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Dünnschichtchromatografie
Übersichtsreaktion:
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Zeitbedarf:

Vorbereitung:   ca. 25 Minuten

Durchführung:  ca. 60 Minuten
Nachbereitung: ca. 6 Minuten
Chemikalien:
	Chemikalien
	R- Sätze
	S- Sätze
	Gefahrensymbole
	Menge
	Einsatz in der Schule

	Aceton, C3H6O
	11- 36- 66- 67
	2- 9- 16- 26
	F, Xi
	35 mL
	Sek. I

	Ninhydrin- Sprühreagenz, C9H6O4 (ethanolisch)
	11- 36- 67
	7- 16- 23- 24- 26- 51
	F, Xi
	unbestimmt (einige mL) 
	Sek. I

	1- Butanol, C4H9OH
	10- 22- 37/38- 41- 67
	2- 7/9- 37/39- 46
	Xn
	35 mL
	Sek. I

	Eisessig, (w = 99%), C2H4O2
	10- 35
	1/2- 23- 26- 45
	C
	10 mL
	Sek. I

	Cystein, C3H7NO2S
	k.A.
	k.A.
	k.A.
	0,1 g
	unbegrenzt

	Lysin, C6H14N2O2
	k.A.
	k.A.
	k.A.
	0,1 g
	unbegrenzt

	Arginin, C6H14N4O2
	k.A.
	k.A.
	k.A.
	0,1 g
	unbegrenzt

	Tyrosin, C9H11NO3
	k.A.
	k.A.
	k.A.
	0,1 g
	unbegrenzt

	Valin, C5H11NO2
	k.A.
	k.A.
	k.A.
	0,1 g
	unbegrenzt

	dest. Wasser, H2O
	k.A.
	k.A.
	k.A.
	70 mL
	unbegrenzt


Gefahrensymbole:
F: Leichtentzündlich; Xn: Gesundheitsschädlich; Xi: Reizend; C: Ätzend
Geräte:
· DC- Kieselkarten

· DC- Kammer

· Mikropipetten

· Bechergläser

· Messzylinder

· Bleistift

· Fön
· Sprühflasche mit Handgebläse

Durchführung:
Zunächst wird das Laufmittel hergestellt, indem man 35 mL Aceton, 35 mL 1- Butanol, 10 mL Eisessig (w = 99%) und 20 mL Wasser zusammen in ein Becherglas gibt und gut miteinander verrührt.
Die Aminosäurelösungen werden dargestellt, indem man je 0,1 g der jeweiligen Aminosäure in je 10 mL dest. Wasser löst.

Nachdem die Lösungen angesetzt worden sind, wird die DC- Kammer mit dem Laufmittel gefüllt. Anschließend zieht man mit einem Bleistift etwa 2 cm weit weg vom unteren Rand der DC- Kiesegelkarte eine Linie. In gleichmäßigen Abständen werden auf der Linie fünf Punkte markiert, welche zur Orientierung dienen. Auf diese Punkte wird mittels einer Mikropipette je eine Aminosäurelösung aufgetragen. Es reichen zwei bis drei Tropfen. 

Die Startpunkte werden anschließend mit einem Fön getrocknet. Danach wird die DC- Kieselgelkarte in die DC- Kammer gestellt und gewartet, bis das Laufmittel fast den oberen Rand der Karte erreicht hat. Wenn dies der Fall ist, wird die Karte entnommen und mit Hilfe des Föns wieder getrocknet. Anschließend wird die Karte mit der Ninhydrin- Lsg. besprüht. Abschließend legt man die DC- Kieselgelkarte ca. 15 Minuten in den Trockenschrank.
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Beobachtung:
Nach dem Auftragen der Aminosäuren und dem Hineinstellen in die DC- Kammer sieht man wie das Laufmittel immer weiter nach oben fließt. Allerdings sind keine Punkte zu erkennen.
Bis das Laufmittel fast den oberen Rand erreicht hat sind ca. 60 Minuten vergangen.

