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3 Einleitung

EINLEITUNG

Die Chemie hat wahrend ihrer nunmehr tber 2000 Jahre umfassenden
Entwicklung unzahlige Umbriiche erfahren, von denen die Ansichten der
Wissenschaftler jedes Mal aufs neue in andere
Richtungen gelenkt wurden. Als ANTOINE
LAVOISIER beispielsweise vor 200 Jahren mit
seinen Grundgesetzen die moderne Chemie
begriindete, brach eine Welle der Entdeckungen

los, welche die Vorstellungen von der Materie

grundlegend  verdnderten. Die  unzéhligen

A

Erkenntnisse, die in den folgenden zwei Abbildung 2
. Antoine Lavoisier
Jahrhunderten gewonnen wurden, zogen eine 1743 - 1794

Aufteilung in mehrere Teilbereiche nach sich, allen voran die anorganische
und die organische Chemie. Im Folgenden wird hauptsachlich auf die
organische Chemie, beziehungsweise im speziellen auf die Biochemie
eingegangen.

Einen dhnlichen Umschwung loste die Definition saurer und alkalischer
Losungen durch BR@NSTED aus. Die S&ure-Base-Titration ist ein wichtiges
Teilgebiet, das immer mehr in den Vordergrund
geriickt und zu einer nicht mehr wegzudenkenden
Grundtechnik eines jeden Chemikers geworden
ist. Kaum eine Stoffanalyse kommt ohne die
titrimetrische Stoffmengenbestimmung eines der

Reaktionsprodukte aus, und es existiert wohl kein

Labor ohne die Standardsduren und -laugen, die

» dafur notwendig sind. Im Laufe der Zeit wurde
Abbildung 3

Johannes Nicolaus Brgnsted
1879 - 1947

das Vorgehen immer mehr verfeinert und durch
den starker werdenden Einfluss der modernen
Technik wie die computergestiitzte Titration fir den Chemiker erleichtert.
Ob dem so ist und man bei der Durchfiihrung im Schulbetrieb wirklich von
einer Erleichterung sprechen kann, wird im Folgenden untersucht werden.
Aminosdauren nehmen eine besondere Stellung in der organischen

Chemie und der Biochemie ein. lhr Aufbau zieht eine Anzahl
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4 Einleitung

Besonderheiten in ihrer Reaktivitat nach sich. Einige dieser Eigenschaften
sind fur unsere Existenz elementar verantwortlich, die ohne diese gar nicht
erst moglich ware.

Diese Facharbeit beschaftigt sich mit dem Aufbau und dem chemischen
Verhalten von Aminosduren. Insbesondere wird auf die Neutralisations-

kurven ausgewéhlter Vertreter dieser Stoffgruppe eingegangen.
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5 Grundlegendes zu Aminosauren
1. GRUNDLEGENDES zU AMINOSAUREN
1.1 ALLGEMEINES

1.1.1 VORKOMMEN UND BEDEUTUNG

Ohne Proteine, die mehr als die Halfte der Trockenmasse von
menschlichen und tierischen Organismen ausmachen, ware das Leben in
seiner jetzigen Form nicht moglich. Die gigantischen Makromolekile mit
Molekiilmassen von einigen tausend bis zu mehreren Millionen u haben im
Korper die unterschiedlichsten Aufgaben, beispielsweise dienen sie dem
Zellaufbau und -erhalt oder setzen als Enzyme chemische Reaktionen in
Gang. Andere wiederum werden als Baustoffe ben6tigt, zum Beispiel flr
das Kollagen in den Knochen, in den Sehnen und im a-Keratin der Haare.

Das nebenstehende Bild zeigt die Kristalle des
Proteins Cytochrom c, das fiir den Elektronentransport
bei der Atmung von Pferden notwendig ist.

Die Entdeckung der Proteine geht auf das Jahr
1838 zurlick, zwei ihrer Bestandteile wurden jedoch
schon 1820 identifiziert. Erst spéter wurde erkannt,
dass die beiden Stoffe Glycin und Leucin neben
Abbildung 4 anderen  &hnlich  gebauten Stoffen zu den
Cytochrom e Grundeinheiten der Eiweil3e gehdren.

Aminocarbonsauren, so die

: : "
chemisch korrekte Bezeichnung, E@.
sind die Bausteine der Proteine. “'%_, 0
. : N N + Aty
Ein einzelnes Eiweilmolekal LS o-(E), Feplidetin.
H g
besteht aus einer Reihe (ber BHor mIﬂ BT
(e ; Tro
R . - o I
Peptidbindungen aneinander ) + Yom
L

geketteter Aminosauren. Anhand 4 @
der nebenstehenden Grafik wird o=
das  Zustandekommen  der Abbildung 5

Peptidbindung ~ deutlich.  Die Entstehung einer Peptidbindung
Carboxylgruppe einer Aminosdure geht mit der Aminogruppe einer anderen
Aminosdure unter Wasserabspaltung eine Bindung ein.
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6 Grundlegendes zu Aminosauren

Ein Eiweil} ist durch die Reihenfolge seiner Aminosduren in Loslichkeit,
Reaktivitdt und Aufgabe definiert. Das bedeutet, dass die Abfolge der
einzelnen Bausteine festlegt, um welches Eiweil es sich handelt, sei es nun
Insulin, Hamoglobin oder Ahnliches.

Um der Bedeutung der Proteinbestandteile gerecht zu werden, bedarf es
der Erwahnung, dass alles Leben, so wie wir es
kennen, auf die Synthese von Aminosauren

zurtickzuftihren ist. Diese wurden vor mehreren

Millionen Jahren aus den wenigen Elementen, die

in den Urmeeren zugegen waren, durch . ;-‘h'-'J .}
: . . e / )
Energiezufihrung wie dem Sonnenlicht und : E J
Blitzeinschldgen bei Gewittern gebildet. Dem \U
. . : !
Chemiker STANLEY L. MILLER ist 1953 die Abbildung 6
Wiederholung dieses »Schopfungsprozesses« im Stanley L. Miller

Labor gelungen, und er hat damit zumindest teilweise die Frage nach der
Entstehung des Lebens beantwortet.

