevat
ravinnon kautta. Hyonteisissa olevat rasvaliukoipggmentit ovat karotenoideja. Karotenoidit
voidaan jakaa karoteeneihin ja ksantofylleihin. &daenit (kuva 1) ja ksantofyllit ovat molemmat
rakenteeltaan samankaltaisia, isokokoisia isoph@éwmetyja, mutta ksantofyllien rakenteet
siséltavat happea (kuva 2). Karoteenit ja ksanibfytat paaosin keltaisia pigmenttejf;karoteeni

on oranssinkeltainen ja ksantofylli luteiini on te@hen, mutta ne ilmenevat usein hyonteisissa
vihredna varinap-karoteeni- ja luteiinimolekyylit muodostavat hyéigten elimistossa proteiinien
kanssa vesiliukoisia komplekseja.

Kuva 2. Luteiinin rakennekaava.

Pigmenttien eristys ohutkerroskromatografialla pgru molekyylien polaarisuus eroon, jolloin ne
likkuvat levylla eri nopeudella. Ohutkerroskromgtafialevyssa on polaarista piihappogeelia,
jolloin polaariset molekyylit liikkuvat levya pitki hitaammin kuin poolittomag-karoteenin nousee
levylla korkeammalle kuin luteiini, koska luteiiss olevat hydroksyyliryhmat tekevat siifa
karoteenia polaarisemman.
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Kuva 3. Graafinen esitys tyon suorituksesta jaidestat.

TARVIKKEET JA REAGENSSIT

- asetonia 3x 12 ml

- dietyylieetteria

- n-heksaania

- kolmen eri kasvin lehtia (kuva 4)

- ohutkerroskromatografia levyja ja ajoastia
- mittapipetti 10 ml

- suodatin paperia

- suppilo

- huhmare ja survin Kuva 4. Kasvien lehtia




LABORATORIO-OSUUS

1. Kasvimateriaalin hienontaminen (1 h)

Tyoskentelyn  aikana  néytteet on  suojattava val
mahdollisimman hyvin karotenoidien hajoamisen eg&ksi.
Punnitse noin 2 g kasvin lehtid, silppua ne saksilihmareesee
ja hienonna (kuva5) 12 ml:ssa 100 % asetonia. \&#mkolme
naytetta.

2. Suodatus (10 min)

Kuva 5. Hienonnus

Suodata homogenaatit petrimaljoille.

3. Ohutkerroskromatografia (20 min)

Karotenoidit eristetddn naytteestd ohutkerroskrografian (kuva 6) avulla. Valmista
kromatografian ajoliuos sekoittamalla n-heksaaaidigtyylieetteria 0,5 cm ajoastiaan suhteessa
3:7. Anna ajoliuoksen kaasuuntua astiassa 5 miauultteikkaa kaasuuntumisen aikana
ajoastiaan sopivat palat ohutkerroslevysta. Kastgnl alapdad naytteeseen ja anna imeytya 1 cm
verran, toista imeytys viisi kertaa. Suorita ajajaa liuotin rajan
nousta noin 0,5 cm paahan levyn ylareunasta. Ajtkee¢n anna
levyn kuivua hyvin. Piirra ja merkitse vyohykkeea jlaske
varijuovien Ry-arvot kuvaan 7. Yhdisteiden Rf-arvigtpuvat ajo-
olosuhteista, mutta liuottimesta ja kromatografiastuolimatta
karotenoidit asettuvat seuraavaan jarjestykseen.

Tyosséa kaytettavat reagenssit ovat haihtuvia j&dstir syttyvia,
joten niita taytyy kasitella vetokaapissa. Kuva 6.0hutkerroskromatografia

B-karoteeni (oranssi tai
keltainen

feofytiini (harmaanvihred)

klorofylli a (sinivihrea tai
oliivinvihred)

klorofylli b (harmaanvihred tai
kirkkaanvihred)

violaksantaani, neoksantaani ja
kryproksantaani (keltainen)

kseaksantaani (ruskean
keltainen)

luteiini (keltainen)

Kuva 7. Piirrd laatikoihin levyjen 1, 2 ja 3 kuyatvertaile tosiinsa



MALLINNUS

Kaksoissidosten suuren lukumaaran myota karoteitieiden ominaista monipuolinen isomerian
esiintyminen, useimmiten cis-trans isomeriaa. Kikite luonnossa esiintyvistd isomeereista suurin
osa on trans-muodossa ja vain pieni osa cis-muadd®ska cis-isomeeri aiheuttaa suuremman
steerisen esteen vetyatomien tai/ja metyyliryhnviéille (kuvat 8, 11 ja 12). Cis-muoto on yleensa
termodynaamisesti epastabiilimpi ja energeettidestkeampi, kuin trans-muoto mika johtuu cis-
muodon elektronien epaedullisemmasta sijoittumasesilekyylissa.

