Ćwiczenie 8. Chromatografia bibułowa aminokwasów
Zasada: W rozdzielczej chromatografii bibułowej decydującym czynnikiem jest różnica w rozpuszczalności rozdzielanych składników w ruchomej fazie organicznej i nieruchomej fazie wodnej (kompleks celulozowo-wodny). 
Materiały i sprzęt:
Bibuła chromatograficzna Whatman nr 1, eksykator, płytka Petriego, komora chromatograficzna, pipeta automatyczna, suszarka do włosów, ołówek, linijka, nożyczki, kuweta 
Odczynniki:

· roztwory wzorcowe (4) i mieszanina aminokwasów (0,01 mol/dm3 w 0,1 mol/dm3 HCl)

· układ rozwijający: mieszanina n-butanolu (20 mL), kwasu octowego (5 mL), wody destylowanej (5 mL)
· roztwór wywołujący: 0,5% roztwór ninhydryny w acetonie
I. Chromatografia krążkowa aminokwasów
A. Wykonanie:
       Przygotowanie bibuły chromatograficznej i przeprowadzenie rozdziału
· wyciąć krążek bibuły większy o ok. 2 cm od płytki Petriego, 2 cm od środka krążka zaznaczyć ołówkiem linię startową, podzielić krążek na 5 części 
· w części środkowej krążka zrobić nacięcie o długości ok. 3,5 cm
· wyciąć pasek bibuły o wymiarach 12 cm x 10,5 cm tzw. knot, złożyć wzdłuż krótszego brzegu na trzy części, ściąć jeden z końców w kształcie trójkąta, zagiąć knot u podstawy trójkąta i 1 cm poniżej podstawy trójkąta
     zagięcia


            12 cm




   10,5 cm                                    3,5 cm
· za pomocą pipety automatycznej na linii startowej w kolejnych częściach krążka nanosić kolejno poszczególne roztwory aminokwasów: 4-krotnie po 2,5 L (po każdym naniesieniu roztworu suszymy plamę za pomocą suszarki do włosów i ponownie w to samo miejsce nanosimy ten sam roztwór)
· nalać roztwór rozwijający na szalkę płytki Petriego

· umieścić koniec knota w nacięciu krążka (trójkątny koniec jest zagięty na powierzchni krążka) 

· umieścić krążek bibułowy (z naniesionymi roztworami, dokładnie wysuszoną, z knotem) na płytce Petriego do eksykatora (knot w znacznej części jest zanurzony w roztworze) i szczelnie zamykamy eksykator
· pozostawiamy na około 60 – 70 minut (rozwijanie chromatogramu) – do momentu kiedy czoło rozpuszczalnika będzie się znajdowało w odległości ok. 4 cm od krawędzi krążka
B. Wywołanie chromatogramu i obliczenia:
· wyjąć  bibułę z eksykatora i natychmiast zaznaczyć ołówkiem czoło

rozpuszczalnika

· wysuszyć krążek w temperaturze pokojowej 

· zanurzyć  bibułę w roztworze wywołującym
· wysuszyć w temperaturze pokojowej

· umieścić płytkę w piecu o temperaturze około 1000C na 5 minut

· zaznaczyć środek geometryczny każdej wywołanej plamki odpowiadającej poszczególnym aminokwasom
· za pomocą linijki zmierzyć odległość środka każdej plamki od linii startowej

· zmierzyć odległość czoła rozpuszczalnika od linii startu

· wyznaczyć współczynniki Rf dla każdej plamki chromatogramu według wzoru:

odległość środka plamki danej substancji od linii startu (a)



Rf =




      odległość czoła rozpuszczalnika od linii startu (A)

Sprawozdanie powinno zawierać:

· strona tytułowa

· schematyczny rysunek uzyskanego chromatogramu 

· obliczenia:

- wartości współczynników retencji dla aminokwasów wzorcowych

- wartości współczynników retencji dla aminokwasów w mieszaninie

· identyfikację aminokwasów w mieszaninie – na podstawie uzyskanych współczynników retencji

II. Chromatografia bibułowa aminokwasów techniką Mathiasa
A. Wykonanie:
       Przygotowanie bibuły chromatograficznej i przeprowadzenie rozdziału:
· wyciąć paski bibuły (5) o wymiarach 20 cm x 3 cm, w odległości 3 cm od krawędzi każdego paska zaznaczyć ołówkiem linię startową, w odległości 3 cm od górnej krawędzi zagiąć każdy pasek 

· za pomocą pipety automatycznej na linii startowej na kolejnych paskach bibuły nanosić kolejno poszczególne roztwory aminokwasów: 4-krotnie po 2,5 L (po każdym naniesieniu roztworu suszymy plamę za pomocą suszarki do włosów i ponownie w to samo miejsce nanosimy ten sam roztwór)

· nalać roztwór rozwijający do komory chromatograficznej
· umieścić paski bibuły (z naniesionymi roztworami, dokładnie wysuszoną) w komorze chromatograficznej (zawiesić na szklanej „belce”), linią startową w dół  i szczelnie zamknąć komorę
· pozostawić na około 60 minut (rozwijanie chromatogramu) – do momentu kiedy czoło rozpuszczalnika będzie się znajdowało w odległości ok. 3 cm od górnej krawędzi paska
C. Wywołanie chromatogramu i obliczenia:

· wyjąć  paski z komory i natychmiast zaznaczyć ołówkiem czoło

rozpuszczalnika

· wysuszyć paski w temperaturze pokojowej 

· zanurzyć  bibułę w roztworze wywołującym

· wysuszyć paski w temperaturze pokojowej

· umieścić paski w piecu o temperaturze około 1000C na 5 minut

· zaznaczyć środek geometryczny każdej wywołanej plamki odpowiadającej poszczególnym aminokwasom

· za pomocą linijki zmierzyć odległość środka każdej plamki od linii startowej

· zmierzyć odległość czoła rozpuszczalnika od linii startu

· wyznaczyć współczynniki Rf dla każdej plamki chromatogramu według wzoru:

odległość środka plamki danej substancji od linii startu (a)
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      odległość czoła rozpuszczalnika od linii startu (A)

Sprawozdanie powinno zawierać:

· schematyczny rysunek uzyskanego chromatogramu 

· obliczenia:

- wartości współczynników retencji dla aminokwasów wzorcowych

- wartości współczynników retencji dla aminokwasów w mieszaninie

· identyfikacja aminokwasów w mieszaninie – na podstawie uzyskanych współczynników retencji
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