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Diinnschichtchromatographie — Trennung von Aminosauren
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Zeitbedarf:
Vorbereitung: 15 min
Versuchsdurchfiihrung: 40 min
Nachbereitung 15 min
Chemikalien:
Chemikalien | Summen- | Menge R-Satze S-Satze | Gefahren- | Schuleinsatz
formel symbole (HessGiss)
Aceton CH,COCH,| 35mL | 11-36-66- 9-16-26 F, Xi S1
67
Eisessig CH,COOH| 10 mL 10-35 23-26-45 C S1
1-Butanol C,H,OH | 35mL 10-22- 7/9-13-26- Xn S1
37/38-41- | 37/39-46
67
L-Leucin CsH,NO,| 1mL - - - S1
Glycin C,H,NO, | 1mL - 22-24/25 - S1




L-Alanin C,H,NO, | 1mL - - - S1
Methionin | C,H;NO,S| 1mL - - - S1
Ninhydrin- C,H,O, 5mL 11-22-36- 7-16- Xn, F, Xi S1

Isopropanol- |~ oH 36/37/38- | 24/25-26-
37
Ldésung 67 36
(w=0,01)

Geréte und Materialien:

Bleistift
Lineal

Fon

5 x Kapillarréhrchen
5 x Bechergléaser (10 mL)
2 x DC-Karten (alternativ kann eine grof3e DC-Karte verwendet werden)

Becherglas (250 mL)
DC-Kammer (250 mL)

Sprihflasche

Versuchsaufbau:

Abb. 1:

Proben der untersuchten Aminosauren

Abb. 2:  Vorbereitete DC-Karten

Abb. 3: DC-Kammer mit vorbereiteten DC-Karten und Fliefmittel
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Versuchsdurchfihrung:

Es werden 35 mL Aceton, 35 mL 1-Butanol, 10 mL Eisessig und 20 mL entionisiertes Wasser
in einem 250 mL Becherglas vermischt. Von diesem Laufmittel wird soviel in das
Chromatographiegefal gegeben, bis ein Flussigkeitsstand von etwa 1 cm erreicht ist. An-
schlieRend wird das Gefal verschlossen. Nun wird eine Spatelspitze einer Aminoséure in ein
10 mL Becherglas gegeben und in etwa 1 mL entionisiertem Wasser gelost. Gegebenenfalls
wird die Probe mit ein paar Tropfen des Eisessigs angeséuert.

Auf einer DC-Karte wird 2 cm vom unteren Rand mit Bleistift eine Linie gezogen. Auf dieser
Linie wird nun in gleich grolRen Abstanden der Reihe nach Glycin, L-Alanin, L-Leucin, Me-
thionin und eine Mischung aus den vier Aminosauren mit einem Kapillarréhrchen aufgetra-
gen. Nach dem Auftragen werden die Punkte mit einem Fon getrocknet. Dieser VVorgang wird
insgesamt fiinfmal wiederholt. AnschlieRend wird die DC-Karte, mit den aufgetragenen Pro-
ben nach unten, in die DC-Kammer mit dem Laufmittel gegeben.

Die Karte wird wieder aus der DC-Kammer entfernt, sobald das Laufmittel bis ca. 1 cm unter
den oberen Rand der Karte gezogen ist. Die DC-Karte wird nun mit einem FOn getrocknet.
AnschlieBend wird sie mit einer 1 %-igen Ninhydrin-lsopropanol-Lésung bespriiht und ge-

wartet, bis sie getrocknet ist.

Beobachtungen:

Alle verwendeten Aminosauren gingen im wassrigen, leicht sauren Milieu in Ldsung. Das
FlieBmittel bestand aus einer klaren, farblosen Flussigkeit.

Nachdem die DC-Kammer mit den DC-Karten bestlickt war, zogen sich die Karten langsam
mit dem FlieBmittel voll. Es war zu beobachten, dass die Flissigkeit langsam und gleichmé-
Rig bis zum oberen Ende der Karten zog.

Nach dem Bespriihen und anschlieBenden Trocknen der DC-Karten waren auf diesen rot-

orange eingefarbte Laufbahnen der Probesubstanzen zu erkennen.

Abb. 4:  Mit Ninhydrin behandelte, getrocknete DC-Karten.