Auch nach dem erneuten Trocknen, wie auch nach dem Besprühen mit der Ninhydrin- Lsg. sind keine farbigen Punkte zu erkennen. Diese sieht man erst nachdem man die Karte aus dem Trockenschrank nimmt. Die Punkte haben eine gelblich- orange- rote Farbe.
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Entsorgung:

Das Fließmittel wird zur Wiederverwendung in ein Glas (mit Drehverschluss) gegeben und die DC- Karte wird nach der Auswertung in die Feststofftonne gegeben.
Fachliche Analyse:
Aminosäuren:

Aminosäuren sind Bausteine der Proteine und enthalten neben der Carboxylgruppe eine Aminogruppe. In der Natur kommen 20 unterschiedliche Aminosäuren vor, wobei sie α-, β-, γ- bzw. o-, m-, p- ständige Amino- Gruppe tragen. Sie sind amphoter, was bedeutet, dass sich sowohl Protonen aufnehmen wie auch abgeben können. Die natürlichen α- Aminosäuren bilden sich durch Hydrolyse der Proteine. Diese Proterinaminosäuren werden nach IUPAC mit ihren herkömmlichen Namen und deren „Drei- Buchstabensymbolen“ bezeichnet. Sie werden vereinfacht als Aminocarbonsäuren formuliert, obgleich sie im neutralen pH- Bereich als Zwitterion vorliegen. Von denen im Versuch verwendeten Proteinaminosäuren wird im folgendem die Strukturformel wie auch deren „Drei- Buchstabensymbol“ angegeben.
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Dies ist die übliche Schreibweise, wobei es auch noch die Zwitterionen- Form gibt.
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Da sich die Proteinaminosäuren in ihrer Seitenkette R unterscheiden lassen sich die zwanzig Säuren zu folgenden Gruppen zusammenfassen:
· ailphatische Aminosäuren: Glycin, Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin

· Hydroxyaminosäuren: Serin, Threonin

· Aminodicarbonsäuren und deren ω- Amide: Asparagnin, Asparagninsäure, Glutaminsäure, Glutamin

· basische Aminosäuren: Lysin, Arginin, Histidin

· schwefelhaltige Aminosäuren: Cystein, Methionin

· cyclische Aminosäuren: Prolin

· aromatische Aminosäuren: Phenylalanin, Tyrosin

Pflanzen wie auch verschiedene Mikroorganismen wie z.B. Algen und Bekterien, sind in der Lage, Aminosäuren aus CO2, H2O, NO3-, NH4+, N2, SO42- aufzubauen. Der tierische Organismus dahingegen kann nicht jede der 20 α- Aminosäuren selbst synthetisieren und ist somit auf Proteinzufuhr in Form von eiweißreicher Nahrung angewiesen. Es wird deshalb zwischen essentiellen Aminosäuren wie z.B. Valin, Methionin, Lysin etc., die für die menschliche Ernährung notwendig sind und den nicht essentiellen wie Glycin, Alanin, Prolin, welche der Körper selber aufbauen kann, unterschieden.
Im Körper werden laufend Proteine durch Endo- Exopeptidasen in Aminosäuren gespalten. Diese Aminosäuren werden wieder zum Proteinaufbau verwendet oder durch Reaktionen (z.B. Seitenkettenumbau unter Erhaltung des Aminosäure- Rumpfes) umgewandelt. Als Endprodukt des Stoffwechsels erscheint der Aminosäure- Stickstoff schließlich in Form von Harnstoff und Harnsäure in den Ausscheidungsprodukten.

Aminosäuren haben also im Körper eine zentrale Bedeutung als Energiequelle.

Es gibt bestimmt, sehr ungewöhnliche Aminosäuren, die zum Teil von Mikroorganismen produziert oder chemisch synthetisiert werden, welche als Antibiotika Verwendung finden.

Mit Ausnahme des achiralen Glycins besitzen alle Proteinaminosäuren vier verschiedene Substituenten am α- C- Atom. Die Verbindungen sind somit aufgrund ihres Asymmetriezentrums chiral und gelten als optisch aktive (R)- und (S)- Enantiomere. Optisch aktive Stoffe sind Stoffe, welche eine Polarisationsebene nach links oder nach rechts drehen können. Zur Bezeichnung einer absoluten Konfiguration von Aminosäuren ist die Fischer Konvention (D und L) üblich.
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D- Aminosäuren sind häufig in Peptidantiobitka, welche als Stoffwechselprodukte einiger Bakterien und Pilze isoliert werden, aufzufinden. 

