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Was steckt drinne in tierischer, vegetarischer und veganer
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EinfUhrung

Der Markt fur spezielle vegetarische und vegane Produkte boomt. Vegetarisches Cordon Bleu, vegane
Leberwurst und vegetarische Salami, eifreie Bisquitrolle oder Kaseimitat, Tofu, Tempeh und Lupino sind
Beispiele dafir. In vielen Supermarkten sind ganze Regale oder Kuhltheken mit vegetarischen und
veganen Produkten gefillt. Seit 2008 ist dieses Segment nach Angaben des Handels jahrlich um 30
Prozent gewachsen.

Nicht alle Produkte, die fur eine vegetarische oder vegane Ernahrung angeboten werden, sind wirklich
empfehlenswert oder gesunder. Wie bei allen industriell hergestellten Lebensmitteln ist ein Blick auf die
Zutatenliste ratsam. Bei der Produktion werden haufig isoliertes Soja- oder Weizeneiweill oder isolierte
Starke verwendet. Damit handelt es sich um hochverarbeitete Lebensmittel — wie Fertigprodukte mit
Zutaten tierischer Herkunft auch - nicht selten mit Geschmacksverstarkern und Aromen sowie teilweise
sehr hohen Salzgehalten. Auch der Fettgehalt entspricht nicht immer den Grundséatzen einer
ausgewogenen Ernahrung.

Wahrend Sojamilch, Tofu und Tempeh noch als gering verarbeitet gelten, sind Sojafleisch, Seitan,
Produkte auf der Basis von Milch (zum Beispiel "Valess") oder von Pilzprotein (zum Beispiel "Quorn") stark
verarbeitet und daher weniger empfehlenswert. Auch die grolie Palette an Wurst-, Fleisch- und Ei-
Ersatzprodukten sollte man sich genauer anschauen und die Zutatenlisten beachten. (Quelle
Verbraucherzentrale)

Viele Verbraucher erwarten, dass Ersatzprodukte eine gesiundere Alternative sind. Tatsachlich zeigen
sich bei den Nahrwerten aber groflie Unterschiede. So sind Ersatzprodukte fur Wurst und Fleisch zwar
durchschnittlich kalorienarmer und enthalten weniger gesattigte Fette als die Originalprodukte, dafur
jedoch oft zu viel Salz

Die Unterschiede wollen wir genauer wissen und die Produkte in ihrer Zusammensetzung vergleichen.

Dazu bedienen wir uns gangiger chemischer Analyseverfahren und bewerten Proteine, Fette,
Salzgehalt und Kohlenhydrate der verschiedenen Lebensmittel.

Bildet Teams aus zwei Teilnehmern und los kann es gehen mit eurer Recherche.
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Proteine

Proteine, umgangssprachlich auch Eiweie genannt, sind Makromolekiile, die aus Aminosauren aufgebaut
sind. Die Aminosauren bestehen hauptsachlich aus den Elementen Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauerstoff,
Stickstoff und - seltener — Schwefel. Proteine gehdren zu den Grundbausteinen aller Zellen. Sie verleihen der
Zelle nicht nur Struktur, sondern sind die molekularen ,,Maschinen®, die Stoffe transportieren, lonen pumpen,
chemische Reaktionen katalysieren und Signalstoffe erkennen.(Quelle Chemie.de)

Rund 1.000 verschiedene Proteine sind derzeit bekannt. Sie unterscheiden sich alle in ihrer
Zusammensetzung, sind vom Aufbau jedoch weitgehend vergleichbar. Alle Proteine bestehen aus
Aminosauren, die in unterschiedlicher Reihenfolge, Anzahl und raumlicher Anordnung miteinander
verbunden sind und so die Eigenschaften des Proteins bestimmen. Damit die Proteine biologisch aktiv
werden kdnnen, mussen sie so gefaltet werden, dass sie in einer dreidimensionalen Struktur angeordnet sind.

Insgesamt kennt man bis heute 20 verschiedene Aminosauren, die unterteilt werden in die entbehrlichen
und unentbehrlichen Aminosauren. Die unentbehrlichen Aminosé&uren kann der menschliche Organismus
nicht selbst synthetisieren, weshalb sie mit der Nahrung zugefuhrt werden mussen, um das
Stickstoffgleichgewicht im Korper zu erhalten (Quelle safs-beta.de, Mai 2019)

Nachweis von Proteinen

Versuch: Nachweis von Proteinen anhand der Biuret-Reaktion

Sicherheit:
Chemikalie Piktogramm H und P-Satze

Natronlauge H280 Enth&lt Gas unter Druck; kann bei Erwarmung explodieren. H314 Verursacht

schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschéaden
<
it &
P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille tragen/im
Abzug arbeiten
P301 BEI VERSCHLUCKEN: P330 Mund ausspulen. P331 KEIN Erbrechen
Gefahr herbeifuhren.

P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam
mit Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Méglichkeit
entfernen. Weiter ausspulen
P310 Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, oder ... anrufen

Kupfer(ll)—sulfat :ggg Sesundhﬁitaschéqlich bei Verschlucken.

erursacht Hautreizungen

Pentahyd rat H319 Verursacht schwere Augenreizung.
H410 Sehr giftig fur Wasserorganismen, Langzeitwirkung.

Cu(I)SO4*5H,0 Achtung
P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.
P302 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: P352 Mit viel Wasser / ... waschen.
P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam
mit Wasser ausspilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit
entfernen. Weiter ausspulen
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Chemikalien:
1 mol/L NaOH, Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat 1 mol/L

Gerate:
Je Probe 1* Reagenzglas, Reagenzglasstander, Trichter, Watte, Ruhrkern, Magnetriuhrer, je Probe
1*Erlenmeyerkolben 50 ml, ggf. Morser und Pistill, Pipetten, 50 ml Messzylinder

Material:
Beispielsweise: Erbsen, Linsen, Joghurt, Zucker, Eiweilshake, Huhnerei...-

Durchfuhrung:

1. Ca.5 gderfesten Proben werden im Mérser mit 30 ml 0,9% NacCl leicht zerstoRen und anschlieRend
in einem Erlenmeyerkolben filtriert

2. Ca.5 g derflussigen Proben werden mit 10 ml isotonischer Kochsalz-Lésung verdinnt

3. Ca.5 g derweichen Proben werden grob zerkleinert und dann in 10 ml Kochsalz-L&sung fur 10
Minuten auf dem Magnetruhrer geriihrt, anschlieBend in einen 50 ml Erlenmeyerkolben filtriert

4. Huhnereier werden getrennt, das Eiklar mit 100 ml Kochsalzlésung verdiinnt und ebenfalls 10 Minuten

auf dem Magnetrihrer gertihrt

VVon den Lésungen werden 2 ml in ein zuvor beschriftetes Becherglas pipettiert

Pipettiere in ein weiteres Reagenzglas 2 ml Wasser als negativ Kontrolle

Jedem Reagenzglas werden 2 ml Wasser hinzugefugt

Mit einer Pipette werden 10 Tropfen Kupfersulfat-Losung beigemengt

In jedes Reagenzglas werden 1 ml Natronlauge pipettiert.

© N O

Entsorgung:
Sammelbehalter fir anorganische wéassrige Losungen

Achtung: Das Filtrat aufbewahren fur die weiteren Versuchel!