Dabei sind die einzelnen Aminosduren unterschiedlich weit ans obere Kartenende gezogen.
Die Aminoséuren legten folgende Wegstrecken zurtick:

1) Glycin: 0,8 cm

2) Leucin: 3,5¢cm

3) Methionin: 3,2cm

4) L-Alanin: 1,7cm

5) Gemisch:  3,5cm

Entsorgung:
Die Uberschiissigen Aminoséureproben wurden neutralisiert und in den Ausguss gegeben. Das

uberschissige FlieBmittel wurde zur weiteren Verwendung in einem eigenen Chemikalienbe-
halter gesammelt. Die bereits verwendeten FlieBmittelreste wurden neutralisiert und zusam-
men mit in den Resten der Ninhydrin-Isopropanol-Lésung in den Sammelbehalter fir organi-
sche Losungsmittel gegeben. Die verwendeten DC-Karten wurden in der Feststofftonne ent-

sorgt.

Fachliche Analyse:

Aminosduren sind Carbonsauren mit einer Amino-Gruppe. Von den Uber 500 bekannten na-
tirlich vorkommenden Aminoséuren sind die o -Aminoséuren oder 2-Aminosauren die wich-
tigsten. Bei diesen Aminoséuren ist die Amino-Gruppe an das o -Kohlenstoffatom der
Carbonsédure gebunden. Vier Beispiele dieser Untergruppe von Aminosduren sind das
L-Leucin, Glycin, L-Alanin und Methionin.

Aminosduren konnen Uber Peptidbindungen miteinander verknipft werden. Das N-Atom der
Amino-Gruppe ist dabei in der Lage als Nucleophil das Carbonyl-Kohlenstoff-Atom der
Carbonséure-Gruppe anzugreifen. Unter Kondensation eines Wassermolekils wird die

Peptidbindung geknupft.
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Aminosauresequenzen mit Kondensationsgrad von bis zu 100 werden dann als Polypeptide,
mit Kondensationsgrad von tber 100 als Proteine bezeichnet. Aminosauren zdhlen damit zu
den Grundbausteinen des Lebens.

Wird eine Aminosdure in ein polares Lésungsmittel gegeben, so liegt sie als Zwitterion vor.
Das Proton der Carbonsaure-Gruppe wird abgespalten und vom freien Elektronenpaar des

Stickstoffs abgefangen.
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Zwitterion

Durch die negative Ladung des Carboxylats und die positive Ladung des Ammoniums, kann
das Molekul gut in polaren Losungsmitteln gelost werden. Die ambivalenten Ladungseigen-
schaften des Molekils haben zur Bezeichnung als Zwitterion gefiihrt. Durch diese Eigen-
schaft bilden Aminoséuren besonders stabile Kristallgitter. Um kristalline Aminosaure erneut
zu losen ist es z. T. notig das polare Losungsmittel zusatzlich leicht anzusduern oder mit einer
kleinen Menge an Base zu versetzten. Durch die gelosten lonen kdnnen die Ladungen im
Kristallgitter teilweise ausgeglichen werden. Dieses fuhrt zu einer Herabsetzung der Gitter-
energie, so dass die Gitterstruktur leichter aufgebrochen werden kann.

Zudem kann durch die zwitterionischen Eigenschaften der Ladungszustand des Molekiils tber
den pH-Wert des Losungsmittels gesteuert werden. So liegen Aminoséuren in basischer Lo-

sung als Anion vor.

in basischer Lésung
In sauren Lésungen dagegen hat es kationische Eigenschaften.
R
w/lkoH
NH;

in saurer Lésung

Werden verschiedene Aminosduren in Losung gebracht, so bilden sie eine farblose, homoge-
ne L6sung. Die Auftrennung dieser Losung kann mittels Dlnnschichtchromatographie erfol-

gen. Das Trennverfahren der Chromatographie basiert auf unterschiedlich starken Wechsel-



wirkungen zwischen den einzelnen Aminosaure-Molekulen, einer mobilen und einer stationa-
ren Phase.

