Nachweis und Identifizierung von Proteinen

Versuch 1: Biuret-Nachweis

Materialien
Verdinnte CuS@L6sung, Eiklar, konz NaOH (Schutzbrille!), Reagglas im Stander, Spatel, Gasbrenner mit
Feuerzeug.

Durchfiihrung
Etwas Eiklarlésung wird zunéchst mit wenigen Tropk®nz NaOH und dann ré\\ N =
mit wenigen Tropfen verdinnter CugOdsung versehen. Evtl. vorsichtig (! N C—CH O
erwarmen. "'(I:H—N/\u \N—(Hj

( u/
Erklarung (HI—N\ /N—(liH
Mit Cu*-lonen in stark basischer Lésung bildefeprotonierte Peptid- O HE=C R
Bindungen den violetteBiuret-Komplex (siehe rechts) R ol )
Aufgabe

Beim Fehling-Test tritt der intensiv blaue Natrilbitartratocuprat-ll-Komplex Na[Cu?*(C,H406)?7,] auf.
Tartrat (QH406)2' ist der Saurerest der WeinsaugDg. Zeichnen Sie die Strukturformeln der Weinséaues, d
Tartrates und des Natrium-Ditartratocuprat-lI-Koeyas in Analogie zum Biuret-Komplex.

Versuch 2: Ninhydrin-Reaktion

Materialien
Ninhydrin (1 % ige Losung in Ethanol), Eiklar, Reagglas im Stander, Spatel, Gasbrenner mit Feugrzeu

Durchfuhrung
Etwas Eiklarldsung wird mit wenig Ninhydrin versehend vorsichtig (!) erwarmt.

Erklarung
Ninhydrin reagiert mit Peptiden zu einem blauedigo-Farbstoff:

blaver Farbstoff

Aldehyd

Aufgaben

a) Erganzen Sie bei den Reaktinsschritte 1 - 5 diegigjtenen oder aufgenommenen Wassermolekiile

b) Kennzeichnen Sie die Schritte 1 - 5 als Hydroly§endensation, Decarboxylierung oder Keto-Enol-
Tautomerie.

c) In Schritt 4 werden zunéchst zwei Moleklle Wassdgenommen und anschlie3end wieder ein Molekul
Wasser aus dem entstandergiol abgespalten, so dass dsidehyd entsteht. Formulieren Sie diesen
Zwischenschritt mit Strukturformeln.

d) Zwei der ubrigen Schritte 1, 2, 3 oder 5 sind Unmlelgen von Schritt 4. Welche beiden sind es?



Versuch 3: Xanthoprotein-Reaktion

Durchfuhrung
Eiweil3losung wird mit konz Salpetersaure HN@q) versetzt.

Erklarung

Mit konz Salpetersaure farben sich Proteine gdibliDie Farbung kommt durch deNitrierung der
aromatischen Restevon Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan zustammhe zeigt eigentlich nicht die
Peptidbindung. sonderomaten an:

TOC- COC
H3N+_T_H HN—C—H
CH, 4+ HNno, TP CH, + HoO
NO,
Phenylalanin (farblos) Nitrophenylalanin (gelblich)

Aufgabe
Erlautern Sie den Reaktionsmechanismus der Nitigemon Aromaten. Wie heif3t das angreifende elekitep
Teilchen und wie entsteht es?

Versuch 4: Chromatografie eines AS-Gemisches

Gerate:
Tupfelplatte, Dunnschichtplatten (Kieselgel 60 d&lastikfolie) mit passendem Becherglas mit passende
Uhrglas, 5 Glaskapillaren, 2 Pipetten., Fon, 20Mekszylinder

Chemikalien:
Vier Aminosauren, z.B. L-Lysin, L-Alanin, L-Valir,-Leucin, Butan-1-ol, Ethanol, konz. Ethansaure,sééa,
Ninhydrin-Spruhreagenz (0,3 g Ninhydrin in 100 muit&n-1-ol und 3 ml Ethansdure gelést),

Durchfihrung:

1. Ininsgesamt 5 Mulden der Tlpfelplatte werden jésveenige Kristalle der einzelnen AS (Nr. 1 - 4wbz
ein Gemisch aller vier AS (Nr. 5) in jeweils 1 Tfep Wasser und 1 Tropfen Ethanol geldst.

