2. Analiza aminokwasowa peptydow

1. Hydroliza kwasowa peptydu

Odczynniki i sprzet laboratoryjny:
1. 6 N wodny roztwor HCI1
2. Badany peptyd

Wykonanie doswiadczenia:

W malej kolbie okragtodennej ze szlifem kulkowym rozpusci¢ 0,5 mg peptydu w 0,4 mL 6 N
roztworu HCI, a nastepnie ja zamknaé. Kolbe ogrzewaé przez 24 h w temperaturze 110°C.
Nastepnie otrzymany hydrolizat peptydu zanalizowac za pomocg chromatografii cienkowarstwowej
(TLC), nanoszac na ptytke oprocz hydrolizatu takze wolne aminokwasy.

2. Analiza hydrolizatu peptydowego metodg chromatografii cienkowarstwowej

Odczynniki 1 sprzet laboratoryjny:

1. Ptytki chromatograficzne (20x20 cm) pokryte 0,25 mm warstwa zelu krzemionkowego

Komora chromatograficzna

Uktad rozwijajacy: chloroform : etanol (3 : 1; v/v)

Hydrolizat peptydowy otrzymany w wyniku przeprowadzenia pkt 1

Cieplarka (105°C)

Suszarka do wlosow

Kapilary

Spryskiwacz do ptytek chromatograficznych

Uklad wywotujacy:

a) wywotywacz ninhydrynowy (50 mL EtOH, 0,1 g ninhydryny, 1 mL kwasu octowego) —
Swiezo przygotowany, przechowywany w butelce oslonigtej np. folia aluminiowa od
dostepu $wiatta, po spryskaniu wywolaé¢ termicznie

b) jod — nasycona parami jodu komora chromatograficzna, szczelnie zamknigta. Wywotywanie
poprzez umieszczenie suchej ptytki (po rozwinigciu) w komorze z jodem.

10. Standardy aminokwasow: przygotowaé probki o objetosci 1 mL w proboéwkach Eppendorfa

poprzez rozpuszczenie 1 mg aminokwasu w 1 mL 0,1% HCI
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Wykonanie doswiadczenia:

Na plytce chromatograficznej (podczas wszystkich operacji nalezy unika¢ dotykania zloza
plytki palcami) (20x20 cm) w odlegtosci 1 cm od brzegu narysowaé delikatnie migkkim
otéwkiem linig, na ktérej co 1,5 cm zaznaczy¢ punkty. W oznaczonych punktach nanies¢ kapilarg
poszczegodlne roztwory standardow aminokwasow oraz hydrolizatu peptydowego. Odparowaé (do
sucha) rozpuszczalniki strumieniem zimnego powietrza z suszarki do wtosow. Wtozy¢ ptytke do
komory chromatograficznej nasyconej parami uktadu rozwijajacego i pozostawi¢ do momentu, gdy
czoto uktadu rozwijajacego osiggnie poziom okoto 2 cm od przeciwlegtego konca ptytki. Po
wyjeciu ptytki z komory chromatograficznej zaznaczy¢ otéwkiem poziom czota uktadu
rozwijajacego, a nastepnie ptytke doktadnie wysuszy¢ za pomocg suszarki do wlosow 1 wywotaé
ninhydryng lub w komorze nasyconej parami jodu (pod wlaczonym wyciggiem!). Zaznaczy¢
delikatnie pojawiajace si¢ plamki.



3. ldentyfikacja N-koncowej reszty aminokwasowej

Odczynniki i sprzet laboratoryjny:

. Badany peptyd

. Aceton

. 6 N wodny roztwér HCI

. Chlorek dansylu

. Cieplarka

. Nasycony roztwor Nay,CO3

. Roztwory dansylowych pochodnych aminokwasoéw w acetonie (1mg/mL)
. Probowki zwykte szklane

. Plaszcz grzejny

10. Ptytki chromatograficzne (20x20 cm) pokryte 0,25 mm warstwa zelu krzemionkowego
11. Komora chromatograficzna

12. Uktad rozwijajacy: chloroform : etanol (2 : 1; v/v)
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Wykonanie doswiadczenia:

Do 200 pL roztworu peptydu w probowce Eppendorfa doda¢ 300 uL acetonowego roztworu chlorku
dansylu o stezeniu 10 mg/mL. Reakcje prowadzi¢ w temp 65°C w cieplarce przez 20 minut.
Nastepnie do mieszaniny doda¢ 150 pL nasyconego roztworu Na,COs. Oddzieli¢ warstwe
organiczng i odparowa¢ za pomocg strumienia azotu rozpuszczalnik z warstwy organicznej.
Otrzymany osad peptydu rozpusci¢ w 0,4 mL 6 N roztworu HCI, a nastgpnie przenies¢ go do malej
kolby okragtodenne;j ze szlifem kulkowym. Zamknietg kolbe ogrzewaé w temperaturze 110°C przez
24 godziny. Nastepnie otrzymany roztwor hydrolizatu przenies¢ do kolby okraglodennej i
odparowa¢ do sucha. Otrzymany osad rozpusci¢ w 0,5 mL acetonu. Roztwor przesaczy¢ uzywajac
pipety Pasteura wypelnionej wata szklang. Klarowny roztwor hydrolizatu nanie$¢ na ptytke TLC
przygotowang wczesnie] wedtug wskazowek prowadzacego ¢wiczenia. Jednocze$nie sporzadzic¢
roztwory acetonowe dansylowych pochodnych aminokwasow o st¢zeniu 1mg/mL. Do analizy uzy¢
dwoch ptytek TLC o wymiarach 20x20 cm. Jako fazg ruchomg zastosowa¢ mieszaning chloroform :
etanol w stosunku objetosciowym 2 : 1. Jako odnosniki na ptytk¢ nanies¢ pochodne dansylowe
aminokwasow, ktorych obecnos$¢ potwierdzono W peptydzie oraz roztwor otrzymany w wyniku
dansylowania 1 kwasnej hydrolizy peptydu. Po wyjeciu plytki z komory chromatograficznej
wysuszy¢ ja za pomocg suszarki do wtoséw (chtodny strumien powietrza) a nastepnie umiescCi¢
ptytke w swietle lampy UV (Azs4) i delikatnie miekkim otowkiem obrysowac pojawiajace sie plamy.
Na podstawie warto$ci wspolczynnikéw podzialu Ry zidentyfikowaé¢ N-koncowa reszte
aminokwasowg obecng w peptydzie.

Sprawozdanie z ¢wiczenia powinien zawiera¢: wyniki analizy TLC (sktad aminokwasowy
badanego peptydu), rownanie reakcji dansylowania aminokwasu (na dowolnym przyktadzie),
wyznaczone wspotczynniki R analizowanych pochodnych dansylowych, a na ich podstawie
identyfikacj¢ N-koncowej reszty aminokwasoweyj.