Q R R
% / \
—CH  HC— Peptid-Kette 1
/ \ /
N HN—C
A
Kupfer(ll)-Komplex O ._Cuy O
—NH N
;N |
~~(CH HC—C Peptid-Kette 2
\ / \
R R 0

Bei Zugabe einer Lauge zu einer Losung von Cu?*-lonen fallt hellblaues Cu(OH)z aus. Aminoséauren bilden mit
Cu?*-lonen einen dunkelblauen Komplex. Dieser ist so stabil, daR die Fallung ausbleibt. Mit Peptiden und
Proteinen bilden CuZ*-lonen einen violetten Komplex. Voraussetzung dafir ist, dal das Peptid mindestens
zwei Peptidbindungen besitzt, d.h. diese Reaktion tritt erst mit Tripeptiden und langeren Aminosaureketten
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auf. Kupfer wird dabei insgesamt von vier Peptidbindungen komplexiert. Die charakteristische Farbreaktion
bezeichnet man als Biuret-Reaktion(Quelle Axel.schunk.de, Mai 2019)

Versuch: Nachweis von Proteinen mit aromatischen Aminosauren

Sicherheit:
Chemikalie Piktogramm H und P-Satze
Natronlauge H280 Enth&lt Gas unter Druck; kann bei Erwarmung explodieren.
NaOH 5 H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschéaden
)
P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille tragen/im Abzug
arbeiten
Gefahr P301+330+331 BElI VERSCHLUCKEN: Mund ausspulen. KEIN Erbrechen herbeifuhren..
P305 + P351 + P338. BEl BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspulen. Eventuell vorhnandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter
ausspulen
P310 Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, oder ... anrufen
Salpetersaure H290 Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.
HNO3 H314 Ve_r_ursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschéaden
E@ _ | EUHO71 Atzend fiir die Atemwege
P102 Darf nicht in die Hande von Kindern gelangen.
P260 Staub/ Rauch/ Gas/ Nebel/ Dampf/ Aerosol nicht einatmen.
Gefahr P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille tragen/im Abzug
arbeiten
P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Maglichkeit entfernen. Weiter
ausspulen
P405 Unter Verschluss aufbewahren.
P501 Inhalt/Behé&lter ZEVES zufuhren.
Alanin - -
CsH7NO2
Tryptophan - -
Ci11H12N202n

Chemikalien: NaOH 1 mol/L, Salpetersaure w 65%, Alanin, Tryptophan

Geréte:
Wasserbad (Heizplatte mit Becherglas), Trichter, Filterpapier, je Probe ein Reagenzglas, Reagenzglasstander,
Tropfpipetten, Messpipette 5 ml, Glasstab,

Material:
Beispielsweise: Milch, Hihnerei, Gelatinehaltige Lebensmittel

Durchfthrung:

1. Ca.5 g derfesten Proben werden im Mérser mit 30 ml 0,9% NacCl leicht zerstolRen und anschlieRend
in einem Erlenmeyerkolben filtriert
2. 5 g derflussigen Proben werden mit 10 mlisotonischer Kochsalz-Lésung verdinnt

GRO HARLEM BRUNDTLAND LABOR




@ Universitat Bremen

3. 5 g derweichen Proben werden grob zerkleinert und dann in 10 ml Kochsalz-L6sung fur 10 Minuten
auf dem Magnetrihrer gerthrt, anschlielend in einen 50 ml Erlenmeyerkolben filtriert

In zuvor beschriftete Becherglaser gibt man nun je 3 ml der Probenlésungen

Je eine Mikrospatelspitze der Aminosauren Alanin und Tryptophan in ein Reagenzglas geben und mit
3 ml Aqua dest |6sen

In jedes Reagenzglas werden 5-10 Tropfen konzentrierte Salpetersaure pipettiert

Die Reagenzglaser werden im Wasserbad kurz erhitzt

Notieren der Beobachtung

Nach dem Abkuhlen wird der Niederschlag etwas am Rand des Reagenzglases hochgezogen und
mit der Natronlauge betropft.

10. Notiere erneut die Ergebnisse

Entsorqung:
Sammelbehalter fir organisch wassrige Losungen

S

© N

Achtung: weiterhin die Filtrate aufbewahren!!!!

Hintergrund:

Die Xanthoprotein-Reaktion (griech.: xanthos ,,gelb*, proteuo ,,ich nehme den ersten Platz ein“) ist eine
Nachweisreaktion fur aromatische Aminoséauren in Proteinen. Aromatische Aminosauren sind solche, die
einen Benzolring enthalten. Bei der Zugabe von Salpetersaure (HNO3) findet eine Nitrierung am Benzolring

statt.

Gibt man die Salpetersaure zum Eiklar oder anderen EiweilRen, findet eine Ausflockung statt, die auf die
Denaturierung des EiweilRes durch die Saure zurickzufuhren ist. Erhitzt man diese Losung zusatzlich,
entsteht eine gelbe Nitroverbindung. Dabei wird ein Wasserstoffatom durch die NO2-Gruppe (aus der
Salpetersaure) substituiert. So verfarbt sich auch die Haut beim Kontakt mit konzentrierter Salpetersaure
gelblich, da ihre Zellen Proteine mit aromatischen Aminosauren (z. B. Tyrosin, Phenylalanin) enthalten.
Quelle: Wikipedia, Mai 2019

Autoprotolyse

2 HNO, ——=  HNOg&+NOy
H,0
MO+

w-NH~GH-CO~¢ #-NH-CH-CO wNH-CH-CO~

CH, CH, CH,

elektrophile OH-
MO + aromatizch
N Substitution NO NO
2 2
OH OH o
Tyrosin 3-Mitro-Tyrosin 3N itro- Tyrosin

(gelb) {orange)
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Auftrennen und Identifizierung von Proteinen

Versuch: SDS-Page

Sicherheit:

Tragen von Ublicher Laborschutzausriistung und Nitrilhandschuhen, Teile des Versuches finden im Abzug
statt

Symbol Piktogramm H und P-Satze
Natriumdodecylsulfat H228 Entzindbarer Feststoff.
SDS H311 Giftig bei Hautkontakt.
H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.
C12H2sNaO4S H335 Kann die Atemwege reizen.
H315 Verursacht Hautreizungen
H319 Verursacht schwere Augenreizung.
% P210 Von Hitze, Funken, offenen Flammen, heiBen Oberflachen sowie anderen

zundquellen fernhalten. Nicht rauchen.
P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille tragen/im Abzug
arbeiten
P304 BEI EINATMEN: P340 Die betroffene Person an die frische Luft bringen und fur
ungehinderte Atmung sorgen.
P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen.
Weiter ausspulen
P309 Bei Exposition oder Unwohlsein: P310 Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt,
oder ... anrufen

Tris/HCI H319 Verursacht schwere Augenreizung.

C,H1,CINO; @ H335 Kann die Atemwege reizen.
H315 Verursacht Hautreizungen
P233 Behalter dicht verschlossen halten
P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille tragen/im Abzug
arbeiten
P302 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: P352 Mit viel Wasser / ... waschen.
P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Maglichkeit entfernen.
Weiter ausspulen
P312 Bei Unwohisein GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, oder ... anrufen.
P403 An einem gut belufteten Ort aufbewahren. P233 Behalter dicht verschlossen
halten

Isopropanol H225 Flussigkeit und Dampf leicht entzindbar.

C3HsO H319 Verursacht schwere Augenreizung.
H336 Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.
P210 Von Hitze, Funken, offenen Flammen, heilen Oberflachen sowie anderen
zundquellen fernhalten. Nicht rauchen.
P233 Behalter dicht verschlossen halten
P240 Behalter und zu befullende Anlage erden
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P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen.
Weiter ausspulen

P403 An einem gut belufteten Ort aufbewahren. P235 Kuhl halten.

Mercaptoethanol
C2HeOS

H301 Giftig bei Verschlucken.

H310 Lebensgefahr bei Hautkontakt.

H330 Lebensgefahr bei Einatmen.

