Chromatografia

Rozdzial aminokwasow na Zelu kwasu krzemionkowego

Aparatura i odczynniki: komory chromatograficzne, mikroaplikator, rozpylacz, ptytki,
suszarka

Roztwory wzorcowe aminokwaséw: 0,02% metanolowe roztwory alaniny, argininy,
kwasu glutaminowego, glicyny, leucyny, lizyny, metioniny, proliny, seryny

Uklad rozwijajacy: metanol — woda (6:4)

Wywolywacz:  0,4%  roztwor  ninhydryny ~w  n-butanolu  z  dodatkiem
lodowatego kwasu octowego

Wykonanie: Na przygotowanych ptytkach nalezy zaznaczy¢ miejsce odpowiadajace linii
startu w odleglosci 2 cm od dolnej krawedzi ptytki. Od linii startu nalezy odmierzy¢ 10 cm
I zaznaczy¢ otdwkiem lini¢ mety. Nastepnie nanosi si¢ na punktach startowych roztwory
aminokwasow. Na pierwszych trzech punktach — roztwory wzorcowe, wskazane przez
prowadzacego ¢wiczenie, a na czwartym - analizowang mieszaning.
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Plytki po naniesieniu roztworow suszy si¢. Nastepnie wktada do komor chromatograficznych
zawierajacy odpowiedni uktad rozpuszczalnikow (po wczesniejszym kondycjonowaniu).
Dolna krawedz ptytki powinna by¢ zanurzona w fazie ruchomej na glebokos¢ 1-1,5 cm.
Komorg zamyka si¢ i rozwija chromatogram do osiagnigcia przez czoto rozpuszczalnika linii



mety. Nastepnie wyjmuje si¢ plytki z komor, suszy, a pdzniej spryskuje powierzchnie ptytek
roztworem wywotywacza (pod dygestorium). Plytki suszy si¢ w strumieniu cieptego
powietrza, najpierw delikatnie a potem intensywnie. WoOwczas ujawniajg si¢ aminokwasy
w postaci fioletowych plamek (prolina barwi si¢ na zo6tto). Plamki aminokwaséw nalezy
obrysowac i zmierzy¢ odlegto$¢ od punktu startu do $rodka plamki (w cm). Warto§¢ Rf
wynosi wtedy 1/10 odleglo$ci zmierzonej w cm.

Wartosci otrzymanych wspotczynnikoéw nalezy zestawi¢ w tabeli. Na podstawie tych wartoscli
nalezy zidentyfikowa¢ analizowang mieszaning. Do sprawozdania nalezy dolaczy¢
chromatogram (kserokopi¢). Nalezy zapozna¢ si¢ ze wzorami chemicznymi 1 wlasciwosciami
chromatografowanych aminokwasow 1 krotko uzasadni¢ roznice w migracji aminokwasow.

Podstawa oznaczania aminokwasow jest reakcja migdzy ninhydryng a aminokwasami.
Podczas reakcji nadmiaru ninhydryny z ninhydryng zredukowang i amoniakiem powstaje
barwny produkt kondensacji tzw. fiolet Ruhemanna.
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