Uloha 6: Stanoveni aminokyselin pomoci papirové chromatografie (PC)

Princip:

Papirova chromatografie patii mezi separacni metody, kdy k separaci aminokyselin dochazi na
zéklad¢ rozdilné afinity mezi staciondrni fazi (papirem) a mobilni fazi (nejcastéji smés
rozpoustédel). Po separaci je pro kaZzdou aminokyselinu charakteristicky retencni faktor R, coz je
pomér mezi vzdalenosti o startu, kterou urazila aminokyselina a vzdalenosti ¢ela rozpoustédla.

Postup:

Na chromatograficky papir se vyznaci misto ,start“ (2 cm od spodniho okraje), kde se budou
nanaset jednotlivé aminokyseliny a vzorek. Postupné se nanese 6 aminokyselin a jeden nezndmy
vzorek, ktery je tvofen smési dvou aminokyselin. Aminokyseliny musi byt od sebe dostate¢né
vzdaleny, aby nedoslo kjejich smiseni béhem vyvijeni v chromatografické komoie. Do
chromatografické komory se nalije mobilni faze (smés acetonitrilu a 0,1 M octanu amonného 3:2),
tak aby vyska hladiny byla cca 0,5 - 1 cm ode dna komory. Opatrné se vlozi chromatograficky papir

a komora se uzavie vikem. Po 45-ti minutach nebo v okamziku kdy mobilni faze bude cca 2 cm od

horniho okraje chromatografického papiru, se vyvijeni ukon¢i a ihned se oznaci ¢elo mobilni faze.
Chromatograficky papir se vysusi fénem a nasledné posttika ethanolovym roztokem ninhydrinu. Po
opétovném vysuseni se chromatogram vlozi do susarny vyhtaté na 110 °C po dobu 10 min. Po

uplynuti této doby jsou na chromatogramu viditelné skvrny aminokyselin.

Vyhodnoceni chromatogramu:

U vsSech vzniklych skvrn aminokyselin a nezndmého vzorku se oznaci stiedy skvrn. Zméfi se
vzdalenost mezi sttedem skvrny a startem (@) a vzdalenost mezi ¢elem mobilni faze a startem (b).
Vypocita se retencni faktor R; podle vzorce nize a identifikuji se ob¢ aminokyseliny v nezndmém
vzorku.
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Laboratorni potireby:

mikropipety 10 a 50 pl

chromatograficky papir Whatman 3MM
chromatograficka komora

tuzka

rozpraSovac

pravitko

fén

Chemikalie:
ninhydrin 0,2% ethanolovy roztok, acetonitril, octan amonny 0,1 M, glycin, cystein, kys. asparagova,
asparagin, tyrosin, leucin, izoleucin, alanin