H315 Verursacht Hautreizungen

H318 Verursacht schwere Augenschaden.

H410 Sehr giftig fur Wasserorganismen, Langzeitwirkung.

P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille tragen/im Abzug
arbeiten

P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P302 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT P352 Mit viel Wasser / ... waschen.

P304 BEI EINATMEN: P340 Die betroffene Person an die frische Luft bringen und fur
ungehinderte Atmung sorgen.

P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen.
Weiter ausspulen

P309 Bei Exposition oder Unwohlsein:

P310 Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, oder ... anrufenP

Ethanol

C2HsO

H225 Flussigkeit und Dampf leicht entzindbar.
H319 Verursacht schwere Augenreizung.

P210 Von Hitze, Funken, offenen Flammen, heifen Oberflachen sowie anderen
zZundquellen fernhalten. Nicht rauchen.

P240 Behalter und zu beflllende Anlage erden

P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen.
Weiter ausspulen

P403 An einem gut bellfteten Ort aufbewahren.

P233 Behalter dicht verschlossen halten

Eisessig

C2H402

H226 Flussigkeit und Dampf entziindbar.

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden

P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille tragen/im Abzug
arbeiten

P301 BEI VERSCHLUCKEN: +P330 Mund ausspilen. *P331 KEIN Erbrechen
herbeifthren.

P307 P310 Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, oder ... anrufen

P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Maglichkeit entfernen.
Weiter ausspulen

Coomassie Blue

Glycin
C2HsNO:2

Glycerin
C3HsgOs

106166 &0
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Bromphenolblau - -
C19H10BrsOsS

Chemikalien:

Acrylgele 10%, Laufpuffer (besteht aus Tris/HCI, Glycin und SDS), Probenpuffer (besteht aus Tris/HCI, Glycerin,
Bromphenolblau, SDS, Mercaptoethanol), Ethanol, Eisessig, Coomassie Blue R250, Proteinmarker

Geréte:

Waage, Mefzylinder 10,50,100 ml, Becherglas 100 ml, Vollpipette 10 ml, Magnetrihrer, Filterpapier, Trichter,
Erlenmeyerkolben 50 ml, Pipetten pl + 20 pl, Pipettenspitzen, 1, 5 ml Reaktionsgefalie, Thermomixer,
Elektrophoreseeinheit mit Netzteil, Schalen

Material:
Vegane, vegetarische, tierische Wurst

Durchfuhrung:

1. Vorbereitungen allgemein
a. Erstelle eine Proteinlésung
e Wiege 5 g zerkleinerte Probe in einem 100 ml Becherglas ab und fige 10 mL 0,9% NacCl
mittels Vollpipette dazu
e Ruhre deine Probe fur ca 10 Minuten auf dem Magnetruhrer
e Filtriere deine Losung durch einen Faltenfilter in ein 50 ml Erlenmeyerkolben
b. Erstelle die Farbelésung
e 40 ml Ethanol, 10 ml Eisessig, 200 mg Coomasssie Blue R250 auf 100 ml im MeRkolben
I6sen
c. Erstelle die Entfarbelésung
e 40 ml Ethanol, 10 ml Eisessig in 100 ml MeRkolben l6sen

2. Probenvorbereitung und Lauf

e Abzug! Es werden jeweils 750 ul der Proben mit 750 uL Probenpuffer versetzt und bei 100 °C
drei Minuten im Thermomixer erhitzt

e Einspannen der Gele inklusive Glasplatten in den Spannrahmen (kurze Glasplatte nach
innen)

e Einsetzen der Spannrahmen in die Elektrophoresekammer

e Flllen derinneren Kammer mit ca. 200 ml Laufpuffer (bis zum Ende der &ulReren Platte)

e Fullen der auReren Kammer mit ca. 500 ml Laufpuffer

e Kamm entfernen

e Aufsetzten der Ladehilfe zwischen beide Glasplatten

e Abzug! Es werden 15 ul Probe langsam in je eine Tasche pipettiert

e Von dem Marker werden 8 pl in eine Tasche pipettiert

e VerschlieRen der Kammer und anschlielen der Spannungsquelle

e Einstellen der Spannungseinheit auf 200V fur 35 Minuten

e Entfernen der Spannungsquelle

e Entnahme der Spannrahmen aus der Kammer, l6sen des Spannrahmens
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¢ Die Glasplatten werden mit Hilfe des Schabers vorsichtig getrennt, das Sammelgel entfernt
und die re obere Ecke des Geles zur Zuordnung abgeschnitten
3. Farben und Entfarben des Geles
e Einlegen des Geles in die Farbeldsung, dieses sollte gut mit Farbeldsung bedeckt sein
e Die Schale mit dem Gel wird fur ca. 1 Stunde auf dem Thermomixer bei 200 RPM in
Bewegung gehalten
e Nach der Farbung wird das Gel bei ebenfalls 200 RPM 3 Stunden in der Entfarbeldsung
entfarbt

4. Auswertung des Geles
e Das Gel wird mit Hilfe der Markerleiter ausgewertet und so die Proteine zugeordnet

Protein Molekulargewicht in kDa
Serumalbumin -Rind ca.66

Ovalalbumin- Huhn ca.45

Trypsin-Inhibitor -Soja Ca. 20
Carboanhydrase- Rind Ca. 29

Lysozym-Ei Ca. 14,3

Casein Rind Ca.24

Markerleiter Protein-Marker Il unstained PeqGold von VWR

10.0 - 200.0 kDa

AT

-\.

¥ ERS PALF

Entsorgung:
Laufpuffer in anorganische Losungen, Probenpuffer+ mit diesem behandelten Proben in Sondergefas,
Probenldsung unbedingt aufbewahren

SDS-PAGE wird in der Analyse von Proteinen verwendet. Als Trennmedium bei dieser Art der Elektrophorese
dient ein Gel auf Polyacrylamidbasis. Zusatzlich kommt SDS (Natriumdodecylsulfat) zum Einsatz. Dieses
anionische Tensid (Detergens) Uiberdeckt die Eigenladungen von Proteinen. Pro 1 g Protein binden ungefahr
1,4 g SDS, sodass die Proteine eine konstante Ladungsverteilung aufweisen.
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Bei der Probenvorbereitung wird SDS im Uberschuss zu den Proteinen hinzugegeben und die Probe
anschlieBend auf 95 °C erhitzt, um Sekundér- und Tertiarstrukturen durch das Unterbrechen von
Wasserstoffbriicken und das Strecken der Molekile aufzubrechen. Optional kdnnen Disulfidbriicken durch
Reduktion gespalten werden. Dazu werden reduzierende Thiolverbindungen wie B-Mercaptoethanol,
Dithiothreitol (DTT) oder Dithioerythrit (DTE) dem Probenpuffer zugesetzt. Am Ende dieser Praparation weisen
die mit SDS beladenden Proteine eine ellipsoide Form auf.