In der durchgefiihrten Chromatographie sollte ein Gemisch aus L-Leucin, Glycin, L-Alanin
und Methionin aufgetrennt werden. Die mobile Phase bestand aus einem Aceton-1-Butanol-
Essigsaure-Gemisch, dem so genannten FlieBmittel. Es hat die Aufgabe, die zu trennenden
Komponenten zu l6sen und durch die stationdre Phase zu transportieren. Die stationdre Phase
bestand in der durchgeftihrten Chromatographie aus einem Metallstreifen, auf den eine dlinne
Schicht eines Silicagels aufgetragen war. In gleichméRigem Abstand wurden die reinen Ami-
nosaure-Proben sowie eine Probe der Mischung aufgetragen.

Wird die DC-Karte aufrecht in das FlieBmittel gestellt, so saugt sie sich langsam mit der Flus-
sigkeit voll. Hierbei spielen aufgrund der pordsen Oberflache des Gels sowohl Kapillarkréafte,
als auch Adhésionskréfte eine Rolle. Durch den leicht polaren Charakter des FlieBmittels ge-
hen die Aminosauren in Losung und werden von diesem mittransportiert. Da mit dem Eises-
sig auch eine S&aure enthalten ist, liegen die Aminosauren als Kationen vor. Wahrend des
Transports der Kationen stehen die Molekile in permanenten Wechselwirkungen mit dem
Silicagel. Dabei sind die Wechselwirkungen der einzelnen Aminoséuren in Abhangigkeit ih-
rer Grof3e und ihrer Struktur unterschiedlich stark ausgeprégt. Die Auswertung der durchge-

fuhrten Chromatographie ergab die folgenden Laufweiten der Aminoséuren:
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Das Vorankommen eines Analysestoffes kann auch in Form des R, -Wertes (,,relate to front™)

angegeben werden.

_ zurtickgelegte Strecke der Substan z
Strecke der Laufmittelfront

f

Hieraus ergeben sich die folgenden werte:

R; (L —Alanin) =0,16 < R, (Glycin) = 0,31 < R, (Methionin) =0,58 < R, (L — Leucin) =0,64
Die Laufweite einer Substanz hangt im Wesentlichen von zwei Faktoren ab. Zum einen sind
die Molekiilgrolie sowie der Grad der Verzweigung von Bedeutung. Je groRer und sperriger
ein Molekdl ist, desto langsamer kann es die stationdre Phase passieren. Unter diesem Ge-
sichtspunkt ware die Abfolge L-Leucin < Methionin < L-Alanin < Glycin zu erwarten gewe-

sen.



Die tatséchlich beobachtete Abfolge kann unter Hinzuziehen des zweiten Einflussfaktors, den
Losungsmitteleigenschaften des verwendeten FlieBmittels, erklart werden. Aceton und
1-Butanol sind leicht polare Losungsmittel. Sie kdnnen unpolare Stoffe etwas besser l6sen als
hoch polare Stoffe. Zwar wurde der Polarisationsgrad der Aminosauren durch die Verwen-
dung einer Séaure herabgesetzt, dennoch sind die kurzkettigen Aminosdauren L-Alanin und
Glycin aufgrund ihrer geringen GroRe vergleichsweise polar. Sie werden dadurch nur schlecht
im FlieBmittel gelost und nur sehr langsam von diesem mitgezogen. Da L-Alanin eine Me-
thylgruppe mehr tragt das Glycin, wird es etwas besser geldst und weist eine groRere Lauf-
weite auf.

Noch besser gelost werden Methionin und Leucin. Durch ihre Alkyl-Reste und die Thioether-
Gruppe sind sie deutlich unpolarer und werden damit gut vom Ldsungsmittel aufgenommen.
Trotzdem die Molekile gréRer sind, passieren sie die stationdre Phase deutlich schneller und
erreichen damit auch gréRere Laufweiten. Diese beiden Molekiile &hneln sich in GroRe und

Struktur, wodurch sich die ahnlichen R;-Werte ergeben.

