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1. Strukturformeln

Gruppe 10, Typ: Pflichtversuch
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2. Zeitbedarf
Teil 1

Vorbereitung 20 min

Durchfiihrung 60 min

Nachbearbeitung | 5 min

3. Chemikalien

Name Summenformel Gefahrensymbol R-Satze S-Satze gl:nhsjg T eter

n-Butanol C4HyOH Xn 10, 22, 7/9, 13, Sl
37/38, 41, | 26,
67 37/39, 46

Eisessig CH3;COOH C 10, 35 23, 26, S|

45

Wasser H,O - - - S|

L-Cystein C3H/NO3S Xn 22, 26, 36 S|
36/37/38

L-Tyrosin CgH{1NO3 Xi 36/37/38 26, 36 S

L-Arginin CGH14N402 - - - S|

Ninhydrin CoHsOy4 Xn 22, 26, 36 Sl
36/37/38




Gefahrensymbole

C Xi Xn
-
e 'y
‘y DY
nam ‘
Atzend Reizend G:::;::;:Lts—

4. Materialien/Gerate

DC-Kammer, Bleistift, DC-Folie, Pipetten, Fén, Zerstauber,

5. Versuchsaufbau

Abb. 1: DC-Karten in der DC-Kammer

6. Versuchsdurchfiihrung

Man gibt in die DC-Kammer 4 mL Butanol, 1 mL Eisessig und 1 mL Wasser. Das Gemisch dient als
FlieBmittel und sollte deshalb nicht héher als 0,5 cm sein. 1 cm oberhalb des unteren Randes der DC-
Folie wird mit dem Bleistift eine Startlinie eingezeichnet und vier Startpunkte markiert. Auf den ersten
Punkt tragt man mit einer Pipette einen Tropfen L-Cystein auf. Auf den zweiten Punkt wird L-Tyrosin
und auf den dritten L-Arginin aufgetragen. Der vierte Punkt wird mit einem Tropfen L-Cystein und
einem Tropfen L-Tyrosin versehen. Sobald die Lésungen getrocknet sind wird die DC-Folie in die DC-

Kammer gestellt und gewartet bis das FlieBmittel bis zu % der Karte hochgeflossen ist.

7. Beobachtung

Nach ca. einer Stunde ist das FlieBmittel zu % der DC-Karte hochgeflossen. Nach dem Trocknen mit
dem Fon ist die Karte noch immer wei3. Durch Besprihen der Karte mit Ninhydrin-Lésung und
erneutem Fdnen ist anhand roter Punkte zu erkennen, dass L-Cystein leicht hochgeflossen ist und
sich vor allem in die Breite verzogen hat. L-Tyrosin ist weiter geflossen als das L-Cystein und L-

Arginin hat sich mit dem FlieBmittel nicht von der Stelle bewegt (Abb. 2).



Abb. 2: DC-Karten nach Bespriihen mit Ninhydrin-Reagenz.
1) L-Cystein 2) L-Tyrosin 3) L-Arginin 4) L-Cystein und L-Tyrosin

8. Entsorgung
Die Lésungen kommen neutral in den Behdlter fiir organische Losungsmittel. Die DC-Karten werden
trocken im Behalter fir Feststoffe entsorgt.

9. Fachliche Analyse

Die DuUnnschichtchromatographie-Karten (kurz: DC-Karten) sind auf der einen Seite weiB, auf der
anderen silbrig. Somit ist schon von auBen Aluminiumoxid als Tragermittel fir die zu trennenden
Proben zu erkennen. Die Proben waren in dieser DC L-Cystein, L-Tyrosin und L-Arginin.

0 0 NH 0
NH, HO NH, H NH,
L-Cystein L-Tyrosin L-Arginin

Vergleicht man die Strukturen dieser drei Aminosduren, so fallt auf, dass diese verschiedene
Polaritadten aufweisen. Am stérksten polar ist L-Arginin, die schwéchste Polaritat zeigt das L-Tyrosin.
Die DC-Karte, bestehend aus Aluminiumoxid, ist polar, das Laufmittel hingegen, das aus Butanol,
Essigsaure und Wasser besteht, ist aufgrund der langen unpolaren Alkylkette des Butanols eher
unpolar. Je weniger polar die aufgetragenen Aminosduren sind, umso weiter flieBen diese mit dem
unpolaren Lésungsmittel bzw. FlieBmittel mit. Das am starksten polare L-Arginin geht die die starksten
Wechselwirkungen mit dem polaren Aluminiumoxid ein. Diese sind so stark, dass diese Aminosaure
so gut wie an der urspriinglichen Stelle verbleibt. L-Cystein und L-Tyrosin sind weniger polar und
I6sen sich so teilweise in dem FlieBmittel. Dieses transportiert die Aminosauren einen Teil der DC-
Karte hoch. Da das L-Cystein leicht polarer ist als L-Tyrosin, wird dieses etwas weniger vom
FlieBmittel mittransportiert.