Zur Auftrennung werden die denaturierten Proben auf ein Gel aus Polyacrylamid geladen, das in geeignete
Elektrolyten eingelegt ist. Danach wird eine elektrische Spannung angelegt, die eine Migration der negativ
geladenen Proben durch das Gel bewirkt. Das Gel wirkt dabei wie ein Sieb. Kleine Proteine wandern relativ
leicht durch die Maschen des Gels, wahrend grofie Proteine eher zurickgehalten werden und dadurch
langsamer durch das Gel wandern. Am Ende des Vorganges sind alle Proteine nach Grolie sortiert und
kénnen durch weitere Verfahren (Farbungen wie z. B. Coomassiefarbung oder Silberfarbung,
Immunologische Nachweise wie z. B. beim Western Blot) sichtbar gemacht werden. Zusatzlich zu den
Proben wird meistens ein GroBenmarker auf das Gel geladen. Dieser besteht aus Proteinen von bekannter
GroRe und ermdglicht dadurch die Abschéatzung der GroRe der Proteine in den eigentlichen Proben.
(Quelle chemie.de, Mai 2019)

Das am haufigsten eingesetzte Verfahren ist die diskontinuierliche SDS-PAGE. Bei dieser wandern die
Proteine zuerst in ein Sammelgel mit neutralem pH, in dem sie konzentriert werden und anschliefend in ein
Trenngel mit basischem pH, in dem die eigentliche Auftrennung erfolgt. Sammel- und Trenngel
unterscheiden sich durch unterschiedliche Porengroe (4-6%T bzw. 10-20%T), lonenstarke und pH-Werte
(pH6,8 bzw. pH8,8). Als Elektrolyt wird haufig ein SDS-haltiges TRIS-Glycin-Chlorid-Puffersystem eingesetzt.
Glycin bildet bei neutralem pH-Wert tberwiegend die zwitterionische Form aus, bei hohen pH-Werten
verlieren die Glycinationen positive Ladungen und werden vorwiegend anionisch. Im Sammelgel wandern
die kleineren, negativ geladenen Chloridionen vor den Proteinen (engl. leading ions ,fUhrende lonen*) und
die etwas grolReren, negativ und teilweise positiv geladenen Glycinat-lonen nach (engl. trailing ions
,folgende lonen®), wahrend im vergleichsweise basischen Trenngel beide lonen vor den Proteinen wandern.
Der pH-Gradient zwischen Sammel- und Trenngelpuffer fuhrt zu einem Stapelungseffekt an der Grenze des
Sammelgels zum Trenngel, da das Glycinat beim ansteigenden pH-Wert teilweise seine bremsende positive
Ladung verliert und dann als zuvor folgendes lon die Proteine beim Wandern Gberholt und zum fihrenden
lon wird, wodurch die nach einer Farbung sichtbaren Banden der verschiedenen Proteine schmaler und
scharfer werden (Stapelungseffekt) (Quelle Wikipedia, Mai 2019)
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Quantitative Analyse von Proteinen

Versuch: Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration nach Biuret

Sicherheit:
Chemikalie Piktogramm H und P-Satze
Natronlauge H290 Kann gegenuber Metallen korrosiv sein.
NaOH H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere

Gefahr

Augenschaden

P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille
tragen/im Abzug arbeiten

P301+330+331 BEI VERSCHLUCKEN: Mund ausspulen. KEIN Erbrechen
herbeifthren.

P305 + P351 + P338. BEl BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten
lang behutsam mit Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene
Kontaktlinsen nach Maglichkeit entfernen. Weiter ausspulen
P308+310 Bei Exposition oder falls betroffen: Sofort

GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, und Leitstelle anrufen

Kupfer(ll)-sulfat
Pentahydrat
Cu(INSO4*5H20

Achtung

H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

H315 Verursacht Hautreizungen H319 Verursacht schwere
Augenreizung.

H410 Sehr giftig fur Wasserorganismen, Langzeitwirkung.

P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P302+P352 BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seite
waschen.

P305 + P351 + P338. BEl BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten
lang behutsam mit Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene
Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter ausspulen

Kalium-Jodid
Kl

Natrium-Kalium-
Tartrat
CsH4sKNaOs

BSA

Natriumchlorid
NacCl

Chemikalien:

Biuret-Reagenz (45 g K-Na-Tartrat +5 g Kupfersulfat Kl auf 1000 ml 0,2 M NaOH), BSA Standard (500 mg auf 50
ml 0,9% NaCl = 10 mg/ml), 0,9% NacCl, Trichter, Filter, ggf Morser+Pistill

Gerate:

Reagenzglaser je Probe 1 Stuck +10 fur die Kalibriergrade, Buretten 2*, Photometer, Kivetten, Tropfpipetten,

Erlenmeyerkolben 50 ml je Probe, Messpipetten 2 ml

Material:

Vegane, vegetarische, konventionnele Lebensmittel
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Durchfuhrung:

10.
11.
12.
13.

14.

15.

16.

Ggf. Ansetzen der Biuret-Reagenz
Ggf. Ansetzten der BSA-Standardldsung
Min 5 g (genaue Einwaage notieren) der festen Proben werden im Mdrser mit 30 ml 0,9% NacCl leicht
zerstoBen und anschlieBend in einem Erlenmeyerkolben filtriert
Min 5 g (genaue Einwaage notieren) der flissigen Proben werden mit 10 ml isotonischer Kochsalz-
Lésung verdinnt
Min 5 g (genaue Einwaage notieren) der weichen Proben werden grob zerkleinert und dann in 10
ml Kochsalz-Losung fur 10 Minuten auf dem Magnetrihrer gerthrt, anschlieBend in einen 50 ml
Erlenmeyerkolben filtriert
Huhnereier werden getrennt, das Eiklar mit 100 ml Kochsalzlésung verdiinnt und ebenfalls 10 Minuten
auf dem Magnetrihrer geruhrt
Ansetzten der Kalibriergrade
¢ In zuvor beschrifteten Reagenzglaser wird zuerst die in der Tabelle angegebene Menge an
0,9% NaCl mittels Burette gefullt
¢ Nun wird in die Reagenzglaser die in der Tabelle angegebene Menge an BSA-
Standardldsung mittels Burette hinzugegeben

Reagenzglas Vo0l.0,9% NaCl Vol. BSA- Proteinkonzentration
In ml Standard In mg /ml
in ml
1 9,0 1 1
2 7,5 2,5 2,5
3 5,0 5 5
4 25 7,5 7,5
5 0 10 10

17.

18.
19.

20.

21.

22.

In 6 weitere beschrifte Reagenzglaser+ fur jede Probe ein Reagenzglas wird nun je 2 ml der
jeweiligen Konzentration pipettiert

AnschlieBend wird in jedes Reagenzglas 2 ml Biuret-Reagenz gegeben

In das letzte Reagenzglas wird 2 ml 0,9% NacCl pipettiert und mit 2 ml Biuret-Reagenz vermengt,
dieses dient als Blindwert

Uberfuihrung des Blindwertes in eine Kiivette, einstellen des Fotometers auf 546 nm und nullen des
Gerates mit dem Blindwert

Nacheinander wird nun von der schwéchsten bis zur starksten Konzentration die Extinktion gemessen
und notiert.

Danach werden die Werte fir die Proben ermittelt, liegt der Extinktionswert bei Gilber 1 muss ein Teil
Probenldsung verdunnt, erneut mit Biuret versetzt und gemessen werden

Entsorqung:
Sammelbehalter fir anorganische wassrige Lésungen
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Mit Photometrie oder Fotometrie (zu altgriechisch @®g ,Licht’ sowie petpeiv ,messen') werden Messverfahren
im Wellenlangenbereich des ultravioletten und des sichtbaren Lichtes mit Hilfe eines Photometers
bezeichnet.

Teilgebiete

Die Photometrie ist urspriinglich ein Teilgebiet der Physik beziehungsweise der Chemie, Astronomie und der
Fotografie, inzwischen aber eine regulare Ingenieurswissenschaft. Sie wird beispielsweise in der Photovoltaik
oder auch bei der Herstellung von Anzeigen fur die industrielle Messtechnik zur Qualitatssicherung und
Qualitatskontrolle standig weiterentwickelt. Fur die Entwicklung von optischen Technologien wie der
Lasertechnik gehort sie wie die verwandte Kolorimetrie ebenfalls zum Handwerkszeug.

