                      CHROMATOGRAFIE NA TENKÉ VRSTVĚ

Úkol: proveďte separaci aminokyselin na tenké vrstvě v soustavě butanol-octová kyselina-voda

Princip: aminokyseliny je možné rozdělit chromatografií na tenké vrstvě ve slabě kyselé vyvíjecí  soustavě např. butanol-octová kyselina-voda. Detekci provedeme roztokem ninhydrinu v   acetonu. Ze zjištěných hodnot RF je možné aminokyseliny identifikovat.               

Pomůcky: vyvíjecí soustava butanol- octová kyselina-voda (30 + 10 + 10)

                detekční roztok   0,2% roztok ninhydrinu v acetonu 

                souprava aminokyselin

                ethanol

                malé kádinky nebo kelímky

                tenká vrstva SILUFOL

                rozprašovač

                vařič

                mikropipety 5 ul

                vyvíjecí komora se zabroušeným víkem

                odměrný válec 50 cm3
Postup:      1. Příprava tenké vrstvy – rýha start a postranní rýhy

                  2. Příprava vyvíjecí soustavy a odměření do vyvíjecí komory (sycení parami)

                  3. Příprava roztoků 3 aminokyselin a směsi v ethanolu

                  4. Nanesení roztoků aminokyselin a jejich směsi na start (vždy 2x a každý

                      pracovník 2 chromatogramy)

                  5. Vysušení  a vložení do komory

                  6. Vyvíjení, až vzdálenost start-čelo je asi 100 mm

                  7. Vyjmutí chromatogramu, vyznačení čela, vysušení

                  8. Detekce roztokem ninhydrinu – pozor na bezpečnou manipulaci!!

                  9. Vysušení vrstvy a zahřátí nad elektrickým vařičem

                10. Vyznačení skvrn, jejich středů

                11. Zjištění vzdálenosti start-střed skvrn a start čelo

                12. Výpočty hodnot RF a porovnání s tabelovanými hodnotami-příloha

Tabulka:  Č.m.  Aminokyselina   a(mm)    b(mm)  Tab.hodnota Rf  Naměř.hodnota Rf   Rozdíl  

 Uveďte také zbarvení skvrn -  např. v dalším sloupci.           

 U pomůcek uveďte písmenné označení nebezpečnosti látek.