Es sind etwa 200 nattirlich vorkommende Aminoséuren bekannt, jedoch
sind nur 20 von ihnen proteinogen, also eiweil3bildend. Dabei kommen in
den Proteinen meist alle proteinogenen Aminosduren vor. Bemerkenswert
ist auBerdem, dass unterschiedliche Tiere (etwa Pferd und Hund) tber véllig
anders gebaute Proteine verfiigen, die Bausteine, also die Aminoséuren,
jedoch bei jedem Tier gleich sind.

1.1.2 GRUNDSATZLICHES

Im Laufe der Zeit wurden in der Forschung unzahlige Eiweillmolekile
auf ihre Aminoséuresequenz hin untersucht. Um diese Abfolgen zu
katalogisieren, war es notig, fur die Aminosduren Abkilirzungen
einzufihren. Zuerst einigte man sich auf drei Buchstaben, zum Beispiel
»Ser« fur Serin. Spéater fihrte man fur die 20 proteinogenen Aminosauren
die Ein-Buchstaben-Abkiirzung ein, im Falle des Serin beispielsweise »S«.
Dies erwies sich als wesentlich praktischer beim Vergleich zweier Eiweille,

deren Codierung mehrere hundert oder tausend Seiten fillte.
Download von www.BBulheller.de © by Benjamin Bulheller




Grundlegendes zu Aminosauren

1.2

Die Einteilung erfolgt nach internationaler Absprache in vier
Hauptgruppen. Aminosduren wie Leucin und Phenylalanin, deren
Seitenkette aus Alkylresten und Benzolringen besteht, werden in die Gruppe
der Aminosauren mit neutralem, unpolarem organischem Rest eingeordnet.

Ist in der Seitenkette beispielsweise eine Hydroxylgruppe enthalten, so
spricht man von neutralen Aminosauren mit neutraler, polarer Seitenkette.

Asparaginsaure und Glutaminsdure sind Disduren, beide besitzen noch
eine zweite Carboxylgruppe. Man ordnet sie den sauren Aminosduren zu.
Lysin, Arginin und Histidin, die jeweils noch Uber eine weitere

Aminogruppe verfiigen, werden basische Aminosauren genannt.

Die meisten der Eiweilbildner koénnen vom Korper selbststdndig
synthetisiert werden. Zur Bildung von neun der lebenswichtigen
Aminoséuren sind Tiere und Menschen jedoch nicht fahig und mussen sie
Uber die Nahrung aufnehmen. Diese neun Proteinbausteine werden
essentielle Aminosdauren genannt. Zu ihnen gehdren unter anderem Histidin,
Lysin und Methionin. Ein Mangel an diesen essentiellen Aminosauren fihrt
dazu, dass bestimmte Eiweil3e nicht mehr gebildet werden kdnnen, was

schwere korperliche Schaden verursacht.

. AUFBAU

1.2.1 ALLGEMEINER BAU

Aminocarbonsduren enthalten sowohl die Aminogruppe (—NH,) als auch
die Carboxylgruppe (-COOH). Diese beiden funktionellen Gruppen
bestimmen das Reaktionsverhalten des Molekils. Die Aminosduren
unterscheiden sich nur im Aufbau des organischen Restes R.

Allgemeine Formel der Aminosauren: R - CH - COOH

|
NH,

Download von www.BBulheller.de © by Benjamin Bulheller




8 Grundlegendes zu Aminosauren

Die Carboxylgruppe ist in der Lage, ihr Proton abzuspalten und wirkt
daher sauer. Sie wird deswegen oft als Sauregruppe bezeichnet. An die
Aminogruppe hingegen kann ein Proton angelagert werden, es liegt also ein

basisches Verhalten vor.

Aufgrund eines intramolekularen Protoneniibergangs, bei dem der
Wasserstoffkern der Carboxylgruppe abgegeben wird und die Aminogruppe

ionisiert, liegen Aminosduren fast immer zum Teil als Zwitterionen vor:

R — CH - COOH . R-CH-COO™
| |
NH, NH;"

Die an das a-Kohlenstoffatom gebundene Aminogruppe ist bis auf eine
Ausnahme bei allen Aminoséuren frei beziehungsweise nicht substituiert.
Diese Ausnahme bildet das Prolin, bei dem der Stickstoff in einen Ring des
organischen Restes mit dem a-C-Atom eingebaut ist.

Durch die Besonderheit des dipolaren Baus reagiert bei einer
pH-Anderung ausgehend vom Zwitterion nicht die Carboxylgruppe als
Saure, sondern die protonierte Aminogruppe. Umgekehrt reagiert die
Séuregruppe schwach basisch. Bei einer Messung der Sdurekonstanten
erhalt man daher die Aciditat der Ammoniumgruppe und bei der Ermittlung
der Basenkonstanten die Basizitdt der Carboxylatfunktion. Dieser
Sachverhalt erklart die GrofRenordnung der beiden Konstanten, die ohne

Kenntnis des Reaktionsverhaltens der Aminosauren viel zu grol} erscheint.

1.2.2 OPTISCHE AKTIVITAT

Da die funktionellen Gruppen asymmetrisch um das a-Kohlenstoffatom
angeordnet sind, existieren fast alle Aminosauren in zwei spiegelbildlich
aufgebauten Formen, die sich im dreidimensionalen Raum nicht zur

Deckung bringen lassen.

Download von www.BBulheller.de © by Benjamin Bulheller




9 Grundlegendes zu Aminosauren

Molekule, die diesen auf verschiedene Arten maglichen Aufbau aufweisen,
werden als chiral bezeichnet. Bedingt durch ihre Ligandenbestiickung sind
nahezu samtliche Aminoséuren chiral, wobei das a-Kohlenstoffatom das
Chiralitdtszentrum darstellt. Die einzige Ausnahme bildet das Glycin,
dessen Bau durch das einzelne Proton als organischer Rest symmetrisch ist,
wodurch das Molekil keine optische Aktivitat zeigt. Eine asymmetrische
Bindung ist nur dann mdglich, wenn ein Atom vier verschiedene Liganden
besitzt. Diese Voraussetzung ist beim Glycin nicht gegeben.