Daruber hinaus findet die Photometrie besonders auch in der (bio-)chemischen und medizinischen Analytik
Verwendung. Sie erlaubt den qualitativen und quantitativen Nachweis ebenso wie die Verfolgung der
Dynamik chemischer Prozesse von strahlungsabsorbierenden chemischen Verbindungen.

Die Verallgemeinerung der Photometrie auf das gesamte elektromagnetische Spektrum (Radio- bis
Gammastrahlung) nennt man Radiometrie.

Transmissionsmessungen

e s 3 p
\J - "
/- h, . r X =
PN [\\J - - w
w % Ay .
= —
Anregungsstrahhung / Transm issionsstrahiun
0 g 7
e )
Strahlungsquelie Probe/Analyt
Emission Absorption Transmission Detektion

Photometrische Messung eines lila Teilchens in einer Losung

Alteres Photometer fir medizinische Zwecke, aber auch in der chemischen Analytik einsetzbar

Absorption und Farbe einer Flissigkeit oder eines transparenten Festkorpers hangen von der stofflichen
Zusammensetzung und der Konzentration ab. Mit der Photometrie werden mithilfe des sichtbaren Lichtes die
Konzentrationen von farbigen Lésungen bestimmt.

Bestrahlt man die L6sung eines absorbierenden Stoffes mit Licht, hangt die durchtretende Intensitat
(bendtigt wird ein moglichst linear arbeitender Detektor) von den im Allgemeinen wellenlangenabhangigen
Absorptionseigenschaften des Stoffes, der Konzentration und der Lange des Lichtweges in der Losung ab.
Diese Gesetzmaligkeit wird durch das Lambert-Beersche Gesetz beschrieben. Um dieses Gesetz
anzuwenden, wird das in einem schmalen Wellenlangenbereich fir verschiedene bekannte und
unbekannte Konzentrationen gemessene Intensitatssignal | logarithmisch gegen die Konzentration c
aufgetragen. Es entsteht eine Gerade, an der die unbekannten Konzentrationen abgelesen werden
kénnen.
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Ein Photometer erledigt diese Interpolation rechnerisch: Die Intensitaten werden durch den
Achsenabschnitt |(c=0) geteilt (— Transmissionsgrad) und logarithmiert (— Extinktion). Die Extinktion ist
proportional zur Konzentration.

(Quelle : https:.//www.chemie-schule.de/KnowHow/Fotometrie, Mai 2019)

FUr eine genaue Messung ist es wichtig, dass die Probe sowie die Kalibrierlosungen auswertbare
Konzentrationen besitzen. Um dies zu ermdéglichen, kann das Lambert Beer'sche Gesetz hinzugezogen
werden.
Lambert Beer'sches Gesetz:
E=zJedec

Das ,,E* steht fur die Extinktion. Sie ist der negative Logarithmus der Transmission (Durchgelassene
Lichtintensitat). Die Extinktion sollite dabei Minimum den Wert 0,1 und maximal den Wert 0,9 annehmen. Die
Extinktion hat keine Einheit.

Das ,,[1*“ ist das griechische Epsilon. Es ist der molare Extinktionskoeffizient. Er wird in L-mol-1-cm-—1
angegeben. Der Wert ist stoffspezifisch und wird zu einer definierten Wellenlange zugeordnet.

Das ,,d“ steht fur die Schichtdicke der Klivette. Diese betragt meistens 1 cm.

Das ,,c* steht fur die Konzentration. (N&heres dazu findet ihr auf euren Bogen ,,Allgemeine
Informationen®)

Y=mx+b -> E= mc+b -> c=(e-b)/m

Fette

Fette und fette Ole (Neutralfette) sind Ester des dreiwertigen Alkohols Glycerin (Propan-1,2,3-triol) mit
drei, meist verschiedenen, iUberwiegend geradzahligen und unverzweigten aliphatischen
Monocarbonsauren, den so genannten Fetts&uren. Verbindungen dieser Art werden auch Triglyceride
genannt, die IUPAC empfiehlt jedoch als Name Triacylglycerine. Je nachdem, ob ein Fett bei
Raumtemperatur fest oder fliissig ist, spricht man von Fetten oder fetten Olen. Unter Fett versteht man
primér ein Stoffgemisch aus verschiedenen Fettsauretriglyceriden, die entweder aus Tieren oder
Pflanzen gewonnen werden

Die physikalischen Eigenschaften eines Fettes werden durch die Kettenlangen und besonders durch
die Haufigkeit von C=C-Doppelbindungen -wie ungesattigt sie sind- in den Fetts&ureresten beeinflusst.
Doppelbindungen in naturlichen Fetten und Olen besitzen fast ausschlieRlich cis-Konfiguration; enthalt
eine Fettsaure mehrere Doppelbindungen, so sind sie in der Regel durch eine Methylengruppe (-CH2-)
voneinander getrennt. Die nebenstehende Abbildung zeigt ein typisches Beispiel fur ein
Triglyceridmolekdl, wie es in vielen pflanzlichen Fetten enthalten ist. Pflanzlichen Fette enthalten viele
ungesattigte Fettsauren und liegen daher meist als Ole vor. (quelle Chemie.de)
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TH:. 5-B 'H-é;" —{cHy),—cHy fn, CHy),~ CHy

l.;_H -G-0 + H_;;: - {CHylyg —CH; —= rfu {CHy —CH; + B0

tH~0-H 'H-Iﬁ::"‘ - (CHahg — CH,y CH, (CHy), .~ CH,

Propan-1,2,3-triol +  Fettsauren S R * Waser (Quelle Lernhelfer.de, Mai 2019)

Naturliche Fette enthalten meist unterschiedliche Fetts&uren, stellen immer ein Gemisch verschiedener
klar definierter Fette mit einheitlicher molekularer Struktur dar und weisen keinen scharfen
Schmelzpunkt, sondern einen Schmelzbereich auf. Mit steigender Kettenlange und abnehmender
Anzahl an Doppelbindungen zwischen den Kohlenstoffatomen der Kette steigt die
Schmelztemperatur. Die festen Produkte enthalten hohe Anteile langer und gesattigter Fettsauren,
wohingegen die Fettsauren in den flissigen Olen Giberwiegend einfach oder mehrfach ungesattigt
sind. Beim Erhitzen zersetzen sich Fette zum Teil bereits unterhalb ihres Siedepunktes.

Durch die relativ langen Ketten der Fettsauren (4 bis 26, typischerweise 12 bis 22 Kohlenstoffatome,
praktisch immer geradzahlige Anzahl) werden die Sauerstoffatome der Esterbindung abgeschirmt, so
dass Fette hydrophob und damit kaum in Wasser I8slich sind. Dadurch haben sie keinen Einfluss auf
den osmotischen Zustand einer wassrigen Phase wie zum Beispiel Zellsaft, Zwischenzellflussigkeit, Blut,
Lymphe bei Tieren, Vakuole und Transportgefalie bei Pflanzen. Sie bilden somit als Depotfett eine
geeignete Speicherform fur Energie - beim Menschen liegt die Menge dafir bei 10 kg und mehr.

Es wurden Hinweise gefunden, nach denen ein Fettgeschmack — neben den bereits bekannten
Geschmacksrichtungen salzig, sauer, suf3, bitter und umami — eine weitere Qualitat des
Geschmackssinns darstellen kdnnte: In M&ausen fuhren in der Nahrung enthaltene Fettsauren wie
Linolsaure zu einer Aktivierung von Geschmackssinneszellen und Nervenzellen in den
geschmacksrelevanten Bereichen des Gehirns.

