w'**g & - "
E’f s | . e 3 ( P
4

socilni MINISTERSTVO SKOLSTVI,  OP Vadstavani 0|°mouckv kraj

fondvCR EVROPSKA UNIE ~ MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

PROVEDTE KVALITATIVNI STANOVENI
AMINOKYSELIN POMOCIi TLC CHROMATOGRAFIE

Pomiicky:
délici ndlevka, kadinka 250ml vysoka, hodinové sklo nebo Petriho miska, tuzka, pravitko, lahvic¢ka

s rozprasovacem

Chemikalie:
n-butanol, kyselina octova koncentrovand, destilovana voda, ninhydrin, aceton, vodné roztoky
aminokyselin

Pracovni postup:

1.

Pripravte si vyvijeci smési: v délici ndlevce si dokonale promichejte n-butanol, kyselinu
octovou a vodu v poméru 6:1:1(v/v/v) a nechejte 24 hodin stat.

Pfipravte si chromatografickou komoru - vyssi kadinku a hodinové sklo nebo Petriho misku
na zakryti kadinky.

Vyvijeci smés nalijte na dno kadinky do vyse asi 1cm a komoru nechte sytit parami
rozpoustédla.

Pripravte si TLC desticku vhodného formatu (podle vysky kadinky) a na jednom konci
vyznacte opatrné tuzkou linii startu asi 15 — 20mm od okraje desticky, aby start nebyl
ponoren ve vyvijeci smési. Na linii startu vyznacte body pro nanaseni vzorkd ve vzdalenosti
20 - 30 mm od sebe.

Ze standardnich vodnych roztok( aminokyselin pfipravte riizné smési.

Standardni roztoky aminokyselin a jejich smési naneste opatrné kapilarou nebo mikropipetou
v mnoZstvi 10ul na vyznacena mista na linii startu. Kruhové body nanesenych vzorku by
nemély presahnout priimér 5 — 7mm. Desti¢ku s nanesenymi vzorky vysuste.

TLC desti¢ku opatrné postavte do kadinky tak, aby linie startu nebyla ponofena ve vyvijeci
smési. Kadinku zakryjte a nechte vyvijet (viz obrazek).

Kdyz celo rozpoustédla dosdhne 10 — 20mm od horniho okraje desticky, desticku vyjméte a
tuzkou vyznacte ¢elo mobilni faze. Chromatogram vysuste.

Pripravte si roztok ninhydrinu 4g/I v acetonu do lahvicky s rozprasovaéem a timto roztokem
postrikejte v digestoti chromatogram. Poté jej ususte v susarné pii 105°C.

Pravitkem odmérte vzdalenost stfedu jednotlivych skvrn od startu a vzdalenost start-Celo.
Vypocitejte R; vzorkd jednotlivych aminokyselin a uréete jednotlivé aminokyseliny ve vzorcich
pfipravenych smési.

Poznamky, upozornéni z hlediska BOZP:
Ninhydrin je toxicka latka.
Kyselina octova koncentrovana je Ziravina.
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Obr.: Chromatografické komory

Otézky a tkoly:
1. Zhodnotte, ktera ze zkoumanych aminokyselin je nejvice rozpustna v pouzitych

rozpoustédlech.
2. Zhodnotte, kterd ze zkoumanych aminokyselin je nejméné rozpustna v pouZitych
rozpoustédlech.