Tehtdvan mallinnusosa koostuu kahdesta osiostaimBr@sessa osassa tutkitaan valmifta
karoteeni molekyylia. Toisessa osiossa tarkastel@s-trans isomeriaa pelkistetyn mallin avulla.
Mallinnusosa on tehty Spartan 04 student versiolla.

cis-muoto trans-muoto

Kuva 8. Cis-trans isomeria
TYON SUORITUS

1. Tarkastellaan valmista beta-karoteeni molekyylia

- Kerrataan molekyylin liikuttelu
0 Kaanna molekyylia — hiiren vasen nappain pohjassa
o Liikuta molekyylia tyotasolla — hiiren oikea nappgiohjassa
0 Suurenna, pienenna molekyylid — shift + hiiren aiképpéin pohjassa
o0 K&aanna molekyylia tydtasossa — shift + hiiren vas@popain pohjassa
- Visualisoidaan molekyylia eri esitystavoilla (ku9s "Model”
- Tarkastellaan molekyylimekaniikkaa. "Display "Output"”
- Tutkitaan molekyyli IR-spektria ja varahtelyja, idplay" -> "Spectra” > "Draw IR
spectrum®

Kuva 9. Pallo-tikku, kalotti ja putkimalli



2. Cis-trans isomeria

Suljetaan "beta-karoteeni.spartan” ja avataan

"beta-karoteeni_cis-trans _malli_Profilelrspal’

Naytolle avautuu pelkistetty malli beta-karoteehitiiketjusta (kuva 10).

Molekyylista on laskettu potentiaalienergiapintertéen 360 astetta merkittya sidosia
vasemmalta alhaalta voit klikata animaation kaytiin

Potentiaalipinta-animaation voi tallentaa "Savekasnennolla .avi-tiedostoksi.

Visualisoi myds elektronitineyde® "Display” - "Surfaces”

Klikkaa keltaista laatikkoa, jolloin pinta nakyy

Klikkaa pintaa hiiren vasemmalla nappaimell&,golloikealta alhaalta voit muuttaa pinnan
esitystapaa

Kuva 10. Pelkistetty malli betakaroteenin hiiliketja.

Kuva 11. Trans-muodon malli uvd 12. Cis-muodon malli



OPETTAJALLE (nain rakennat valmiit molekyylit oppitien tarkasteltavaksi)

1. Rakennetaap-karoteeni molekyyli

- Lisda sykloheksaani

- Lisaa 18 sphiilta

- Lisda sykloheksaani

- Lisaa molempiin renkaisiin kolme %hiilta ja ketjuun nelja 3 Sghiilta
- Lisda kaksoissidokset molempiin renkaisiin

- Poista ylimaaraiset valenssit

- Oikealla alhaalla lukee nyt beta-carotene

- Putsaa steeriset esteet

- Siirry mallinnuspuolelle visualisoimaan

- Tarkastellaan eri esitys tapoja (kuva 9)

- Calculate: Equilibrum geometry
Molecular mechanics
- Laita ruksi IR-laatikkoon

- Spartanin opiskelijaversio pystyy laskemaan katatieenia pelkastaan molekyylimekaniikka
laskutasolla suuren kokonsa vuoksi.