2. In einem Messzylinder wird daswfmittel aus 8 ml Butan-1-ol, 2 ml Ethanséure und 2 ml \&fass

3. Auf der DC-Platte wird in 1 cm Hbéhe mit dinnem Btdistrich eineStartlinie aufgezeichnet. Die 5
Lésungenwerden mittels einekapillaren nebeneinander auf die Startlinie aufgetragen.

4. Die DC-Platte wird in das Becherglas gestellt, cs0,5 cm hoch mit Laufmittel gefillt ist. Das Becglas
wird mit einem Uhrglas bedeckt.

5. Wenn das Laufmittel bis etwa 1 cm an den obererdREes Papierstreifens aufgestiegen ist, wird die DC
Platte aus dem Becherglas entfernt und_digfstrecke h mit Bleistift markiert und aufgeschrieben.

6. Die DC-Platte wird kurz mit dem Fo6n getrocknet, miinhydrin bespriht und dann bei 100 °C im
Trockenschrank oder wieder mit dem Fon getrocknet

7. Die 5 Flecken werden mit dinnem Bleistiftstrich amdet und ihre Farben uhdufstrecken anotiert.

Aufgaben:
a) Bestimmen Sie die RNerte (siehe Skizze)

aller vier Aminosauren. FlieBmittelfront Substanz Chromato-

b) Die Adsorptionsschicht aus Kieselgel i Trennkammer : / gramm
starker polar als das Laufmittel. Ordnen S > 7 P N
die vier Aminosaureranhand der R-Werte 4
nach steigenddtolaritdt und begriinden Sie. ' a
c) Ordnen Sie die vier Aminosaureanhand s T o : 4 Re=+-
ihrer  Strukturformeln  nach steigender 47 ll’
Polaritat und vergleichen Sie mit den -0 o o
Ergebnis aus b). FlieBmitte] Start




Erklarung

Stellt man saugfahiges Papier (Cellulose) oder aiiteeiner diinnen saugfahigen Schicht (Aluminiundoxi
Siliziumdioxid oder Cellulose) beschichtete Glagiplaeinige Millimeter tief in ein FlieBmittel (meis
Mischungen aus Wasser, Sauren und verschiedenamischen Ldsungsmitteln), so wandert das Flielmitte
aufgrund deKapillarwirkung des Materials langsam nach oben. Befindet sicldanf Papier oder der Schicht
an einer Stelle nahe dem unteren Rand ein Stoffggmiz. B. mehrere Farbstoffe, so werden seine
Komponenten im allgemeinen durch das FlieBmittébrschiedlich schnell mitgefihrt, so dal sie - ierdleich

zur FlieBmittelfront - verschieden schnell wandeEs. erfolgt eineAuftrennung des Stoffgemisches. Das
Verfahren heil3t Chromatographie (von griech. chroma, Farbe; graphein, schreiben),ed erstmals zur
Trennung von Blattfarbstoffen angewandt wurde.

Bei der Papier- und der Dunnschichtchromatograpliid also einestark polare stationare Phase(Papier,
Dunnschichtplatte) von einerweniger polaren mobilen Phase (FlieBmittel)durchwandert. Dabei werden die
einzelnen Komponenten eines Stoffgemisches, dasleustationdren Phase aufgebracht ist, je nachriidl
verschieden weit transportiert und damit getredatpolarer eine Komponente ist, desto stankétet sie an der
stationaren Phase und desto langsamer wird sigpiatiert.(Adsorptionschromatographie).

Adsorption ist aber nicht der einzige Rickhaltddffelaufig befindet sich auf der Oberseite deristetre Phase
ein Flussigkeitsfilm, meist Wasser oder ein Gemiaoh Wasser und kondensierten Dampfen des Fliefksnitt
Papier kann z. B. Wasser bis zu einem MassenamrillO % enthalten. Daher konkurriert die Loslidhkies
wandernden Stoffes in diesem (polaren) Flissigieitsnit der Loslichkeit im (weniger polaren) Fliefitel
und sorgt durch die unterschiedlickerteilung in den beiden Losungsmitteln fir einen weitereanneffekt
(Verteilungschromatographie).

FlieBmittel als mobile Phase
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