Die Enantiomere der anderen Aminoséuren unterscheiden sich nicht in
ihrem chemischen Charakter, sondern in ihrem Verhalten gegeniber

polarisiertem Licht.

Pzﬂ]
L "::‘1 &
N nagSlal-@
J VAVAVILg
Mg
1 2 3 4 ] B T B

Abbildung 7
Funktionsweise eines einfachen Polarimeters

Die Abbildung macht diese Erscheinung deutlich. Der ankommende,
monochromatische Lichtstrahl (1) passiert eine Blende (2). Das parallele
Lichtbundel (3) schwingt in sé&mtlichen Ebenen, die quer zur
Ausbreitungsrichtung stehen (4). Der Lichtstrahl trifft nun auf einen
Polarisator (5), der ihn derart filtert, dass das herauskommende Licht nur
noch in einer Ebene schwingt (6); es ist polarisiert. Das Licht wird daraufhin
durch eine Kuvette mit der geldsten, zu untersuchenden Substanz geleitet
(7). Ist jene optisch aktiv, so dreht sie die Schwingungsebene des Strahls um
einen bestimmten Winkel a, der sich mit Hilfe eines nachgeschalteten
Polarisators (8), den Analysator, durch ein Okular ablesen l&sst. Um a zu
bestimmen, stellt man erst die Stellung der Schwingungsebene ein, wenn
der Lichtstrahl durch eine Kivette mit einer optisch inaktiven Substanz
(meist Wasser) fallt und richtet den Analysator so aus, dass die
Lichtintensitat maximal geschwacht wird (9). Der zweite Polarisator ist

dann im Vergleich zum ersten um 90° gedreht. Wird die Schwingungsebene
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Grundlegendes zu Aminosauren

von der zu messenden Substanz verandert (10), stellt man den zweiten
Polarisator wieder auf die maximale Ausléschung und kann dann den
Winkel beztglich der Stellung (9) und (10) ablesen.

Die beiden Spiegelbildisomere drehen die Schwingungsebene in
verschiedene Richtungen. Die Betrage dieser Drehungen sind gleich, jedoch
ist das VVorzeichen je nach Form positiv oder negativ.

Die allgemeinen Strukturformeln der optisch aktiven Aminosauren lauten:

D - Form: L - Form:
COCH HOOC
H—c|—NH2 HgN—Cll—H
; ;

Spiegelachse

In der Projektionsformel nach EMIL FISCHER
steht das Kohlenstoffatom mit der hdchsten
Oxidationszahl oben. Im Falle des Beispiels ist dies
das C-Atom der Carboxylgruppe, das mit +3 die
hochste Oxidationsstufe besitzt. Der organische
Rest wird unterhalb davon angetragen. Steht dann X
die Aminogruppe rechts vom a-Kohlenstoffatom, p

liegt die Aminosaure in der p-Form, im anderen

Fall (wenn sich die Aminogruppe links befindet) in Abbildung 8
Emil Fischer
der L-Form vor. 1852 - 1919

VereinbarungsgemaR gilt, dass die Substituenten rechts und links des
Chiralitatszentrums vor der Papierebene, die anderen dahinter liegen. Die
willkurlich definierte D-L-Zuordnung sagt nichts (ber den tatsdchlichen
Drehsinn aus, der experimentell gemessen werden muss.

Tiere und Menschen sind nur in der Lage, L-Aminosauren zu
synthetisieren. D-Aminosduren haben in der Natur eine weitaus weniger
wichtige Bedeutung; sie kommen beispielsweise in den Proteinen einiger
Bakterien und Pilze vor.

Die Starke der Ebenendrehung ist abhdngig vom pH-Wert. Darum

werden die in der Literatur angegebenen Winkel meist bei pH 7,0 gemessen.

Download von www.BBulheller.de
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11 Grundlegendes zu Aminosauren

1.2.3 Sitz DER AMINOGRUPPE

Das Kohlenstoffatom, an das die Sauregruppe der Aminosaure gebunden
ist, wird als a-Kohlenstoffatom bezeichnet. Fast alle der proteinogenen
Aminosduren sind a-Aminoséuren, was bedeutet, dass die Aminogruppe in
benachbarter Stellung zur Carboxylgruppe steht. Zusétzlich existieren
allerdings noch Formen, bei denen die beiden Gruppen nicht an das gleiche
Kohlenstoffatom gebunden sind, die B-Aminoséauren, die jedoch nicht in den
Zellen vorkommen. Die Carboxylgruppe ist dann an ein C-Atom des
organischen Restes gebunden.

Diese Sonderformen der Aminosauren haben ganz bestimmte biologische
Aufgaben, so sind sie etwa fur die Bildung bestimmter Vitamine wichtig.

Von Alanin (der organische Rest ist blau gedruckt) liegen beispielsweise

folgende Formen vor:

o - Alanin : - CH-COOH
|
NH,
B - Alanin : NH,; - CH; - - COOH

1.3 PHYSIKALISCHE EIGENSCHAFTEN UND
REAKTIONSVERHALTEN

1.3.1 SCHMELZ- UND SIEDEPUNKTE

Bedingt durch den polaren Aufbau der Aminosauremolekdle liegen die
Schmelz- und Siedepunkte wesentlich hoher, als es der Vergleich mit
anderen organischen Verbindungen erwarten lieRe. Die Molekule bilden
aufgrund ihrer Ladungen Kristallgitter aus, weshalb die Siedepunkte meist
so hoch liegen, dass die C—C — Bindungen noch vor dem Schmelzen zerstort
werden. In der Literatur sind darum oft nur die Zersetzungspunkte der
Aminosduren angegeben, die allerdings nicht als prazise, physikalische
Fixpunkte angesehen werden konnen, da unter anderem die

Heizgeschwindigkeit den Punkt des Zersetzens mitbestimmt.

Download von www.BBulheller.de © by Benjamin Bulheller




12 Grundlegendes zu Aminosauren

1.3.2 AMPHOTERER CHARAKTER

Da ihre bifunktionelle Struktur ein saures genauso wie ein basisches
Reaktionsverhalten moglich macht beziehungsweise bedingt, sind
Aminocarbonsiduren Ampholyte. Der Zustand des Molekdls wird durch den
pH-Wert der Losung bestimmt, in der sich das Molekil befindet. Ist dieser
sauer, so lagert sich ein Proton an die Carboxylatgruppe an, wodurch ein
Kation entsteht, da die positive Ladung der Ammoniumgruppe erhalten
bleibt.