Wie alle Enantiomere zeigen D- und L- c- Aminosäuren identische physikalische und chemische Eigenschaften, wobei es zwei Ausnahmen gibt.

1. Ausnahme: D- und L- α- Aminosäuren drehen die Ebene des linear polarisierten Lichts um den gleichen Betrag aber mit verschiedenen Vorzeichen.

2. Ausnahme: D- und L- Aminosäuren reagieren verschieden schnell mit anderen chiralen Molekülen.

Fast alle für die Aminosäuren typischen Eigenschaften sind vom Dissoziationszustand der Amino- und Carboxy- Gruppe und damit vom pH- Wert der wässrigen Lösung abhängig.
Im neutralen pH- Bereich liegen die meisten Aminosäure- Moleküle als Zwitterionen vor. Sie tragen somit eine positive wie auch eine negative Ladung.

Von allen Carbonsäuren weißen die Aminosäuren die höchsten Schmelzpunkte auf (Durchschnittswert: 350°C). Die meisten Aminosäuren sind in Alkoholen weniger löslich als in Wasser und sind in unpolaren Lösungsmittlen praktisch unlöslich.

Dünnschichtchromatografie:
Die Dünnschichtgromatografie ist ein Verfahren zur Auftrennung und Analyse von Stoffgemischen und gehört wie die Papierchromatografie zu den planaren Chromatografien. 
Bei der Dünnschichtchromatografie gibt es eine mobile und eine stationäre Phase. Die stationäre Phase wird von einer dünnen Schicht, einer stark adsorbierenden Substanz gebildet. 
Bei der Adsorption werden gelöste Stoffe an der Oberfläche eines Feststoffes reversibel angelagert.

Die vorwiegend verwendeten Adsorbentien sind Siliziumoxide wie z.B. Kieselgel oder Kieslgur. Bei unserem Versuch wurde eine Kieselgel- Karte verwendet. Außerdem werden auch häufig Magnesiumsilikate, Magnesiumoxide und Aluminiumoxide verwendet.

Als mobile Phase eignen sich organische Flüssigkeiten wie z.B. Petrolether, Aceton, Butanol usw..

Die DC- Karte wird wie beim Versuch beschrieben in das Laufmittel gestellt. Das Laufmittel, die so genannte mobile Phase steigt hoch und nimmt die verschiedenen Stoffe unterschiedlich weit mit. Entscheidend für die Laufstrecke der mitgetragenen Substanzen ist, wie stark sie sich an die stationäre Phase binden und wie gut löslich sie in der mobilen Phase sind. Je besser sich ein Stoff in der mobilen Phase löst, desto schneller wandert er.
Neben der Dünnschichtchromatografie gibt es noch die bereits erwähnte Papierchromatografie, Säulen und Gaschromatografie.

Ninhydrin- Reaktion:
Um die farblosen Stoffe auf dem Chromatogramm erkennen zu können, verwendet man eine ehtanolische Ninhydrin- Lösung, welche ein Nachweisreagenz für Aminosäuren und Proteine ist. Ninhydrin reagiet mit primären Aminogruppen unter Dimerisierung. Die Aminosäure wird dabei decarboxyliert und die Aminogruppe auf Ninhydrin übertragen. Aus der Aminosäure entsteht ein Aldehyd. Mit einem zweiten Ninhydrin- Molekül wird das Produkt gebildet, welches als Ruhemann- Purpur gilt. Bei Ruhemanns- Purpur handelt es sich wie man bei dem Versuch deutlich erkenn konnte um einen Farbstoff. Der Reaktions- Mechanismus ist folgender:

