KVANTITATIVNI STANOVENI AMINOKYSELIN

Uloha 1: Stanoveni absorpéniho maxima a molarniho absorp¢&niho koeficientu

Roztoky a pomiicky:

0,1% roztoky aminokyselin

0,5% roztok ninhydrinu v ethanolu
stojanek na zkumavky

umélohmotné uzaviratelné zkumavky
pistové mikropipety

susarna

Postup:
Do uzaviratelné zkumavky odpipetujte 100 pl vodného roztoku aminokyseliny, ptidejte 300
ul 0,5% roztoku ninhydrinu v ethanolu a 2 ml demineralizované vody. Do druhé zkumavky
misto aminokyseliny odpipetujte 100 pl vody. Zkumavky vlozte na 15 min do sus$arny vyhiaté
na 120°C. Nasledné zkumavky ochlad’te béhem 5 min na laboratorni teplotu a proméite
spektrum proti blanku. Zjistéte vlnovou délku absorpéniho maxima a vypoctéte molarni
absorp¢ni koeficient podle vztahu:
e="2

cl
¢ — koncentrace (mol/l); 1 — délka kyvety (cm); A — absorbance; € - molarni absorpcni
koeficient (I/mol.cm)

Uloha 2: Kvantitativni analyza

Roztoky a pomiicky:
viz. Uloha 1

Postup:

Ze zéasobniho roztoku zndmé aminokyseliny odpipetujte do uzaviratelnych zkumavek
nasledujici objemy: 40, 60, 80, 100, 120, 140 a 160 pul. Do dalsi zkumavky 100 pl nezndmého
vzorku. Dopliite vSechny zkumavky demineralizovanou vodou na objem 200 pl a do posledni
zkumavky (blank) napipetujte 200 pl vody. Do vSech zkumavek ptidejte 300 ul 0,5% roztoku
ninhydrinu v ethanolu a 2 ml demineralizované vody. Zkumavky vlozte na 15 min do suSarny
vyhtéaté na 120°C. Nasledné zkumavky ochlad’te béhem 5 min na laboratorni teplotu a méite
absorbanci jednotlivych roztokli proti blanku pifi vinové délce absorpéniho maxima.
Vypoctete koncentraci aminokyseliny v neznamém vzorku pomoci kalibraéni kiivky.

Do zavéru uved’te molarni absorpcni koeficient a obsah aminokyseliny v neznamém vzorku.
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