Umgekehrt liegen in alkalischer Umgebung mehr Anionen vor, da das
Uberschissige Proton der Ammoniumgruppe abgegeben und ein
Hydroxidion zu Wasser neutralisiert wird. Das Verhéltnis, in dem die
beiden Zustandsmoglichkeiten vorliegen, ist also durch ein chemisches

Gleichgewicht festgelegt, das durch den pH-Wert beeinflusst werden kann.

1.3.3 ISOELEKTRISCHER PUNKT

Der pH-Wert, an dem die Molekile praktisch vollstdndig als
Zwitterionen vorliegen, wird als isoelektrischer Punkt (IEP) bezeichnet.
Dieser befindet sich meist im sauren Bereich.

Es existieren also drei mogliche Formen eines Aminosauremolekdils:

R-CH-COOH 2 R-CH-COO 2 R-CH-COO™
| | |
NH;* NH; " NH,
® @ ®

Die Form @, das Kation, ist im UbermaR in saurer Losung vorhanden,
beziehungsweise in dem pH-Bereich, der saurer ist als der IEP. Bei Zugabe

von Hydroxidionen verlagert sich das Verhéltnis der Formen © und ®, bis
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schlieBlich der IEP erreicht ist und die Aminoséure ausschliellich in der
Zwitterionenform @ vorliegt.

Bei weiterer Basenzugabe verschiebt sich das chemische Gleichgewicht
zur anionischen Form ®.

Der isoelektrische Punkt entspricht auBerdem genau dem pH-Wert, den
eine Losung der Aminosdaure mit reinem Wasser annimmt. Die
lonenwanderung erreicht ihr Minimum, das heilst, dass bei einer
konduktometrischen Analyse die Leitfahigkeitskurve am IEP den absoluten
Tiefpunkt aufweist.

Da die Carboxylgruppe starker sauer als die Aminogruppe basisch ist,
befindet sich der IEP nicht bei pH 7, sondern etwas tiefer, da zum
vollstdndigen Protonieren aller Aminogruppen noch etwas angesduert
werden muss. Bei Aminosduren mit zwei Saurefunktionen liegt der Punkt
der hochsten Zwitterionenkonzentration noch tiefer, da beide
Carboxylgruppen ionisiert werden, das Molekl also zwei negative und eine
positive Ladung besitzt. Um den IEP zu erreichen, muss nun durch
Ansiuerung eine Carboxylatgruppe protoniert werden. Aquivalent dazu
liegt der isoelektrische Punkt bei basischen Aminosduren im starker
Alkalischen, da eine Ammoniumgruppe durch Laugenzugabe deprotoniert

werden muss.

Aufgrund ihres prinzipiellen Aufbaus besitzen Aminoséuren mindestens
zwei pKs—Werte, je einen fir die Amino- und die Sauregruppe. Hinzu
kommt teilweise noch ein dritter Wert flr die Seitenkette bei sauren und
basischen Aminoséuren, der jedoch immer im stdrker Sauren
beziehungsweise Alkalischen liegt. Die beiden Haupt-pKs—Werte der
funktionellen Gruppen geben an, bei welchem pH-Wert die Aminogruppe
ein Proton aufnimmt, beziehungsweise die Sduregruppe ein Proton
abspaltet. Da am isoelektrischen  Punkt die intramolekulare
Protonenwanderung bei fast allen Molekilen abgeschlossen ist, l&sst sich
der IEP anhand des arithmetischen Mittels der beiden pKs—Werte
berechnen. Die allgemeine Formel lautet:

IEP= %(loK1 +pK,)

Download von www.BBulheller.de © by Benjamin Bulheller




14 Grundlegendes zu Aminosauren

1.3.4 LOSLICHKEIT

Aminosduren sind normalerweise in polaren Lésungsmitteln gut I6slich,
lassen sich jedoch nicht mit unpolaren Flissigkeiten mischen. Grund hierfir
ist die stark polare Struktur der Molekile und damit die Fahigkeit zur
Ausbildung einer Solvatationshiille. Da Aminosduren als lonen vorliegen,
kdnnen sich die polaren Molekiile des Ldsungsmittels entsprechend ihrer
intramolekularen Ladungsverteilung ausrichten und die
Aminosauremolekiile mit einer
Solvatationshille umgeben.
Dieser Vorgang entspricht dem
der Ausbildung einer
Hydrathiille bei  Salzen in
Wasser. Die Abbildung macht
diesen Vorgang deutlich. Die

grinen Kugeln entsprechen den Abbildung 9

Anionen, die silbernen den Lésungsvorgang eines Salzes
Kationen. Die polaren Wassermolekile bilden um die lonen herum eine
Hille und I6sen sie so aus dem Gitter heraus. Das Bild macht deutlich, dass
die Loslichkeit optimal ist, sofern der zu l6sende Stoff in Teilchen mit einer
bestimmten Ladung vorliegt, also als Anion oder Kation. Zwitterionen l6sen
sich deutlich schlechter.

Infolgedessen nimmt die Loslichkeit bei der Annédherung an den
isoelektrischen Punkt immer mehr ab, bis sie an ihm ihr Minimum erreicht.
Da die lonen an diesem Punkt zwei unterschiedliche Ladungen tragen, also
stark polar sind, ordnen sie sich analog zur Salzbindung in einem
lonengitter an. Im Idealfall ist an diesem Punkt zu beobachten, dass die
Aminosdure als kristalliner Feststoff aus der Losung ausfallt. Bei den

durchgefuhrten Messungen wurde dies jedoch nur einmal sichtbar.
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15 Titration von Aminosauren
2. TITRATION VON AMINOSAUREN
u TITRATIONSKURVﬂ

2.1.1 VORGEHENSWEISE

Infolge der Tatsache, dass sich die Beschaffenheit der Molekile durch
Protonenanlagerung und -—abgabe mit steigendem pH-Wert mehrmals
andert, muss die Losung der zu titrierenden Aminosdure einen pH
aufweisen, der im stark Sauren oder im stark Alkalischen liegt
(beispielsweise bei pH 1 oder pH 14), um eine vollstandige Titrationskurve
zu erhalten. Dann kann die Losung mit einer starken Base beziehungsweise
einer starken Saure bis zum entgegengesetzten pH-Wert titriert werden. Als
Losungsmittel und Titrationsmittel werden einmolare Salzséure und
Natronlauge verwendet.

