Molekyylien erotus kromatografialla
CHEM-A1310/CHEM-C1300, 2022

Demon suorituspaivamaara:

Ryhmén jasenten nimet ja opiskelijanumerot:

Tybssa valmistetaan variliuos, joka ajetaan puhdistuskolonnin eli -pylvaan l&pi. Erikokoisten
varimolekyylien odotetaan kulkevat eri nopeuksilla kolonnin sisaltdman geelin [&pi ja siten erottuvan
toisistaan. Varimolekyylien tulisi poistua kolonnista eri aikoina.

Materiaalit

15 mln Falcon-putkessa: Blue Dextran 2000 (molekyylipaino 2 000000 g/mol),
4 mg/ml puskuriliuoksessa

15 ml:n Falcon-putkessa: Fluorescein eli fluoreseiini (molekyylipaino 376.27 g/mol),
0.5 mg/ml puskuriliuoksessa

Tyhja Falcon-putki variliuoksen sekoittamista varten

4 x muovinen 3 ml:n Pasteur-pipetti: yksi kumpaankin alkuperdiseen variliuokseen, yksi
yhdistetyn variliuoksen pipetointiin ja yksi puskurin pipetointiin

Econo-Pac® 10DG —erotuskolonni

Statiivi

Puskuri 50 ml Falcon-putkessa: 50 mM Tris-HCI, pH 7.5

10 kpl lasisia koeputkia fraktioiden keruuta varten

Tyhja Erlenmeyer- tai dekantterilasi ylijgdmé&puskurin kerdysta varten

Muista henkilokohtaiset suojavalineet!



TyOn suoritus

1) Lue tyoohje huolellisesti lapi!

2) Aseta kolonni statiiviin pystysuoraan siten, ettd alle mahtuu lasinen Erlenmeyer-pullo tai
dekantterilasi.

3) Irrota ensin erotuskolonnin ylakorkki, vaanna sitten alakorkki irti ja anna puskurin valua
kerdaysastiaan. Kolonnin ylakammio tyhjenee. Tam4 vaihe kestaa 15-20 minuuttia. Varmista talla
vélin keskustelemalla ryhmési kanssa, ettd ymmarréat tulevat tyévaiheet.

4) Sekoita variliuokset suhteessa 1:1, jotta saat oikean konsentraation vihredan variliuokseen (blue
dextran 2mg/ml ja fluorescein 0,25mg/ml). Tee vihreda vériliuosta tarkalleen 4 ml. Kayta
sekoitukseen Pasteur-pipetteja ja Falcon-putkea.

5) S&ada kolonnin korkeutta tarvittaessa niin, etta kolonnin alle mahtuu seuraavaksi koeputkiteline
ja koeputket.

6) Variliuos (tasan 3 ml) pipetoidaan kolonnin yldosaan seindméa pitkin ja annetaan imeytya
kolonnin siséan. Lapituleva neste keratadn ensimmaiseen lasiseen koeputkeen (fraktio 1).
- seuraa varin imeytymisté kolonniin

7) Kun edellinen neste-erd on imeytynyt kokonaan ja pisaroiden tippuminen ensimmaéiseen
koeputkeen on loppunut, pipetoi 2 ml Tris-HCI-puskuria kolonniin ja anna imeytya kolonniin. Keraa
lapi tuleva neste seuraavaan lasiputkeen (fraktio 2).

8) Toista vaihe 7) viel& useaan kertaan ja keraa neste joka kerta uuteen putkeen (fraktiot 3, 4, 5 jne).
Seuraa vérien erottumista. Pidéd putket jarjestyksessd, voit numeroida putket. Viimeisen
fraktioputken tulee sisaltéda taysin kirkasta puskuria ilman yhtaan varia. Voit tarkistaa viimeisen
putken siséltaman liuoksen varittbmyyden tarkastelemalla putkea valkoista paperia tai muuta
valkoista taustaa vasten.

9) Kokeen jalkeen tarkastele fraktioita mielellé&n valkoista paperia vasten ja vastaa sivulla 3 oleviin
kysymyksiin.

10) Demon lopuksi: Jos mahdollista, leikka opettajan avustuksella kolonni saksilla auki ja tarkastele
sisalla olevaa stationdarifaasia. Naetkd ja/tai tunnetko faasin hiekkamaisen rakenteen?

11) Siivous: Laita erotuskolonni sek& muoviset Pasteur-pipetit roskiin. Kaada loput vériliuoksesta
viemariin ja laita Falcon-putki roskiin. Kaada kolonnin sailytyspuskuri dekasta/Erlenmeyerista
viemariin, huuhtele astia ja jata tyopodydalle. Jos sinulle jai Tris-HCl-puskuria isompaan 50 ml Falcon-
putkeen, jatd putki puskureineen myds poydalle. Kaada fraktioliuokset lasiputkista viemariin,
huuhtele putket ja aseta ne kuivumaan yl6salaisin koeputkitelineeseen poéydalle, jossa on
kasipyyhepaperi telineen alla. Poista kaikki merkinnat lasiputkista. Jata statiivi paikoilleen
tyopoydalle.



Kysymyksia:

1. Missa fraktiossa (koeputken/putkien numero) kukin véri sijaitsee? Ovatko vérit erottuneet
selvasti toisistaan eri fraktioihin? Onko eri véristen fraktioiden (sininen ja keltainen) vélissa kirkas
fraktio?

2. Kun vertailet molekyylipainoja (g/mol), mika on Blue dextranin ja fluoreseiinin (fluorescein)
kokoero?

3. Kumpi varimolekyyli on kooltaan isompi? Mihin perustuu vérien erottuminen kolonnissa? Selitéa
mekanismi. Toimiko varimolekyylien erottelu omassa tydssasi taman mekanismin mukaan?

4. Erottuivatko varimolekyylit taysin toisistaan vai oliko joku fraktio variltdan vihertéava? Jos nain oli,
mist4 tdma voisi johtua? Pohdi liséksi yleisesti: miten eri molekyylien erottumista voisi tehostaa
kromatografiassa?



