Rozdzielanie i identyfikacja aminokwasów metodą chromatografii bibułowej

Chromatografia bibułowa jest metodą pozwalającą na określenie czystości i identyfikację związków organicznych. Chromatografia bibułowa jest odmianą chromatografii cieczowej (kolumnowej), w której stacjonarne wypełnienie kolumny zastępują włókna celulozowe (w odpowiednim kierunku sprasowane, o określonej grubości, ewentualnie dodatkowo modyfikowane), z których wytworzona jest bibuła chromatograficzna. Fazę ruchomą (eluent) stanowi rozpuszczalnik lub mieszanina rozpuszczalników o odpowiednio dobranym powinowactwie do substancji analizowanych.

Różne związki wędrują po bibule z różną prędkością, która jest charakterystyczną właściwością danego związku w określonym eluencie. Prędkość migracji określa się wartością RF. Wartość RF jest to stosunek drogi jaką przebył badany związek do drogi jaką przebył eluent. RF jest wielkością stałą dla danych warunków doświadczenia, a więc porównanie wartości RF dla wzorcowych związków z wartościami RF związków badanych pozwala na identyfikację związków w mieszaninie.
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Rys. 1.Schemat chromatogramu  bibułowego           

Odczynniki i sprzęt laboratoryjny :

wodne roztwory aminokwasów  o stężeniu 1% 

eluent (n-butanol , kwas octowy , woda ; w stosunku objętościowym 4 : 1: 1 ) 

roztwór etanolowy ninhydryny o stężeniu 1% (odczynnik wywołujący barwę) 

szklana komora chromatograficzna 

bibuła chromatograficzna

pipetki , lub szklane kapilarki (do nanoszenia związków)

suszarka 

rozpylacz do spryskania chromatogramu ninhydryną

Wykonanie ćwiczenia 

1. Na bibule chromatograficznej w odległości 2 cm od dolnego brzegu narysować linię startową (wszystkie oznaczenia na bibule wykonywać ołówkiem).

2. Na linii startowej zaznaczyć w równych odległościach tyle punktów, ile będzie badanych aminokwasów wzorcowych plus jeden na zadanie.

3. Na oznaczone punkty nanieść kolejno aminokwasy oraz zadanie, które jest nieznaną mieszaniną aminokwasów. U góry chromatogramu wpisać nazwy naniesionych aminokwasów. 

4. Wysuszyć chromatogram i umieścić go w komorze chromatograficznej.

5. Po około dwóch godzinach wyjąć chromatogram z komory, zaznaczyć ołówkiem czoło eluentu (miejsce, do którego dotarł) i wysuszyć chromatogram suszarką, 

6. Spryskać chromatogram 1% roztworem ninhydryny (pod wyciągiem)  

7. Suszyć chromatogram gorącym strumieniem powietrza (u wylotu suszarki ), aż do wywołania barwy (ninhydryna w reakcji z aminokwasami daje barwne związki                                             w temperaturze około 100oC) 

8. Obrysować ołówkiem powstałe plamy, a następnie zmierzyć odległości od środka każdej plamy do linii startowej (a) i od linii startowej do czoła eluentu (b )  

9. Obliczyć dla wszystkich aminokwasów wzorcowych oraz dla wszystkich                       aminokwasów w zadaniu wartości RF . 
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Sprawozdanie powinno zawierać: Tytuł ćwiczenia, definicję wartości RF, tabelę zawierającą obliczone wartości RF dla wszystkich aminokwasów wzorcowych oraz wniosek na temat składu identyfikowanej miesaniny.   .
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