Vor der Titration wird die molare Masse der zu untersuchenden Substanz
errechnet und mittels einer Elektronenwaage eine bestimmte Stoffmenge in
einem Kolben vorgelegt. Dann wird der Stoff mit Salzsdure oder
Natronlauge geldst. Da die verwendeten Ldsungsreagenzien beide nur ein
einziges Neutralisationsédquivalent besitzen, entspricht der Verbrauch der
Stoffmenge an Titrationsmittel exakt einem ganzzahligen Vielfachen der
eingesetzten Stoffmenge an Substanz.

Von der Aminoséure wird exakt die Masse abgewogen, die fur die
Herstellung von 25 Milliliter einer einmolaren Losung erforderlich ist.
Diese Konzentration ist fur einen eindeutigen Kurvenverlauf notwendig. Im
Folgenden wird darauf noch genauer eingegangen.

Durch Messen des pH-Wertes der Losung in Abhangigkeit des
zugetropften Neutralisationsmittels erhédlt man die Neutralisationskurve der
titrierten Aminosaure.

Um fur eine gleichbleibend optimale Durchmischung der Lésung zu
sorgen, wird ein magnetischer Rihrer verwendet. Neben der Kontrolle der
einwandfreien Funktion des Rduhrfischs, muss zusétzlich noch die
gleichmalige Tropfgeschwindigkeit des Titrationsmittels Uberwacht

werden.
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2.1.2 DIE MESSAPPARATUR

Das Erstellen einer Titrationskurve mit einem mdglichst hohen
Genauigkeitsgrad ist ein mihevoller und zeitaufwendiger Vorgang. Um eine
vertretbare Zeitdauer zu erreichen, muss man die Geschwindigkeit des
Experiments immer auf Kosten der Prazision optimieren, vor allem da pro
Reagenz mit zwei bis drei Wiederholungen zu rechnen ist.

Abbildung 10
Die Versuchsapparatur

Eine wesentliche Erleichterung bietet die Messung mit Hilfe einer
geeigneten Apparatur unter Zuhilfenahme eines Computers, der die
pH-Anderungen in Abhangigkeit des zugefihrten Titrationsmittels erheblich
praziser beziehungsweise einfacher erfassen kann.

Dazu wird unter die Birette eine speziell fir diesen Zweck angefertigte
Vorrichtung angebracht, die Uber eine Lichtschranke erkennen kann, wann
ein Tropfen in den Kolben gelangt. Nun muss die Anlage auf eine
bestimmte TropfengroRe geeicht werden. Dazu werden beispielsweise 10 ml
einer Losung vorgelegt und vom Computer die Tropfen gezahlt, bis die
Burette leer ist. Die Division des Startvolumens durch die Tropfenanzahl
ergibt dann das Volumen eines Tropfens. Erfahrungsgemal liegt die

Tropfengrole etwa im Bereich von 0,05 — 0,06 ml.
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Im Messkolben befindet sich ein Temperaturfiihler zum Messen der
Neutralisationswarme und ein pH-Meter. Um eine optimale Durchmischung
und damit eine prazise pH-Messung zu ermdglichen, wird auBerdem ein
elektromagnetischer Rihrer verwendet.

Wird das Neutralisationsmittel hineingetropft, registriert dies der
Zahlmechanismus durch die Unterbrechung der Lichtschranke und schickt
die Information, dass ein Tropfen mehr im Versuchskolben ist, zusammen
mit der momentanen Losungstemperatur und dem pH-Wert Uber die serielle
Schnittstelle des Computers an die Software, die diese Werte in ein
Diagramm eintréagt.

Das Programm macht es auerdem mdglich, die erhaltenen Diagramme
auszudrucken und zu speichern. Die im folgenden abgedruckten Graphen
entstammen dem Programm diLab V2.91 und wurden Uber Screenshots der
Programmoberflache erstellt.

2.1.3 PROBLEME BEI DER MESSUNG

Die Praxis wich in einigen Punkten vom ldealbild der Theorie ab und
erschwerte so die Messung und deren Deutung erheblich.

Als erstes Problem erwies sich die genaue Messung der Tropfengrofie.
Da die Menge der zur Titration nétigen Base beziehungsweise Lauge genau
stochiometrisch berechnet wurde, hatte es eigentlich mdglich sein missen,
den Endpunkt der Titration bei bekannter Tropfengrofle genau
vorauszusagen. Dies war in der Praxis jedoch nur schwer mdglich, was
darauf schlieRen l&sst, dass die Grolie der Tropfen schwankt.

Des Weiteren verrichtete der elektromagnetische Rihrer seine Arbeit
nicht immer optimal, was zu pH-Spriingen im Kurvenbild fuhrte. Es stellte
sich auch das Problem, dass das Volumen der Losung zum Titrationsende
hin stark zunimmt und der Ruhrfisch der ersten Versuche nicht fiir eine gute
Durchmischung sorgen konnte. Er wurde daraufhin durch einen grof3eren
ersetzt, wodurch der saubere Kurvenverlauf bis zum Titrationsende

durchgehalten werden konnte.
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Zu den technischen Hindernissen kamen schlieBlich praktische
Schwierigkeiten. So scheiterte der Versuch, Lysin vom stark Alkalischen
aus zu titrieren, da die Kurve kaum an den erwarteten Verlauf erinnerte. Erst
ein Titrationsstart im Sauren fiihrte zum gewunschten Ergebnis.

