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TEMA

BIELKOVINY

Uloha 8:

Kvalitativna analyza aminokyselin papierovou chromatografiou

Princip:

Chromatografia patri medzi separacné postupy, kde sa na delenie pouziva
system dvoch faz — stacionarna a mobilnd. Mobilnou fazou sa zlozky delenej
zmesi postupne vymyvaju (eluuju) zo stacionarnej fazy na zdaklade svojich
schopnosti rozdelit sa medzi zlozky pouzitej sustavy.

Reagencie:

1. Standardné 0,1 % roztoky aminokyselin (Arg, Asp, Cys, Leu, Lys, Pro,
Trp, Tyr)

2.zmes 1-butanolu, kyseliny octovej a vody v pomere 60:15:25 (mobilna fa-
za)

3.1 % roztok ninhydrinu v rozpraSovaci

4.neznama vzorka (zmes troch aminokyselin)

Material:

filtraény papier, automatické pipety, susi¢ na vlasy, ceruzka, pravitko, termo-
stat, kadicka s objemom 600 ml (vysoka), vrchndk (Petriho miska, prip. dos-
tatocne Sirokd kadicka)

Postup:

Na filtracny papier (16 X 14 cm) si 2 cm od jej spodného okraja ceruzkou
(nie perom) nakreslime Startovaciu Ciaru. Na fiu zakreslime devat’ bodov rov-
nomerne od seba (vzdialenost’ medzi bodmi 1,5 cm). Na prvych osem z nich
nanesieme po 5 pl Standardnych roztokov aminokyselin (Arg, Asp, Cys, Leu,
Lys, Pro, Trp, Tyr). Deviaty bod je urceny pre 5 pl vzorky (do zoSita nezabud-
neme zapisat’ ¢islo vzorky). Roztoky nandSame opatrne automatickou pipetou.
Pri nanasani Skvrnu suSime susi¢om na vlasy. Poziciu tej-ktorej aminokyseliny,
resp. vzorky zaznamename ceruzkou priamo na papieri pod prislusnou Skvrnou.
Papier s nanesenymi roztokmi sto¢ime do valca tak, aby sa okraje neprekryvali.
Okraje zaistime zoSivackou a papier vloZime do kadicky (objem 600 ml), ktora
obsahuje mobilnu fazu, prikryjeme vrchnakom a nechame vyvijat’ vzostupne
(30 — 40 min). Pozor, hladina mobilnej fazy nesmie byt’ vysSie ako 1 cm nad
spodnym okrajom platne. V opa¢nom pripade by doslo k vyplaveniu ami-
nokyselin do mobilnej fazy. Ked’ je ¢elo mobilnej fazy 1 aZ 2 cm pod hornym
okrajom, papier (chromatogram) vyberieme, ceruzkou ozna¢ime ¢elo mobilnej
fazy achromatogram vysuSime. Detekciu aminokyselin vykoname tak, ze
chromatogram rovnomerne postriekame roztokom ninhydrinu a vloZime na 5 —
10 min do termostatu na 90 °C. Nakoniec ceruzkou oznac¢ime stredy vsetkych
vidite'nych skvin.

Vyhodno-
tenie:

Ur¢ime hodnoty Rr (retencny faktor) pre jednotlivé Standardy ako aj pre
zlozky neznamej vzorky a porovnadme ich navzajom. Rr hodnoty vypocitame
ako podiel vzdialenosti stredu Skvrny od Startu (A) a vzdialenosti ¢ela mobilne;j
fazy od startu (B): Rr= A/B. Ry je funkciou adsorp¢nej schopnosti stacionarnej
fazy a pre danu latku zavisi od systému, v ktorom je merany, t.j. od teploty,
druhu adsorbentu a od zloZenia mobilnej fazy.

Zaver:

Uvedieme, ktoré tri aminokyseliny obsahovala nasa vzorka. K protokolu
priloZime aj chromatogram, prip. ho mézeme prekreslit’ do vyhodnotenia.
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