Fette sind jedoch meist geruchs- und geschmacklos, wirken aber als Aromatrager. Der bei ranzigem
Fett auftretende intensive Geruch stammt von kurzkettigen, freigesetzten Fettsauren wie zum Beispiel
Buttersaure oder von Keto- oder Hydroxy-Fettsauren, die fur den menschlichen Organismus giftig sind.
(Quelle Chemie-schule.de, Mai 2019)
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Extraktion von Fett

Versuch: Quantitative Analyse nach Soxhlet

Sicherheit:

Aufbau der Apparatur unter dem Abzug, Tragen von Nitrilhandschuhen, Schutzbrille, Kittel

Chemikalie Piktogramm H/P Satze

Heptan H225 Flussigkeit und dampf leicht entziindbar
H304 Kann bei verschlucken oder Eindringen in die Atemwege tddlich sein-
H315Verursacht HautreizungenH336Kann Schlafrigkeit und Benommenheit
3 verursachen-H410 Vor Sonneneinstrahlung schiitzen

C7H1s
P210-Von Hitze/Funken /Flammen/heien OF fernhalten
P240 Behalter und zu beflillende Anlage erden
P273-Freisetzung in die Umwelt vermeiden
P301+330+331Bei Verschlucken: Mund ausspulen, kein Erbrechen herbeifihren
P302+352Bei Hautkontakt mit viel Wasser und Seife waschen
P403+233 An gut belufteten Ort dicht verschlossen aufbewahren

Gefahr

Chemikalien:
Heptan

Gerate:

Rundkolben 250 ml, Soxhlet —Apparatur 150 ml, RiuckfluBkthler mit Wasserablauf sowie Zulaufschlauch,
Extraktionshulse, ggf. Morser mit Pistill, ggf. Purierstab, Waage, Watte, Heizpilz, Siedesteichen, Stativ und
Klemmen, 20 ml Messpipette, Peleusball, Kolbenring

Material:
zu Untersuchende Lebensmittel

Durchfuhrung:

1. Auswiegen der Rundkolben inklusive Siedesteinchen, dann fillen mit ca. 200 ml Heptan
Lebensmittel ggf. morsern oder purieren und bis zur Halfte (5-10g) in Extraktionshilse einwiegen
Hulse mit Watte verschlieBen in Soxhlet Apparatur einbringen
Extraktionsapparatur aufbauen, sichern und Kuhlung starten
Erhitzen des L6sungsmittels, 20-30 Entleerungen warten (Dauer ca. 4-6 h)

Unmittelbar nach letzter Entleerung erfolgt die Entfernung der Hilse mitsamt Inhalt.

Abdestillation des Losemittels
e Sobald Soxhlet geflllt ist, mehrmalige Entnahme des Losemittels mittels Messpipette und

weitere Destillation bis weitgehend gesamtes Losemittel ab destilliert ist

8. Restbestande des Losemittels im Kolben werden 1 h lang bei 103*C im Trockenschrank abgedampft,
ggf. kann dieser auch tber Nacht im Abzug stehen bleiben

9. Erneute Einwaage des Kolbens

10. Die ermittelte Differenz entspricht der Masse an Fett

Noos~LODN
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F (%) = === - 100

mi1 = Masse (in g) des leeren, getrockneten Rundkolbens + Siedesteinen
mz = Masse (in g) des Rundkolbens mit Fett nach der Trocknung
E = Probeneinwaage (in g)

Entsorgung:
Losemittel in organische Losemittel, Hulse und Inhalt nach Trocknung in Abfall, ggf. fur weitere Untersuchung
aufbewahren.

1. Siedesteinchen und Losemittel
Rundkolben
3. Soxhlet-Aufsatz
3.1 Dampfrohr
3.2 Heberohr mit Zulauf und
Ablauf
4. Extraktionshilse
Probe verschlossen mit Watte
6. RuckfluBkiahler mit Wasserzu-
und Ablauf

n

o

3.1

Ablauf des Versuches:

Das zu extrahierende Lebensmittel wird gewogen und in eine Hilse geflillt, diese wir in die Soxhlet-Aufsatz
eingesetzt.

Im Rundkolben (2) unter dem Aufsatz wird ein Losemittel zum Sieden gebracht, dabei steigen dessen
dampfe durch das Dampfrohr (3) auf und kondensieren im dariiber gelegenem kuhler (9). Das Losemittel
tropft in die Hilse (4) und I6st das fett aus dem Lebensmittel.

Das Losemittel sammelt sich durch stetiges tropfen weiter im Aufsatz bis der Flissigkeitsspiegel die Hohe des
Steigrohrchens (6) Ubersteigt und schlagartig wieder in den Rundkolben entleert wird.
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Unter kontinuierlichen Sieden erfolgt dieser Zyklus mehrmals, dadurch reichert sich das Fett im Kolben an.

Zwecks Isolation des Fettes, wird das Losemittel ab destilliert und verbleibt als Riickstand im Kolben.

Charakterisierung von Fetten und Olen

Versuch: Qualitative Analyse eines Reinfettes mittels DC
Sicherheit:

Der Versuch wird im Abzug mit Nitrilhandschuhen, Schutzbrille und Laborkittel durchgefihrt!

Aceton H225 Flussigkeit und Dampf leicht entzindbar.

C3HsO H319 Verursacht schwere Augenreizung.H336 Kann Schlafrigkeit und
Benommenheit verursachen.
EUH066 Wiederholter Kontakt kann zu spréder oder rissiger Haut fihren.
P210 Von Hitze, Funken, offenen Flammen, heifen Oberflachen sowie
anderen Zundquellen fernhalten. Nicht rauchen.
P240 Behélter und zu befiullende Anlage erden
P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser ausspilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen
nach Mdglichkeit entfernen. Weiter ausspulen

Gefahr P403 An einem gut bellfteten Ort aufbewahren. P233 Behalter dicht

verschlossen

Acetonitril H225 Flussigkeit und Dampf leicht entziindbar.

C2HsN H332 Gesundheitsschadlich bei Einatmen H302 Gesundheitsschadlich bei

Verschlucken.
H312 Gesundheitsschadlich bei Hautkontakt.
H319 Verursacht schwere Augenreizung.

P210 Von Hitze, Funken, offenen Flammen, heifen Oberflachen sowie
anderen Zindquellen fernhalten. Nicht rauchen.

P240 Behalter und zu befillende Anlage erden

P302+352 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT: Mit viel Wasser waschen.
Gefahr P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser ausspilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen
nach Mdglichkeit entfernen. Weiter ausspulen

P403 An einem gut bellfteten Ort aufbewahren. P233 Behalter dicht
verschlossen

%
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H302 Gesundheitsschadlich bei Verschlucken.

H331 Giftig bei Einatmen.

H315 Verursacht Hautreizungen H319 Verursacht schwere Augenreizung.
H351 Kann vermutlich Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern
schliussig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen
Expositionsweg besteht).

H361d Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.

H336 Kann Schl&afrigkeit und Benommenheit verursachen.

H372 Schadigt die Organe (alle betroffenen Organe nennen) bei
langerer oder wiederholter Exposition (Expositionsweg angeben, wenn
schliussig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen

Gefahr Expositionsweg besteht).

Chloroform
CHCIs

b

P261 Einatmen von Staub/ Rauch/ Gas/ Nebel/ Dampf/ Aerosol
vermeiden.

P281 Vorgeschriebene persdnliche Schutzausristung verwenden

P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen
nach Mdglichkeit entfernen. Weiter ausspulen

P311 GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt oder ... anrufen

H272 Kann Brand verstarken; Oxidationsmittel.H314 Verursacht schwere
Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden H225 Flussigkeit und
Dampf leicht entzindbar.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

P210 Von Hitze, Funken, offenen Flammen, heilen Oberflachen sowie
anderen Zundquellen fernhalten. Nicht rauchen.