Da es sich bei den Aminosauren um farblose Stoffe handelt muss das Chromatogramm vor
Auswertung entwickelt werden. Dazu wird die trockene DC-Karte nach Beendigung der
Chromatographie mit einer Ninhydrin-Isopropanol-Ldsung bespriiht. Bei Ninhydrin handelt

es sich um ein Nachweisreagenz flr die Anwesenheit der Amino-Gruppe.
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Ninhydrin
Durch eine Farbreaktionen kénnen insbesondere Aminoséuren sichtbar gemacht werden. Da-
bei reagiert Ninhydrin mit der Amino-Gruppe der Aminosaure zunachst unter Kondensation

zweier Wassermolekiile zum Zwischenprodukt (1).
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Ninhydrin Aminosaure ()

Aus (1) wird die Carbonsaure-Gruppe als Kohlenstoffdioxid abgespalten, so dass ein weiteres
Zwischenprodukt (11) gebildet wird. Zwischenprodukt (I1) wird nun hydrolytisch zu einem
Aldehyd und einem Amin (I11) gespalten.
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Die Amino-Gruppe von (l11) addiert nun analog zum ersten Reaktionsschritt an ein weiteres
Ninhydrin-Molekil. Es kommt zur Ausbildung des Produktes (IV), das tber Tautomerie im
Gleichgewicht zum violetten Farbstoff (V) steht. Der Farbeindruck des Produktes (V) entsteht

uber ein ausgedehntes r-Elektronensytem.

(1ry (Iv) V)

violett

Der von einer Substanz innerhalb einer bestimmten Zeit zuriickgelegte Weg, ist eine stoffspe-
zifische GroRe. Die Identifizierung der Einzelstoffe innerhalb einer unbekannten Probe erfolgt
uber den Abgleich mit Referenzproben, die aus Reinsubstanzen bestehen. Weist das
Chromatogramm (bereinstimmende Laufweiten einer Reinsubstanz mit einer Komponente
des Gemisches auf, so kann daraus geschlossen werden, dass das Gemisch die entsprechende
Substanz enthalt. Je starker sich die zu trennenden Substanzen chemisch und physikalisch
unterscheiden, desto groRer ist die Trennleistung der Chromatographie. Neben der qualitati-
ven Analyse kann die Dinnschichtchromatographie auch zu préparativen Zwecken genutzt

werden.



Methodisch-didaktische Analyse:
1. Einordnung

Der Versuch kann wie folgt in die Themengebiete des hessischen Lehrplans (G8) eingebettet

werden.

Jahrgangsstufe u. Themengebiet
Unterrichtseinheit

7G.1 Trennverfahren fur Stoffgemische: Homogene und heterogene Stoff-
systeme; Labortechniken anwenden: Destillation, Filtration. Weitere
Beispiele zur Auswahl: Abdampfen, Abscheiden, Extraktion, Chro-
matographie).

11G.2 Aminosduren, Peptide, Polypeptide: Struktur und Eigenschaften na-
tirlicher Aminoséuren; Peptidbindung; Strukturen und Strukturaufkla-
rung von EiweilRen; Vorkommen und Bedeutung; Nachweisreaktionen
fur Aminosauren und Eiweil3e. Hydrolyse von Peptiden; Zwitter-lon,
isoelektrischer Punkt

2. Aufwand

Alle verwendeten Gerate und Materialien zéhlen zum Grundbestand einer Chemie-Sammlung
oder sind einfach zu beschaffen. Die bendtigten Chemikalien werden nur in kleinen Mengen
verbraucht, so dass der Versuch keine hohen Kosten verursacht. Das Experiment ist innerhalb
einer Doppelstunde durchfuhrbar. Damit ist der Versuch gut fiir den Einsatz im Unterricht

geeignet.

3. Durchfuhrung

Der Versuch funktioniert sehr zuverlassig. Alle Effekte konnen gut aus der Néhe beobachtet
werden. Fir die Schiller empfiehlt es sich damit nah an das Versuchgeschehen heranzutreten,
um direkte Beobachtungen anstellen zu kénnen. Zudem sollten die Schiler bei der Auswer-
tung der DC-Karten die Mdglichkeit haben diese direkt einzusehen. Nach der Behandlung mit
der Ninhydrin-Losung ist die Spur der Aminosauren eindeutig erkennbar. Alle bendtigten
Chemikalien sind nach HessGiss fur Schillerversuche ab der Sekundarstufe | freigegeben, so
dass der Versuch auch gut als Schulerexperiment durchgefuhrt werden kann. Bei der Stun-
denplanung sollte beachtet werden, dass der ,,Flievorgang“ der DC etwa 20 min in Anspruch

nimmt.
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