Bei den eingesetzten Substanzen handelt es sich um ungefarbte Substanzen, weswegen sie mit der
Spriihreagenz Ninhydrin sichtbar gemacht werden missen. Ninhydrin ist das klassische
Nachweisreagenz fiir Aminoséuren und Proteine.



Im ersten Schritt greift das Stickstoffatom der jeweiligen Aminosaure das Ninhydrin am
Kohlenstoffatom, das einen doppelt gebundenen Sauerstoff tragt, an. Diese Doppelbindung bricht auf
und das Sauerstoffatom bindet ein Wasserstoffatom des der Amingruppe.

In Schritt zwei spaltet sich Wasser und Kohlenstoffdioxid ab. Das Ubrig gebliebene Wasserstoffatom
des Amins wird von dem Kohlenstoffatom des Ninhydrins gebunden. Die Hydroxidgruppe des
Ninhydrins bindet ein Wasserstoffatom der benachbarten Hydroxidgruppe und spaltet sich als Wasser
ab. Das zurlickgebliebene Sauerstoffatom bildet mit dem Elekiron, das aus der Bindung des
Wasserstoffatoms frei wird, eine Doppelbindung zum benachbarten Kohlenstoffatom aus, wodurch
dieses zwei doppelt gebundene Sauerstoffatome trdgt und somit die Bindung zum benachbarten
Kohlenstoffatom bricht und sich als Kohlenstoffdioxid abspaltet. Durch die Keto-Enol-Tauromerie
erhélt man zwei Strukturformeln.

In Schritt drei wird schlieBlich Wasser hinzu gegeben. Das Sauerstoffatom dieses Molekdls greift das
Kohlenstoffatom der urspriinglichen Aminosdure an. Die Wasserstoffatome werden vom Stickstoff
gebunden, wodurch dessen Bindung zum Kohlenstoffatom der urspriinglichen Aminosaure bricht.
Dieses wiederum bildet eine Doppelbindung zum Sauerstoffatom aus und spaltet sich so als Aldehyd
ab. Das Aminoketon reagiert nun mit einem weiteren Molek(l Ninhydrin unter Hitzeeinwirkung und
Abspaltung von Wasser und einem Proton weiter zu Ruhemanns Purpur, einem blau-violetten
Farbstoff.
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Ruhemanns Purpur




Ruhemanns Purpur ist aufgrund des konjugierten Doppelbindungen und den damit verbundenen
delokalisierten T-Elektronen blau bis violett geférbt. Der Name stammt von seinem Entdecker
Siegfried Ruhemann, der 1911 erkannte, dass Aminosauren mit Ninhydrin eine blauviolette Farbung

ergibt.

Die Chromatographie wurde erstmals von den russischen Biologen Michael Tswett um 1910 zur
Trennung von pflanzlichen Farbstoffen eingesetzt. Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf den
verschiedenen Wechselwirkungen der zu trennenden Stoffe mit der stationdren (hier DC-Karte) und
der mobilen (FlieBmittel) Phase. Bei der Dinnschichtchromatograpie werden feine Materialien wie
Kieselgel oder Aluminiumoxid als stationdre Phase verwandt. Die Vorteile liegen in der schnellen
Laufzeit des FlieBmittels und in den gut sichtbaren Ergebnissen. Diese Methode wurde von E. Stahl
im 20. Jhd. entwickelt. Es gibt jedoch auch noch andere chromatographische Verfahren wie die
Sé&ulen-Chromatographie (zum Auftrennen groBer Stoffmengen), lonenaustausch-Chromatographie
(z.B. zur Herstellung von destilliertem Wasser), oder die Gas-Chromatographie (zum Trennen von

Gasgemischen).

Aminosduren sind fir den Menschen essentiell. Sie stellen die Grundbausteine von Proteinen dar.
Jedes Protein ist aus einer bestimmten Sequenz von Aminosauren aufgebaut. Aminosauren sind

organische Verbindungen, die mindestens eine Carboxylgruppe (-COOH) und eine Aminogruppe
(-NH,) besitzen. Sind diese beiden Gruppen direkt benachbart, so spricht man von a-Aminosauren.

