CWICZENIE NR 2

BIAtKA | PEPTYDY W KOSMETOLOGII
| Analiza TLC aminokwasow

Chromatografie cienkowarstwowg nalezy wykonaé na gotowych ptytkach aluminiowych pokrytych
warstwa zelu krzemionkowego (Silicagel 60 F254) o grubosci 0,2 mm firmy Merck. Droga migracji ok
8cm.

Nalezy zastosowac nastepujgcy uktad rozwijajacy : nbutanol: kwas octowy: woda (4:1:1)

1.Do trzech probowek typu eppendorf wsyp kilka ziarenek aminokwaséw wzorcowych A, B oraz C
nastepnie rozpus¢ w 200ul metanolu (w kazdej probdwce inny aminokwas). Probka A-glicyna;
probka B-tryptofan; prébka C-histydyna

2. Za pomoca kapilary/tipsa nanies aminokwasy wzorcowe na zaznaczong wczesniej linie startu ptytki
(ok. Sul prébki).

3.0bok aminokwasow wzorcowych nanie$ prabke X, ktdrg otrzymates od asystenta,

4.Rozwin przygotowang pfytke w kolumnie chromatograficznej. Pamietaj aby brzeg ptytki byt
delikatnie zanurzony w uktadzie rozwijajgcym. Zastosuj uktad nbutanol: kwas octowy: woda (4:1:1).
5. Po zakoriczonym rozdziale wywotaj ptytke 0,3% roztworem ninhydryny i odpowiedz na pytanie :
jaki aminokwas/y byt/y w probce X?

Il. Wyznaczanie stezenia biatka metodg Bradforda.

1. Przygotuj 5 probdwek (P1, P2, P3, P4, P5).

2. Do kazdej probowki dodaj 2 ml odczynnika Bradforda oraz odpowiednio :
P1- proba slepa (bez biatka)

P2 - 3 ul BSA (2mg/ml)

P3 -6 ul BSA (2mg/ml)

P4 -9 pl BSA (Zmg/ml)

P5 - 12 ul BSA (2mg/ml)

Zmierz OD595 badanych probek oraz w programie Excel wykres! krzywa wzorcowg zaleznosci
absorbancji od stezenia biatka.

3. Zmierz absorbancje prabki X, ktérg otrzymasz od asystenta oraz odczytaj jej stezenie z krzywej
kalibracyjnej