- Tallenna tiedosto

2. Avaa uusi sivu

- Rakennetaan malli, jonka avulla visualisoidaaatans-isomeria (kuva 13)
- Lisaa kahdeksan $piilta

- Lisda kolme kaksoissidosta

- Poista ylimaaraiset valenssit

- Putsaa steeriset esteet

- Oikealla alhaalla lukee nyt (2E, 4E, 6E)-octatee

Kuva 13. Malli



3. Mallinnetaan molekyylin potentiaalienergia
- Valitse Geometry»> Constrain Dihedral

- Klikkaa hiiliatomeja, joiden suhteen tapahtuvassioliiketta tarkastellaan (kuva 14)

valitut molekyylit muuttuvat keltaiseksi

- Seuraavaksi klikkaa ikkunan oikeassa alakulmaksgoitunutta vaaleanpunaista lukonkuvaa
— lukko sulkeutuu ja ohjelma ilmoittaa sen hetkisersiokulman arvon. Tama maarittelee
torsiokulman, jonka suhteen tapahtuvaa keetdokastellaan.

- Valitse Display— Properties, jonka jalkeen klikkaa molekyylissdrggvaa vaaleanpunaista

torsiokulman merkkia

- Rastita Dynamic laatikko

- Vaihda uudet arvot 180 — (-180) ja 40
(paina enteria niin arvo muuttuu)

Kuva 14. Hiiliatomien

valitseminen
4. Potentiaalienergian laskeminen

- Lasketaan molekyylin energiaprofiili

- Setup— Calculations, josta valitse» Calculate: Energy profile
Semi Emgai

- Tallenna alkutilanne» file —» Save as»> beta-karoteeni_cis-trans_malli "Save”

- Laskun loputtua sulje alkuperainen tiedosto

ja avaa uusi tiedosto " beta-karoteeni_cis-trandli.Pr@filel.spartan ", joka sisaltéa
energiaprofiililaskun tulokset

- Laske molekyylille myds elektronitineydet

e Tarkastellaan elektronien jakautumista molekyylissa
e Valitse "Setup”— "Surfaces”

Surface: Density

Property: Potential

Valitse lopuksi "OK”



e Valitse "Setup”™ "Submit”, jolla haluttu pinta lasketaan (Keltainkexatikko
"Surfaces”-ikkunassa kertoo lasketusta pinnasta)
o Klikkaa keltaista laatikkoa, jolloin pinta nakyy
¢ Klikkaa pintaa hiiren oikealla nappaimell, jollarkealta alhaalta voit muuttaa
pinnan esitystapaa
5. Cis-trans muotojen visualisointi

- Visualisoidaan mallin energiaprofiili:
Display— Spreadsheet (Add/ Rel. E / Apply)
Display— Plots
XY-plot: X-axis: molecule
Y-axis: Rel. E (kcal/mol) (suhteellinen energia)

- Molekyylimallin viereen avautuu kuvaaja, jokartoi siirreltavané objektina, kuten
molekyylimallikin

- Spartan-ohjelman ikkunan vasemmasta alakulméagtgy "liukuri”, jonka avulla voit tutkia
eri rakenteiden sijoittumista energiapinnalle

- Potentiaalipinta-animaation voi tallentaa "Sasg&komennolla .avi-tiedostoksi.

OPS-YHTEYS JA POHDINTAA

Ty0 on teoreettiselta vaatimustasoltaan lukiolaidg. Siséltonsé puolesta tyon voi sijoittaa
useampaankin kurssiin: Kokeellisen osion orgaamisa@eiden erottaminen kuuluu KE1-
kurssin tavoitteisiin, kun taas mallinnusosuudeomisria kuuluu KE2-kurssin keskeisiin
sisaltoihin.

Tyon kokeellinen-osuus on mahdollisimman pelkigteftarkoituksena on, etta tyé pystytaan
suorittamaan mahdollisimman yksinkertaisilla vélideja reagensseilla. Mallinnusosuus on
haastava, mutta lopputulos on oppilasta motivok@ska siind kootaan kokeellisen tydn
tulokset ja paastaan tutkimaan eristettya molelyytin silmin.

TyOn voi suorittaa esimerkiksi ensin tutustumalletabkaroteeni molekyyliin mallinnuksen
avulla, sen jalkeen suorittaa tyon kokeellinen agadopuksi tarkastella isomerian mallinnusta

Tyon kokeelliseen osuuden suorittamiseen kuluuaaikain 90 minuuttia. Mallinnusosuuden
voi ottaa osaksi oppituntia, esim. suorittamallaettggaohjeiden mukaisesti mallinnukset
etukateen, jolloin valmiit molekyylit voi heijastagsim. vaikka videotykilla kaikkien
nahtavaksi.
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