Die Reaktion von a-Aminosauren zu Proteinen erfolgt unter Wasserabspaltung. Von Proteinen spricht

man jedoch erst dann, wenn zahlreiche Aminos&duren miteinander verkn(pft sind.
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Abb. 3: Reaktion von a-Aminoséure unter Wasserabspaltung und Bildung einer
Peptid-Bindung zu einem Polypeptid

Im blauen Kasten ist die entstehende Peptid-Bindung gezeichnet. Dabei handelt es sich um eine
Bindung zwischen der CO-Gruppe der einen und der NH-Gruppe der anderen Aminosaure. Die
Aminosaureketten kdnnen von bis zu mehreren Tausend Aminosauren aufgebaut sein. Ab 100
Aminosauren spricht man von Polypetiden und diese wiederum werden als Proteine bezeichnet. Bei
unter 100 Aminosauren spricht man von Oligopeptiden, oder von Dipeptiden bei Verknlipfung von
zwei Aminosduren, Tripeptiden bei drei Aminosauren usw.

Die Aminosauren haben alle den gleichen Grundbaustein und unterscheiden sich lediglich in ihren
Resten. Fir den Menschen essentiell sind folgende acht Aminsauren: Valin, Methionin, Leucin,
Isoleucin, Phenylalnin, Tryptophan, Threonin und Lysin. Sie kdnnen im Kérper nicht hergestellt bzw.

aufgebaut werden und muissen deshalb Uber die Nahrung aufgenommen werden. Semi-essentielle



Aminsauren werden in bestimmten Situationen vermehrt gebraucht (z.B. im Wachstum oder bei
Verletzungen) und missen dann auch zusatzlich Uber die Nahrung aufgenommen werden. Zu diesen
gehéren Arginin, Cystein, Histidin und Tyrosin. Alle anderen Aminosauren kdénnen im Kérper
synthetisiert werden. Bei diesen insgesamt 22 Aminosduren handelt es sich um proteinogene
Aminosauren. Sie haben alle eine C-a-Atom, sowie eine Carboxy-, eine Aminogruppe und eine
Seitenkette. Bis auf Glycin sind sie alle chiral, denn hier ist die Seitenkette durch ein Wasserstoffatom
ersetzt. Die 21 Aminos&uren haben also enantiomere Formen, die L- und D-Isomere.

Des Weiteren gibt es mehr als 250 nicht-proteinogene Aminosauren (z.B. die lbutensdure im
Fliegenpilz, aus der durch Wasserentzug Muscimol entsteht, welches dann die psychotrope Wirkung
verursacht), die in Pflanzen und Pilzen vorkommen. Von vielen dieser Aminosauren ist die Funktion
heute noch nicht bekannt. Die anderen fungieren z.B. als Stickstoff-Speicher oder hemmen die

Synthese von Aminoséure bzw. die Proteinbiosynthese und wirken somit antibiotisch.

10.Didaktische Analyse

Dieser Versuch kann sowohl im GK als auch im LK in Jahrgangsstufe 12 eingesetzt werden (G 9),

wenn es um ,Technisch und biologisch wichtige Kohlenstoffverbindungen® geht. Es bietet sich
facherlbergreifender Unterricht mit der Biologie an, denn in der Jahrgangsstufe 12 steht dort das
Thema Genetik an, unter dem auch die DNA behandelt wird. Da die DNA unter anderem aus den
verschiedenen Aminosauren aufgebaut ist, bietet sich hier der fachertbergreifende Unterricht sehr gut
an. In Klasse 8 haben die Schiler bereits Trennverfahren von Stoffgemischen und somit auch das
Verfahren der Chromatographie kennen gelernt. Es kann also davon ausgegangen werden, dass die
Schiler schnell verstehen, wie die Chromatographie funktioniert und es kann schnell auf die
chemischen Eigenschaften und Strukturen der verschiedenen Aminosduren eingegangen werden.
Dieser Versuch eignet sich also hervorragend zur Einleitung in dieses Thema. Im Anschluss kann
direkt auf das Thema der EiweiBe Ubergeleitet werden.

Je nachdem welches chromatographische Verfahren die Schiler in Klasse 8 kennen gelernt haben
und vielleicht sogar selber durchgefihrt haben, kann dieser Versuch entweder von den Schilern
selber durchgefihrt werden, vom Lehrer vorgefihrt werden, oder aber auch tbersprungen werden. Er
ist zwar nicht sehr materialaufwéndig, das FlieBmittel braucht jedoch sehr lange, bis es weit genug
geflossen ist. Vielleicht lohnt es sich eher Aminosauren in Schwei3 nachzuweisen, indem z.B. nach
dem Sportunterricht ein FuB auf ein weiB3es Blatt Papier gestellt wird und anschlieBend mit Ninhydrin-
Reagenz bespriht und getrocknet wird. Mit einem einfachen Handabdruck funktioniert dieser Versuch
nur sehr selten, da wir meistens zu trockene Hande haben. Auch das Anziehen eines
Gummihandschuhs Uber einen langeren Zeitraum bewirkt keine Veranderung. Dies liegt
wahrscheinlich daran, dass die Hand nicht auf natlirliche Weise schwitzt und somit nicht vermehrt

Aminosduren ausschittet.
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