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Cwiczenie 2.2: Rozdziat aminokwaséw metoda chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

1. Przygotowanie komor chromatograficznych z eluentem
Odbierz od asystenta komore chromatograficzng do rozdziatu aminokwasoéw.
Wilej kolejno do komory:
o 8 mL n-butanolu,
o 2 mL wody destylowanej,
o 2 mLstezonego kwasu octowego (lodowatego).
Dokfadnie wymieszaj zawartos¢ komory, aby eluent byt klarowny i przezroczysty.
Uwaga: Jesli roztwor jest metny — natychmiast poinformuj asystenta. Nie wolno uzywa¢ metnego eluentu.
Przyklej do wezszych scianek komory paski bibuty filtracyjnej:
o  Zwilz paski przygotowanym eluentem, aby dobrze przylegaty.
o Uzyj szklanej bagietki do dociskania bibuty — unikaj dotykania wnetrza komory palcami.
Szczelnie przykryj komore szklang ptytka i odstaw na minimum 15 minut, aby ustabilizowa¢ warunki (réwnowaga

fazowa).

2. Przygotowanie ptytek TLC
Najpierw wystuchaj uwag asystenta na temat obchodzenia sie z ptytkami TLC.
Ptytki fatwo adsorbujg zanieczyszczenia na powierzchni, a warstwa sorbentu jest bardzo krucha.
Dlatego:

o pracuj w czystych rekawiczkach,

o unikaj dotykania warstwy sorbentu,

o obchodz sie z ptytkami ostroznie, aby nie uszkodzi¢ powierzchni.
Z ptytki TLC (20 cm x 20 cm) wytnij paski o wymiarach 10 cm x 7,5 cm (zgodnie z instrukcjg asystenta).
W rekawiczkach zaznacz delikatnie otowkiem:

o linie startu,

o punkty aplikacji probek aminokwasdow i mieszaniny aminokwasdéw.

Zapoznaj sie z wyjasnieniami asystenta dotyczacymi wiasciwego nanoszenia linii startu oraz kolejnosci aplikacji prébek.

3. Nakrapianie probek na ptytki

Do kazdego aminokwasu i mieszaniny aminokwaséw uzywaj osobnej, czystej kapilary!

Nigdy nie stosuj tej samej kapilary do réznych roztworéw — unikniesz w ten sposdéb zanieczyszczen i btedow w analizie.
Nanies prébki na linie startu (krople £ 2 mm Srednicy).

Zachowaj réwne odstepy pomiedzy punktami.

Na kazdg ptytke nanies: wskazane przez asystenta roztwory aminokwasow.

Przeéwicz technike aplikacji na ptytkach testowych przed nakrapianiem wtasciwym.

4. Rozdziat aminokwasdéw
Wysusz ptytki (suszarka do wiosow, ciepty strumien) do catkowitego odparowania rozpuszczalnika.
Za pomocg pincety umies¢ ptytke w komorze:

o linia startu musi by¢ nad poziomem eluentu,

o sorbent skierowany do wnetrza komory,
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o ptytka nie moze dotykac¢ bibuty na sciankach.
Szczelnie przykryj komore ptytka szklang, aby uniemozliwi¢ doptyw powietrza z zewnatrz. Dzieki temu warunki
wewnatrz komory pozostang stabilne, co zapewnia prawidtowy rozdziat.
Nie poruszaj komory podczas rozdziatu!
Wyjmij ptytke, gdy front eluentu osiggnie ~1 cm od gérnej krawedzi.

Natychmiast zaznacz pozycje frontu otéwkiem i wysusz ptytke (do zaniku zapachu octu).

5. Wywotywanie plamek aminokwaséw (wszystkie czynnosci wykonuj pod wyciggiem!)
Przed spryskaniem ptytki ninhydryna doktadnie ja wysusz suszarkg, az zapach octu nie bedzie wyczuwalny.
Upewnij sie, ze ptytka jest catkowicie sucha.
Skrop obszar miedzy linig startu a linig mety ninhydryng (aerozol lub rozpylacz).
Odczekaj ~2 minuty.
Podgrzewaj ptytke suszarka:
o najpierw ciepte powietrze,

o potem gorace, az pojawia sie wyrazne barwne plamki aminokwasdw.

6. Opracowanie wynikow
Oblicz wspoétczynniki Rr dla wszystkich widocznych plamek.
Wspdlnie stwdrz tabele z wartosciami Rs: wzorcowych aminokwasoéw,

Poréwnaj wartosci i zidentyfikuj aminokwasy obecne w prébkach.