Wahrend der Versuchsreihe zeigte sich auch, dass die Konzentration der
Aminosdurelésung eine wichtige Rolle spielt und den Verlauf der
Titrationskurve erheblich beeinflusst. Bei einer 0,1 molaren Ldsung wurde
der Graph der pH-Anderung unklar. Weder die markanten Stellen wie der
Pufferbereich in der Nahe der pKs-Punkte noch der isoelektrische Punkt
waren eindeutig zu erkennen. Ein weiterer Versuchsstart mit einer
einmolaren Losung der jeweiligen Aminoséaure lieferte einen exakten und
interpretierbaren Kurvenverlauf.

Bei der Herstellung der Versuchslosungen ergab sich ein weiteres,
unerwartetes Problem. Bei der Asparaginsaure beispielsweise wurde mittels
der elektronischen Waage eine bestimmte Stoffmenge des Pulvers
abgewogen und mit der doppelten Stoffmenge Natronlauge gelést. Dann
miussten beide Sduregruppen deprotoniert sein, die Asparaginsaure also als
Dianion vorliegen. Der pH-Wert betrug zu diesem Zeitpunkt nur 8,5. Da fir
eine gute Messung mindestens der pKs der Seitenkette iberschritten werden
muss, wurde die Stoffmenge der Lauge auf das Dreifache der
Asparaginsaure erhoht. Gegen die Erwartungen war die Aminoséure in der
Lage die Laugenzugabe so gut abzupuffern, dass der erreichte pH noch
nicht fur eine Titration ausreichend war. Erst durch die Zugabe einer
betrachtlichen Menge Natronlauge wurde der pH 13,5 erreicht. Bei Alanin
und Lysin war eine starke Ubersauerung notwendig. Spater wurde auRerdem
festgestellt, dass sich der Titrationsstart auf den Kurvenverlauf auswirkt. Ein
Start im stark Sauren (pH 1,7) beziehungsweise stark Alkalischen (pH 13,5)
flihrte zu wesentlich besseren Graphen.

Die starke Anderung des pH-Wertes am Beginn der professionellen
Experimente der Fachliteratur konnte im Schulversuch nicht nachvollzogen
werden. Vermutlich wirde ein Start im stark Sauren (kleiner pH 1) oder
stark Alkalischen (groRer pH 14) den Kurvenverlauf verbessern, dies wurde

jedoch nicht eigens getestet.
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2.2  MESSUNGEN

2.2.1 ALANIN

Alanin ist eine Monoamino-monocarbon-Aminosaure. Es wird in die

Gruppe der Aminosauren mit unpolarem, aliphatischem Rest eingeordnet.

Formel: CH; - CH - COOH

|
NH,

3D-Modell:

Abbildung 11
Abkirzung: Ala (A)
IEP: 6,00
pKi: 2,35
pK,: 9,87
Molare Masse: 89,1 %

mol

Zersetzungspunkt: 297° C

Die molare Masse errechnet sich zu 89,1-2-. Um eine einmolare Lésung

mol

zu erhalten, musste man 89,1 g des Alaninpulvers auf 1 Liter mit Wasser

auffillen. Fur 25 ml (also % Liter) dieser Losung bendtigt man demzufolge

den 40. Teil der Masse, was 2,228 g entspricht. Mittels der Elektronenwaage
werden genau 2,228 g des Pulvers abgewogen und in einmolarer Salzsdure
gelést. Um einen sehr sauren pH-Wert, der fur eine vollstandige
Titrationskurve notig ist, zu erreichen, muss das LOsungsmittel im

Uberschuss zugegeben werden.
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Dann wird die Alaninldsung mit einmolarer Natronlauge titriert. Der

folgende Graph veranschaulicht den Verlauf des Versuchs.

14.0PH
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Abbildung 12
Titrationskurve des Alanins

Da das Alanin im Vergleich zur Asparaginsdure und dem Lysin den

einfachsten Bau aufweist, ist die Kurve erwartungsgemall am besten zu

interpretieren.

Am Startpunkt der Titration — etwa bei
pH 1,7 — liegt das Alanin fast nur in der
protonierten Form vor, bei der die
Aminogruppe ein Proton aufgenommen hat
und die Carboxylgruppe vollstédndig ist. Die
lonen sind also vorherrschend positiv
geladen. Die Loslichkeit der Molekdle ist in
dieser monopolaren Form sehr hoch, es
entstent eine vollig klare Losung. Das

nebenstehende Bild dokumentiert den

Abbildung 13 Versuchsbeginn.
Alaninlésung am Versuchsbeginn . .

J J Wahrend der Laugenzugabe verschiebt
sich dieses chemische Gleichgewicht mehr und mehr in Richtung der

dipolaren lonen. Dies geschieht gemaR der Gleichung:

CH3—CHNH;-COOH + OH™ & CH3;—-CHNH;"-COO™ + H,0
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Am pK; liegt dann ein dquimolares Gemisch des Kations und des
Zwitterions vor. Das Kation fungiert durch sein tberschissiges Proton als
Sdure, das dipolare Teilchen ist die korrespondierende Base. Die beiden

Formen verbindet dementsprechend die folgende Konkurrenzreaktion:

CH3—CHNH3+—COOH + HO &2 CH3—CHNH3+—COO_ + H?,OJr

Auf diese Gleichung angewandt liefert das Massenwirkungsgesetz

folgenden Ausdruck:

« = C(CH,CHNH,'COO") (¢ (H,0")
° ¢(CH,CHNH, COOH)

Da das Zwitterion und das Kation am pK; in einem &quimolaren Gemisch

vorliegen, gilt:

« = C(CH,CHNH,'C00")

1
[¢(H,0%) = =[&(H.0%) = ¢c(H.0*
® ¢(CH,CHNH,"COOH) (H,07) 1 (H,07) = c(H,0)

GemaR der Definitionen pH = —log c¢(H30") und pKs = -log Ks folgt

dann:

Ks = c(Hs0")
—log Ks = —log c(H30")

pKs = pH

Das Zentrum des Pufferbereichs des aus dem Versuch erhaltenen
Graphen liegt etwa im Bereich von pH 2 und bestétigt diese Uberlegung.
Der pK; markiert den ersten Wendepunkt der Kurve, der bei der

vorliegenden Messung durchaus erkennbar ist.
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Durch die Konkurrenzreaktion der &quimolar vorhandenen Formen ist
ein Puffer entstanden, der die pH-Anderung verlangsamt. Aus der
gemessenen Kurve ist dies ersichtlich. Der Graph musste theoretisch vom
Start weg etwas steiler ansteigen, dann zunehmend flacher werden, bis er
bei pH 2,35 einen Flach- und Wendepunkt durchlduft, aber die Tendenz ist
erkennbar.