P220 Von Kleidung/ Materialien fernhalten/entfernt aufbewahren.

P240 Behélter und zu beflullende Anlage erden

P280

1. Geeignete Schutzhandschuhe tragen.

2. Geschlossener Laborkittel tragen.

3. Augenschutz tragen.

7. In Abzug/Kapelle arbeiten.

P305 + P351 + P338. BEl BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen
nach Mdglichkeit entfernen. Weiter ausspulen

Gefahr P310 Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, oder ... anrufen

P403 An einem gut belufteten Ort aufbewahren.

P233 Behélter dicht verschlossen halten

Molybdatophosphorsaure
in Ethanol
H3[PM012040]

Sates

Chemikalien:
FlieBmittel bestehend aus Aceton/Acetonitril/Chloroform im Verhaltnis 5:4:2, Molybdatophosphorsaure 1% in
Ethanol

Gerate:

DC Platten RP-18, Messpipette 2*5ml+2ml, Je Probe und Vergleichslosung 1*25 ml BG, 20uL Mikroliterpipette,
DC Kammer, Sprihflasche, Analysenwaage, Tropfpipetten, bei festen Fetten Spatel und Heilplatte-dazu je
ein kleines BG zum Schmelzen.
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extrahiertes Fett/Ol, Vergleichsldsungen

Durchftihrung:
1. Vorheizen des Trockenschrankes auf 110°C
2. Ansetzten des FlieRmittels und befillen der Kammer
3. Ansetzten der Vergleichslosungen und der Proben

Es werden je 10 mg in ein 25 ml BG mittels Pipette eingewogen und anschlieBend mit 5 ml
Aceton gelost (feste Fette werden vorher geschmolzen)

4. Platte wie folgt vorbereiten:

* Unten eine Bleistiftlinie mit 1,5cm Abstand zur

Kante zeichnen

* Die andere Linie im Abstand von 6cm
einzeichnen

Achtung: Mit dem Bleistift nur ganz leicht

6
o aufdricken,
da sonst die DC-Platte beschadigt wird.
Lage der Proben markieren, auf Zettel notieren
(nachher sieht man nichts mehr!!!!)
el |
1.5 cm Abatand

5. Auftragen von jeweils 5pL der Proben und Vergleichslésungen mittels Mikroliterpipette auf die
vorbereitete DC-Platte

©oNoo

DC-Platte in gesattigte Probenkammer stellen

Entnahme der Platte, wenn sie die zweite Markierung erreicht

Lufttrocknen der Platte

Mit Molybdatophosphorsaure -Reagenz kraftig bespriihen (erfolgt durch Laborleiter)

10 Zur Farbentwicklung ca. 15 Minuten in den Trockenschrank legen.

...... —
-
L]
- - — — — -
2 3 4 5 -] F B

B Abb. 7.15 Charakterisierung von Fetten und Slen mittels RP-DIC, 1| Schwrinefent, 2 Rinderfett, 3 Erdnussiil,
4 Weizenkaimdl, 5Olivendl, 6 Rizinusol, 7 Sonnenblumenil, & Rapsal

Quelle: Lebensmittelanalytik Reinhard Matissek/Gabriele Steiner/Markus Fischer Seite 234
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Entsorqung:
FlieBmittel in Sammelbehalter Organische HALOGENIERTE Losemittel, Proben und Vergleichslésungen in

Organische Losemittel, ebenso die Sprihreagenz

Grundprinzip der chromatographischen Trennung

Das Grundprinzip der Chromatographie gilt fur alle chromatographischen Methoden und kann wie folgt kurz
zusammengefasst werden: Teilchen (Molekile, lonen) verteilen sich auf zwei Phasen in einem bestimmten
Verhaltnis (Gleichgewichtszustand). Bei der DC wandert ein Losungsmittel durch Kapillarkrafte an einem
festen, feinporigen Tragermaterial (z.B. Kieselgel) aufwérts. Sind in dem Losungsmittel unterschiedliche
organische Substanzen mit verschiedenartigen funktionellen Gruppen enthalten, so gibt es
Adsorptionswechselwirkungen der einzelnen Substanzen mit dem Tragermaterial. Eine starke Wechselwirkung
dampft die Wanderungsgeschwindigkeit der einzelnen Komponente in Bezug zur Losungsmittelfront. Je hoher
der Anteil eines stark polaren Losungsmittels bei der Auftragung, desto mehr Oberflachenbereiche der
Beschichtung sind fur die Adsorption unwirksam, desto schlechter das Trennergebnis bei der DC (geanderte
Rf-Werte, Fleckenverbreiterung). Entscheidend ist, dass die Teilchen individuell sehr rasch von der einen Phase
in die andere wandern (auf Grund der Warmebewegung, der Diffusion und der raschen Austauschprozesse)
und wieder zuriick (dynamischer Gleichgewichtszustand).

In der Chromatographie werden die Unterschiede, die es bei den Austauschvorgdngen zwischen den
verschiedenen Teilchensorten gibt, in Geschwindigkeitsunterschiede verwandelt. Die Geschwindigkeit ergibt
sich aus dem Produkt der Geschwindigkeit der mobilen Phase und dem Zeitanteil, den die Teilchen in der
mobilen Phase verbringen. Es wird angenommen, dass die Teilchen in der mobilen Phase (statistisch gesehen)
dieselbe Geschwindigkeit haben wie die Laufmittelmolekiile. Sind sie an die stationé&re Phase gebunden, ist
die Geschwindigkeit gleich Null (,,stop and go*“-Modell). So werden also Verteilungsunterschiede (Verteilung
im allgemeinen Sinn) in Geschwindigkeitsunterschiede verwandelt. Oft sind die Verteilungsunterschiede nur
gering. Auftrennungen waren so mit anderen Methoden kaum zu erzielen. In dem Augenblick, in dem es sich
aber um Geschwindigkeitsunterschiede handelt, ist es nur eine Frage der Lange der Wegstrecke, bis es zu
einer ausreichenden Auftrennung gekommen ist.

Mit flussigchromatographischen Methoden, zu denen auch die Diunnschichtchromatographie zahlt, lassen
sich alle Proben, die ausreichend stabil sind und in Lésung gebracht werden kénnen, untersuchen.
Grundlage der Dinnschichtchromatographie sind also Transportprozesse in einer Flussigkeit (,,mobile Phase*),
die durch eine Pulverschicht (,stationare Phase®) stromt. Dabei zeigen unterschiedliche Molekile meist
unterschiedliches Wanderungsverhalten. Wie groR diese Unterschiede sind, ist abh&ngig von den chemischen
und physikalischen Eigenschaften der verwendeten stationaren und mobilen Phase.

Stationare Phase

In der Regel kommt als stationare Phase Kieselgel zum Einsatz (Normalphasenchromatographie), das
aufgrund der freien endstandigen Hydroxygruppen als polares Adsorbens fur die Probenmolekile dient. Der
mittlere Porendurchmesser der Kieselgele betragt meist 4 bis 100 nm, wobei der Porendurchmesser von 6 nm
(Kieselgel 60, Merck) am gebrauchlichsten ist. Kieselgele enthalten Siloxan- oder Silanol-Gruppen.

