2. Analiza fizykochemiczna peptydéw

‘

Odczynniki i sprzt laboratoryjny:

1. 1 mg badanego peptydu

2. Ptytki chromatograficzne (220 cm) pokryte 0,25 mm warsjwelu krzemionkowego

3. Uktad rozwijapcy: BAWP (alkohol n-butylowy : kwas octowy : woda : pirydyna) o
nastpujacym sktadzie 1 : 1:1: 1 (viviviv)

Uktad wywotupcy: 1% roztwor ninhydryny w etanolu

Komora chromatograficzna do chromatografii cienkswaowej (TLC)

Kapilary

Kolba ptaskodenna o pojeméu 100 m.

Zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowePl(C) wyposaony w kolumr do
rozdziatu w uktadzie faz odwréconych (C8)

9. 0,1 % roztwor kwasu trifluorooctowego (TFA) w wodZroztwor A)

10.80% roztwér acetonitrylu (ACN) w roztworze A (rozinB).

11. Strzykawka do HPLC o pojem#ém 50 pL

12.Probowki Eppendorfa
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Wykonanie déwiadczenia:
1. Analiza HPLC peptydu

W probdéwce Eppendorfa, rozmic 1 mg peptydu w wodzie z dodatkiem 0,1% TFA. Nasie
pobra& z probowki 50uL roztworu w celu wykonania analizy HPLC. Peptyd ¢aidanalizie
stosujc meto@ z wykorzystaniem liniowego gradientu 20-80% roztw& w chgu 30 minut. Na
podstawie otrzymanego chromatogramu #lkéeobjetos¢ martwa kolumny oraz czas retencji
analizowanego peptydu. Oklg czystd¢ peptydu, wyznaczywspotczynnik retencyjny k' oraz
ilos¢ potek teoretycznych kolumny.

2. Analiza jonu masowego (MS) i analiza elementarna peptydu

Pobra z probowki kolejne 5QuL rozpuszczonego peptydu i wyk@nanaliz jonu masowego w
pracowni analiz fizykochemicznych. Przeprowadrdéwniez analiz elementara otrzymanego

peptydu.
2. Analiza peptydu z wykor zystaniem chromatogr afii cienkowar stwowej (TLC)

Na ptytce chromatograficznepgdczas wszystkich operacji naley unika¢ dotykania zioza
ptytki palcami) w odlegléci 1 cm od brzegu narysowalelikatnie mgkkim otéwkiem linig, na
ktérej co 1,5 cm zaznac&ypunkty. W oznaczonych punktach nadidkapilam w kilku réznych
objetosciach  roztwér peptydu. Odparoivddo sucha) rozpuszczalniki strumieniem zimnego
powietrza z suszarki do witoséw. Wia@ ptytke do komory chromatograficznej nasyconej parami
uktadu rozwijagcego i pozostawido momentu, gdy czoto uktadu rozwijeggo osignie poziom
okoto 2 cm od przeciwlegtego #oa plytki. Po wygciu ptytki z komory chromatograficznej
niezwtocznie zaznaczyotowkiem poziom czota ukfadu rozwijgiego, a nagpnie doktadnie
wysuszy ptytke za pomog suszarki do wiosow i spryskdpod wiaczonym wychgiem!) uktadem
wywotujacym (1% roztwor ninhydryny w etanolu) i ogrzeivaNa podstawie pofenia
pojawiapcych se plamek obliczy wartasci wspotczynnikow podziatu (fRdla badanych peptydow.

Sprawozdanie zéwiczenia powinno zawierat: petmn charakterystyk fizykochemiczia peptydu
(wspotczynnik R czas retencji HPLC, wspotczynnik k' orazéitopotek teoretycznych kolumny
chromatograficznej aytej do rozdziatlu, mas czasteczkow peptydu oraz wyniki analizy
elementarnej).