[image: image8.wmf]O

O

H

O

H

O

         Ninhydrin

+

N

H

3

+

CO

2

-

R

- H

2

O

O

O

N

CO

2

H

R

O

O

N

R

O

O

H

- CO

2

O

O

N

H

R

+ H

2

O

- R-CH=O

O

O

N

H

2

H

O

O

N

H

2

H

+

O

O

O

NaOH

- H

2

O

O

-

O

N

C

-

O

O

Na

+


Gesamtreaktion:
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Versuchsauswertung:
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Das Laufverhalten der Aminosäuren kann durch die so genannten Rf- Werte bestimmt werden. Der Rf- Wert kann wie folgt bestimmt werden:
Rf = Wanderungsstrecke der Substanz / Wanderungsstrecke des Laufmittels

Es ergeben sich für unseren Versuch folgende Rf- Werte:
	Aminosäure
	Entfernung Startpunkt bis Fleckmittelpunkt (cm)
	Entfernung Startpunkt bis Fließmittelfront (cm)
	Rf- Werte

	Arginin
	2,2
	6,4
	0,34

	Tyrosin
	5,1
	6,4
	0,79

	Cystein
	kein Fleck vorhanden
	6,4
	unbestimmt

	Lysin
	3,5
	6,4
	0,55

	Valin
	5,3
	6,4
	0,82


In unserem Fall waren somit Tyrosin und Valin deutlich schneller als Arginin und Lysin. Bei Cystein war leider kein Fleck zu erkennen. Anhand der Rf- Werte könnte man nun genau sagen aus welchen Aminosäuren ein Gemisch besteht. 
Didaktische Analyse:
Der Versuch „Dünnschichtchromatografie“ ist für eine 11. Klasse vorgesehen, da für diese Jahrgangsstufe das Oberthema technische und biologische Kohlenstoffverbindungen, zu welchen auch Fette, Kohlenhydrate, Peptide und auch Peptide gehören, vorgesehen ist. Zu diesem Thema gehören auch die Aminosäuren und ihre Nachweisreaktion.
Der Versuch sollte als Schülerversuch durchgeführt werden, da so der Lerneffekt am größten ist. Es besteht die Möglichkeit die Schüler und Schülerinnen in zweier bis dreier Gruppen einzuteilen. Jeder Gruppe kann man dann ein Gemisch von Aminosäuren geben. So lernen die Schüler nicht nur wie man Aminosäuren nachweist, sondern auch, dass man sie mittels einer Chromatographie unterscheiden kann. Das Laufmittel anzusetzen sollte relativ schnell von statten gehen und kann für die gesamte Schulklasse verwendet werden. Der Versuch sollte auf jeden Fall in einer Doppelstunde durchgeführt werden, da das Trocknen, wie auch das Berechnen der Rf- Werte einige Zeit beansprucht. Sollte keine Zeit mehr für die Auswertung übrig sein, so muss diese zwangsläufig auf die nächste Schulstunde verschoben werden.

In einer Chemiesammlung sollten genügend Aminosäuren zur Verfügung stehen, um den Versuch in ansprechender Art und Weise von den Schülern durchführen zu lassen.

Fazit:
Der Versuch „Dünnschichtchromatografie“ ist ein sehr interessanter und schöner Versuch, der als Schülerversuch durchgeführt werden sollte. Meiner Meinung nach sollte jeder Schüler oder Schülerin mindestens ein Mal in der Schule eine Chromatographie gesehen haben. Darüber hinaus ist der theoretische Hintergrund, den der Versuch umfasst sehr wichtig und interessant. Der zeitliche Aufwand des Versuches ist im Rahmen, wobei es bei einer Doppelstunde knapp werden könnte. Es ist somit eine gute Planung wie auch Durchführung notwendig.
Literatur:
· Soester Liste Version 2.7

· Schüler Duden „ Chemie- ein Sachlexikon der gesamten Schulchemie“

· H. Hart, L.E. Craine, D.J. Hart „ Organische Chemie“ zweite, vollständige überarbeitete und aktualisierte Auflage

· www.chids.de
· http://www.chemie.uni-ulm.de/experiment/edm0009.html
· Eberhart Breitmaier, Günther Jung, „ Grundlagen, Stoffklassen, Reaktionen, Konzepte, Molekülstruktur“ 5., überarbeitete Auflage
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