3. Analiza aminokwasowa peptydow

Odczynniki i sprzt laboratoryjny:

1.6 N roztwor HCI

2. Nasycony roztwor N&COs

3. Badany peptyd

4. Aceton

5. Chlorek dansylu

6. Plytki chromatograficzne (20 cm) pokryte 0,25 mm warsiwelu krzemionkowego
7. Komora chromatograficzna do chromatografii cienkstaowej (TLC)
8. Kapilary

9. Uktad rozwijapcy: chloroform : etanol (3 : 1; v/v)

10. Roztwory dansylowych pochodnych aminokwasow w adet@lmg/m.)
11. Probowki zwykte szklane

12.Ptaszcz grzejny

Wykonanie déwiadczenia:
1. Hydroliza kwasowa peptydu

Rozpuci¢ 0,5 mg peptydu w 0,4 m6N roztworu HCIl. Probowk ogrzew& przez 24 h w
temperaturze 1PC. Nastpnie otrzymany hydrolizat aminokwaséw zanalizéwza pomog
chromatografii cieczowej (TLC).

2. ldentyfikacja N-korcowej reszty aminokwasowej

Do 200uL roztworu peptydu w probéwce dadd00 uL acetonowego roztworu chlorku dansylu o
stezeniu 10 mg/m. Reakat prowadzé w temp 65C przez 15 minut w cieplarce. Ngshie do
mieszaniny doda300uL nasyconego roztworu CaGQ@Dddzielt warstwe organiczi i odparowé

za pomog strumienia azotu rozpuszczalnik z warstwy orgamegz Otrzymany osad peptydu
rozpuci¢ w 0,4 m. 6 N roztworu HCI i ogrzewaw temp 116C przez 24 godziny. Naginie
roztwor hydrolizatu przen$é ilosciowo do kolby oksgtodennej i odparowado sucha. Otrzymany
osad rozpsci¢ w 0,5 m. acetonu przeaczy¢ przez wat szklara umieszczoa w pipecie Pasteura.
Klarowny roztwor hydrolizatu nanié na ptytke TLC przygotowan wczeniej wedtug wskazowek
prowadacego¢wiczenia. JednocZmie sporzdzi¢ roztwory acetonowe dansylowych pochodnych
aminokwaséw o sgeniu 1mg/m. Do analizy ay¢ dwoch ptytek TLC o wymiarach 2@0 cm.
Jako faz ruchomy zastosowa mieszanig chloroform : etanol w stosunku emsciowym 3 : 1.
Jako odnéniki na piytke nanig¢ pochodne dansylowe aminokwasow (19 pozycji) omawor
otrzymany w wyniku dansylowania i kéme] hydrolizy peptydu. Na podstawie waibd
wspotczynnikbw podziatu R zidentyfikowa& N-koncowa reszé aminokwasow obecna w
peptydzie.

Sprawozdanie z ¢wiczenia powinien zawieraé: rownanie reakcji dansylowania aminokwasu (na
dowolnym przykiadzie), wyznaczone wspotczynnikiaRalizowanych pochodnych dansylowych, a
na ich podstawie identyfikagcN-koncowej reszty aminokwasowej.