Je mehr sich der pH vom Wendepunkt entfernt und dem isoelektrischen
Punkt néhert, desto extremer wirkt sich die weitere Laugenzugabe aus, bis
schlie3lich am IEP ein einziger
Tropfen Base einen pH-Sprung
Uber etwa zwei pH-Einheiten
bewirkt.

Am isoelektrischen Punkt
liegen die Alaninmolekiile fast
vollstdndig in der dipolaren
Form CH3;CHNH;"'COO™ vor.
Der Versuch zeigte den

Idealfall; das Alanin fiel als

) ] Abbildung 14
weiler Niederschlag aus der Alaninldsung am isoelektrischen Punkt

Losung aus. Die weitere Zufuhr von Hydroxidionen bewirkt ein
Verschieben des chemischen Gleichgewichts auf die rechte Seite der
folgenden Gleichung:

CH3-CHNH;™-COO™ + OH &2 H0 + CH3z-CHNH,-COO"~

Aquivalent zur Entwicklung im stark Sauren nimmt hier die
Konzentration des Anions gegeniiber dem Zwitterion zu. Je mehr sich das
Verhaltnis der beiden Formen angleicht, desto mehr wird die weitere pH-
Steigerung durch die Losung abgepuffert, was sich durch einen flacheren
Kurvenverlauf &uBert. Bei pH 9,87 liegt wieder eine dquimolare Losung
einer schwachen Sdure (in diesem Fall das Zwitterion) und ihrem Salz (das
Kation), also ein Puffer vor. Die Kurve durchlduft wiederum einen
Wendepunkt und steigt danach wieder steiler an, wenn das Alanin
vollstdndig als Kation vorliegt und der pH nur noch durch die Zugabe der

starken Lauge beeinflusst wird.

Download von www.BBulheller.de © by Benjamin Bulheller




23 Titration von Aminosauren

Fur die im Folgenden untersuchten Aminoséauren, die Asparaginsaure und
das Lysin, ist eine &quivalente Diskussion der Titrationskurven moglich,

worauf auf Grund des Umfangs in dieser Arbeit nicht eingegangen wird.

2.2.2 ASPARAGINSAURE

Asparaginsdure ist eine Monoamino-dicarbon-Aminoséure und gehort

zur Gruppe der Aminosduren mit negativ geladenem, organischem Rest.

Formel: HOOC - CH, - CH - COOH

|
NH,

3D-Modell:

Abbildung 15

Abkirzung: Asp (D)
IEP: 2,77
PK1: 1,99
pK2: 3,90
pKs: 10,00
Molare Masse: 133,1 %

mol

Zersetzungspunkt: 270° C

Durch die zweite Carboxylgruppe in der Seitenkette liegt der
isoelektrische Punkt tiefer als beim Alanin, da sie zur Erzeugung des

Zwitterions erst durch weitere Sdurezugabe protoniert werden muss.
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Analog zum ersten Versuch wurde die Stoffmenge abgewogen, die fir
25 ml einer einmolaren LOsung notig ist. Im Falle der Asparaginsdure waren
dies 3,328 g. Diese wurden in einem Uberschuss an Natronlauge gelost,

wodurch der pH-Wert 13,5 erreicht wurde.

pH
14.0 =y

12.0 A\
10.0 ~~ —

8.0 ™,
6.0 \
4.0 —

2.0
0.0
0

ml

5 10 15 20 25 30 35 40 45 A0

Abbildung 16
Titrationskurve der Asparaginsaure

Die Asparaginsdure enthalt in ihrer Seitenkette eine zweite
Carboxylgruppe, die wéahrend der Titration ebenfalls reagiert. Dieser
Protonierungs- beziehungsweise Deprotonierungsvorgang besitzt ebenfalls
einen eigenen Kurvenverlauf. Da sich dieser mit der Kurve des
Molekilstamms Uberlagert, ist das Titrationsergebnis weitaus schwieriger
zu deuten als beim Alanin.

Am Anfang der Titration, die im stark Alkalischen beginnt, steht das
Dianion. Beide  Carboxylgruppen sind durch die hohe
Hydroxidionenkonzentration deprotoniert und tragen eine negative Ladung.
Der pK3 markiert in diesem Fall den pH, an dem die S&uregruppe der
Seitenkette einen Wasserstoffkern aufnimmt.

Bei weiterer Sdurezugabe folgt die Konkurrenz zwischen den bereits
bestehenden Zwitterionen COOH-CH,—~CHNH;~COO™ und den restlichen
Anionen COOH-CH,-CHNH,-COQ", die, analog zur Alanintitration, fir
kurze Zeit die pH-Anderung abpuffert.

Nach dem isoelektrischen Punkt werden mehr und mehr Kationen
COOH-CH,-CHNH;"—-COOH gebildet, was durch die noch vorhandenen
Zwitterionen, dem korrespondierenden Salz zur schwachen S&ure, welche

die Kationen darstellen, zu einer erneuten Pufferwirkung fuhrt.
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2.2.3 LYSIN

Lysin ist eine Diamino-monocarbon-Aminosdure und gehért zur Gruppe
der Aminosdauren mit positiv geladenem, organischem Rest. Im Gegensatz
zu Alanin und Asparaginsaure gehort Lysin zu den essentiellen
Aminosauren. Der Korper kann es also nicht selbststdndig synthetisieren

und muss es mit der Nahrung aufnehmen.

