ANALITYKA MEDYCZNA - Chemia organiczna

CHROMATOGRAFIA

Instrukcja wykonania ¢wiczenia

Zadanie I. ROZDZIELANIE AMINOKWASOW
1. Przygotowanie komory chromatograficznej

Do komory chromatograficznej wytozonej bibutg nala¢ mieszanine rozpuszczalnikow
propan-1-ol — amoniak (w stosunku objetosciowym 70:30) (ukfad rozwijajacy).

Komore zamkna¢ i odstawi¢ na kilkanascie minut celem nasycenia komory parami
rozpuszczalnikow.

2. Przygotowanie chromatogramu i hanoszenie substancji

Na ptytce chromatograficznej, wzdtuz krotszego boku ptytki, za pomocg cienkiej kapilary
na linii startu (okoto 1 cm od brzegu ptytki) w rownych odlegtosciach nanies¢ kolejne
roztwory wzorcowe aminokwasow (DL-alanina, L-leucyna, L-lizyna) i ich
mieszanine. Plamki mozna suszy¢ ostroznie zimnym strumieniem powietrza.

3. Rozwijanie chromatogramu

Ptytke wtozy¢ do uprzednio przygotowanej komory chromatograficznej tak, aby dolna
krawedz byla w momencie zanurzenia mozliwie réwnolegta do powierzchni cieczy
w komorze. Nalezy zwréci¢ uwage, aby krawedzie boczne nie dotykaty $cian komory,
gdyz powoduje to nierbwnomierne wznoszenie sie rozpuszczalnika. Rozwijanie
prowadzi¢ do chwili, az poziom rozpuszczalnika na ptytce osiggnie wysokosc
okoto 0,5 cm od goéry. Plytke nalezy nastepnie wyjaé, zaznaczyC linie czota
rozpuszczalnika i wysuszy¢ doktadnie suszarka.
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4. Wywotywanie chromatogramu

Wysuszong ptytke spryska¢ w pozycji pionowej roztworem ninhydryny, nastepnie
ogrzac cieptym strumieniem powietrza (mozna uzy¢ suszarki do wioséw). Zaznaczy¢
plamki odpowiednich aminokwasow.

5. Opis ¢wiczenia

W opisie nalezy zrobi¢ rysunek wykonanego chromatogramu, obliczy¢ wartosci R
aminokwasow oraz wskazac skfad badanej mieszaniny.
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Zadanie II. BADANIE SKLADU BARWNIKOW ROSLIN ZIELONYCH (rozdzielanie

chlorofili a i b oraz karotenoidow - karotenu i ksantofilu) ks

rozpusrcesinhn

1. Zielone liscie utrze¢ w mozdzierzu z odrobing piasku (w celu
tatwiejszego zniszczenia $cianek komorkowych) i kilkoma

kroplami acetonu.

2. Za pomoca kapilary nanie$¢ roztwér na ptytke i rozwijac

w ukfadzie aceton - toluen (w stosunku objetosciowym 1:2).

Probke nalezy nanosi¢ kilkakrotnie w tym samym miejscu, A Chlorofil a

zachowujac jednoczesnie matg Srednice plamki.

3. Po rozwinieciu nalezy szybko analizowaé¢ chromatogram, gdyz A
barwniki tatwo blakng. Plamki obu chlorofili sgq blisko siebie,

wyraznie natomiast oddziela sie od nich karoten i ksantofil.
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4. Przerysowac chromatogram i napisa¢ wnioski.

Zadanie III. CHROMATOGRAFICZNE OCZYSZCZANIE p-NITROANILINY

1. Na dnie kolumny chromatograficznej umiesci¢ tamponik z waty. Wate docisngé przy
pomocy diugiej bagietki. Kolumne umiesci¢ pionowo w statywie, zamknac¢ kran i wsypac
8 g zelu krzemionkowego.

2. Pipetg Pasteura delikatnie po Sciankach kolumny doda¢ nad zel okoto 20 cm3 eluenta
(octan etylu/eter naftowy w stosunku objetosciowym 1:1).

3. Otworzy¢ kran kolumny i ,wpusci¢” rozpuszczalnik w zel.

4. Zamkng¢ kolumne po catkowitym wniknieciu rozpuszczalnika w zel.

5. Za pomocq pipety Pasteura ostroznie wprowadzi¢ do kolumny okoto 2 cm3 gotowego
roztworu p-nitroaniliny i otworzy¢ odptyw kolumny.

6. Wyeluowac z6itg substancje z kolumny, dodajac w sposéb ciggty mieszanine octan

etylu/eter naftowy w stosunku objetosciowym 1:1 i zbierajac do probdwek frakcje

o objetosci okoto 5 cm3.
7. Zb6tte frakcje zebra¢ do jednej kolby okragtodennej, a nastepnie oddestylowaé
rozpuszczalnik na wyparce obrotowej.

8. Zanieczyszczony po chromatografii zel przenies¢ do specjalnie oznakowanego stoika.