Formel: HoN - CH; - CH; - CH, - CH, - CH - COOH

|
NH,

3D-Modell:

Abbildung 17

Abkirzung: Lys (K)
IEP: 9,74
pKi: 2,16
pKz: 9,20
pPKa: 10,80
Molare Masse: 146,2 X

mol

Zersetzungspunkt: 225°C

Da, um den isoelektrischen Punkt zu erreichen, die zweite Aminogruppe
deprotoniert werden muss, liegt der IEP im Alkalischen.
Das Lysinpulver lag flr die Versuchsreihe als 1-hydrat vor. Da das an ein

Lysinmolekil gebundene Wasser (M =18 -%.) bei der Berechnung der

mol

Stoffmenge beriicksichtigt werden muss, gilt hierfir die molare Masse

164,2 2.

mol
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Abbildung 18
Titrationskurve des Lysins

Analog zur Asparaginsaure Ubt die protonierbare Seitenkette des Lysins
einen negativen Effekt auf die Eindeutigkeit des Kurvenbildes aus.

Der erste Pufferbereich befindet sich in der Umgebung des pH 2,16 und
verlauft wesentlich steiler, also schlechter gepuffert als beim Alanin und der
Asparaginséure. Der zweite Abschnitt im Umkreis des pH 10,80 ist im
Vergleich zu den anderen getesteten Aminosduren ebenso schwach

ausgepragt.

AUSWERTUNG

Die Ergebnisse der Experimente folgen im Grofien und Ganzen den
Erwartungen. An den Kurvenverldufen gibt es in Bezug auf die Genauigkeit
nichts zu beanstanden, wie im Folgenden noch aufgezeigt wird.

Die Titrationskurve des einfachsten der getesteten Stoffe, des Alanins, ist
hinsichtlich des in der Literatur angegebenen Verlaufs auBerordentlich
exakt.

Die Asparaginsaure lieB zundchst im Hinblick auf die Lage des
isoelektrischen Punktes einige Unklarheiten aufkommen. Erst die Einsicht
in die Fachliteratur fuhrte zur Bestatigung des Versuchsergebnisses. Das
Kurvenbild 14kt zwar im Rahmen dieses Schulversuches keine
weiterflihrende Deutung zu, ist jedoch mit den in der Literatur abgedruckten

Resultaten konform.
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Gleiches gilt fur das Lysin. Der Einfluss der Seitenkettenreaktion wirkt
sich zu stark auf den Kurvenverlauf aus, als dass das Ergebnis sich noch
weiter deuten lieRe. Der Vergleich mit der Fachliteratur fiihrte jedoch auch
hier zur Bestétigung der erhaltenen Kurve.

Das folgende Bild, die Uberlagerung einer aus der Literatur
entnommenen ldealkurve (schwarz) und der im Versuch erhaltenen Kurve
(rot) des Alanins, zeigt, dass sich der Schulversuch durchaus mit einem
professionellen Experiment messen kann. Um diese Uberlagerung korrekt
durchzufuhren, musste der Graph aus der Fachliteratur am Beginn etwas
gekurzt werden, um einen einheitlichen Startwert flir den pH sicherzustellen

und wurde insgesamt auf die benétigte Breite gestreckt.
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Abbildung 19
Kurvenuberlagerung der Alaninergebnisse

Der etwas steilere Graphenverlauf am isoelektrischen Punkt ist
vermutlich durch die stirkere Konzentration der Lauge zu erklaren. Im
Schulversuch wurde hierzu eine einmolare Natronlauge verwendet, die mit
einer TropfengroRe von etwa 0,055 ml zugegeben wurde. Bei geringerer
Tropfengrolle beziehungsweise einer geringeren Konzentration durfte der
wesentlich weichere Kurvenverlauf der Literatur durchaus zu erreichen sein.

Unklarer als das Verhalten am IEP ist allerdings das Ende der Graphen,
das sich in seinem Verlauf voneinander unterscheidet. Am
wahrscheinlichsten ist hier wohl ein unerwunschter Nebeneffekt, der im
professionellen Experiment umgangen werden konnte.

Auch die Uberlagerung der Lysinkurve zeigt ein zufriedenstellendes

Ergebnis. Die Kurve aus der Literatur (schwarz) endet zwar bei pH 12,
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jedoch ist der Graphenverlauf Uber diesem Wert nicht fir den Versuch
mal3geblich, da der pKs der Seitengruppe 10,8 betragt.

14.0P1

12.0
10.0-
8.0
5.0
4.0
2.0
0.0 I I I I I I .ml
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Abbildung 20
Kurveniiberlagerung der Lysinergebnisse

Auffallend ist abermals der Beginn der Kurve, der im professionellen
Experiment wesentlich weicher verlauft. Ab dem isoelektrischen Punkt sind
die beiden Graphen jedoch ann&hernd deckungsgleich.

Trotz einer groBen Auswahl an Literatur war in keinem der verwendeten
Fachbiicher die Kurve einer Asparaginséuretitration abgedruckt, deren
Vergleich ebenso interessant gewesen ware. Angesichts der hervorragenden
Ergebnisse der beiden durchgefilnrten Uberlagerungen, kann jedoch
durchaus von einem gleichermalRen guten Verlauf ausgegangen werden,
zumal die erhaltene Kurve den am besten getroffenen, weichen Verlauf

zeigt.
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3. ZUSAMMENFASSUNG

Die an den drei Beispielen durchgefiihrten Messungen bestétigen die
Theorie mit hinreichender Genauigkeit.

Insgesamt fiel die Versuchsreihe durchaus zufriedenstellend aus. Im
Rahmen der Mdoglichkeiten wurde das Optimum an Prazision erreicht, und
die erhaltenen Resultate sind in jeder Hinsicht akzeptabel.

Die Ergebnisse halten einem Vergleich mit den professionellen
Experimenten der Literatur bis auf wenige Punkte stand. Angesichts der
Tatsache, dass es sich um Schulerversuche handelt, sind diese
Abweichungen jedoch ohne weiteres tragbar.

Der Computer hat sich als Alternative zur zeitaufwendigen Titration per
Hand bewahrt. Trotz der bereits angesprochenen Schwierigkeiten bedeutete
der Einsatz der computergestutzten Apparatur insgesamt eine
aullerordentliche Erleichterung bei der Erstellung der Messergebnisse.
Problemlos ist diese Vorgehensweise jedoch noch lange nicht. Hinsichtlich
der Genauigkeit sind die im Gegensatz dazu kleinen Probleme bei der
Handhabung allerdings vertretbar und stehen in keinem Vergleich zu der
miuhevollen Erstellung der Titrationskurven per Hand.
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