Alternativ dazu kommen auch DC-Materialien mit anderen funktionellen Gruppen (z. B. Aminogruppen) zum
Einsatz. Sie unterscheiden sich vom Standard-Kieselgel nicht nur in ihrer Polaritat, sondern auch in der Basizitat
und fuhren damit zu véllig anderen Trennergebnissen. Auch oberflachenmodifizierte Kieselgele mit unpolaren
Haftstellen (durch Kupplung mit Organochlorsilanen) werden eingesetzt (Umkehrphasenchromatographie,
reversed phase). Die Reihenfolge, in der die verschiedenen Probemolekile aufgetrennt werden, kehrt sich
dann um - die polaren Molekile laufen schneller, die unpolaren Molekule werden starker festgehalten.
Vorteilhaft ist dabei unter anderem, dass auch sehr polare Proben untersucht werden kénnen. Als weitere
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stationare Phasen fur die DC eignen sich auch Aluminiumoxid, Magnesiumsilikat, Kieselgur, Polyamid,
Cellulose.

Mobile Phase

Als Laufmittel werden in der Normalphasen-DC unpolare organische Losungsmittel in der Regel als Gemisch
mit magig polaren Lésungsmitteln genutzt (z. B. Petrolether und Essigsaureethylester); in der Umkehrphasen-
DC dagegen polare Laufmittel (z. B. Acetonitril und Wasser). Uber das Mischungsverhaltnis kann man die
Polaritat des FlieRmittels steuern.

Bei der DC ist die erwlnschte raumliche Auftrennung zwischen den verschiedenen Probekomponenten der
gesamten Laufstrecke proportional (Abstand Startlinie — Laufmittelfront).

Probenauftrag

Glaskapillaren mit Ringmarke

Die zu untersuchende Substanz wird in einem geeigneten Lésungsmittel geldst und mit Hilfe einer Kapillare
punkt- oder strichférmig aufgetragen. Dies geschieht bei der eindimensionalen DC auf der Startlinie der Folie
oder Platte, bei der zweidimensionalen DC (siehe unten) in einer Ecke. Die zu trennende Substanzmenge
betragt ca. 5-20 Mikrogramm. Fir eine besonders gleichmafige und auch quantitativ reproduzierbare
Auftragung stehen auch Maschinen zur Verfigung, welche die Lésung mit Hilfe von Druckluft oder Stickstoff
aufsprihen. Die stationare Phase (Trennschicht) besteht aus einer dinnen Schicht eines sehr feinkdrnigen
Materials (z. B. Kieselgel, Kieselgur, Aluminiumoxid, Cellulose). Diese Trennschicht ist sehr gleichmé&fig auf eine
Tragerfolie oder Tragerplatte aus Kunststoff, Aluminiumblech oder Glas aufgetragen und kommerziell in
unterschiedlichen Schichtdicken erhaltlich.

Daneben werden auf der Startlinie in vielen Fallen auch Lésungen von reinen Vergleichssubstanzen oder
Vergleichsmischungen aufgetragen. Es ist entscheidend, die Auftragzonen mdglichst eng zu halten (wenige
Milimeter). Kommerziell erhaltlich sind auch DC-Folien mit so genannten Konzentrationszonen. Hier wird eine
Zone mit besonders geringer Adsorption vorgeschaltet. Die Probeflecken werden dadurch nach Beginn der
Chromatographie in der Richtung der Laufstrecke zusammengestaucht und so sind besonders enge
Auftragzonen erzielbar.

Nach dem Auftragen muss die Platte getrocknet werden, da restliches Losungsmittel das Ergebnis verandern
kann.

Auftrennung

Nach dem Auftragen wird die Platte senkrecht in eine Chromatographiekammer mit einem geeigneten
FlieRmittel (mobile Phase) eingestellt. Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch das Verdampfen des
FlieRmittels zu verhindern, fiuhrt man die Trennung in einer mit dem FlieBmittel gesattigten Atmosphéare in einem
geschlossenen Gefal durch. Zur besseren Sattigung des Dampfraumes mit Laufmittel kann ein Filterpapier
eingelegt werden. Die Sattigung verhindert Verdampfen des Laufmittels von der Platte und damit eine
Anderung der Zusammensetzung auf der Platte.

Das Fliemittel saugt sich nun Gber Kapillarkrafte in die stationédre Phase nach oben. Sobald die Flussigkeit die
Startlinie erreicht hat, 16sen sich die Substanzen in ihr. Die Molekile sind nun den Anziehungskraften der
stationaren Phase einerseits und den Anziehungskraften der mobilen Phase andererseits ausgesetzt. Je nach
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Krafteverhaltnis bleibt ein Teilchen eher am Startpunkt oder es wandert mit der mobilen Phase nach oben. Im
Allgemeinen gilt: Je unpolarer das FlieBmittel ist, desto weniger wandern polare Substanzen und umgekehrt.
Es gilt aber auch, dass polare Substanzen mit polaren stationaren Phasen starker wechselwirken. Die
Losungsmittelpolaritat ist dabei analog wie in der SGulenchromatographie.

Kurz bevor die Laufmittelfront das obere Ende der Platte erreicht, wird die Platte aus der
Chromatographiekammer entnommen und mdglichst zligig getrocknet.

Auswertung

Laufmittelfront

>

Substanzfleck

Startlinie Y

Y

Im einfachsten Fall sind die getrennten Substanzen beim Betrachten unter UV-Licht als Punkte sichtbar.
Alternativ kbnnen sie vor der Chromatographie mit Chromophoren derivatisiert werden, damit sie UV-aktiv
werden. Auch das Bespriihen mit oder Tauchen in Reagenzienldsungen sind weitere Moglichkeiten.

Viele Schichtmaterialien enthalten Zusatze, die im UV-Licht fluoreszieren und an denjenigen Stellen dunkle
Fluoreszenzldschung zeigen, an denen sich die getrennten Stoffe befinden. Probemolekiile werden sichtbar,
wenn sie im Bereich von 254 nm oder 366 nm UV-Licht absorbieren. Es gelangt dann weniger UV-Licht zu den
Fluoreszenzfarbstoffmolekilen (dunkle Flecken auf griin bzw. blau leuchtendem Hintergrund zu sehen). Dazu
missen genigend viele funktionelle Gruppen bzw. genigend groRe Systeme mit konjugierten
Doppelbindungen vorhanden sein. Gesattigte Kohlenwasserstoffe und viele Aminosauren sind daher mit
dieser Methode nicht nachzuweisen, aromatische Verbindungen z. B. sehr leicht bei 254 nm.

Auch die Eigenfluoreszenz bestimmter Stoffe oder andere Eigenschaften wie Radioaktivitat kbnnen zur
Detektion herangezogen werden.

Bei der Verwendung von Spruh- oder Tauchreagenzien (z.B. NBD-CI, Molybdatophosphorsaure oder 2,7-
Dichlorfluorescein) laufen Farbreaktionen ab, die empfindlich und spezifisch genug sind, um zum Nachweis
bestimmter funktioneller Gruppen verwendet zu werden. Uber die Auswahl der Farbreaktion lasst sich der
Informationsgehalt bei der DC wesentlich erhdhen. Alternativ werden Reaktionen eingesetzt, die allgemein
wirksam sind (zum Beispiel Oxidation mit Hilfe von Salpetersaurelésungen oder loddampf). Bei einer Reihe von
Farbreaktionen ist es erforderlich, die Folie nach dem Bespriihen bzw. der Tauchung zu erhitzen.

Durch Auftragen von Referenzproben, welche unter gleichen Bedingungen gleich weit wandern wie
entsprechende Probekomponenten, kann man das qualitative Auftreten von Stoffen nachweisen. Hierzu wird
die Lage der verschiedenen Punkte mit der Lage der Referenzproben verglichen.
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Um verschiedene DC vergleichen zu konnen, werden die so genannten RfRf-Werte (Retentionsfaktor,
Ruckhaltefaktor, ratio of fronts) berechnet. Es handelt sich dabei um das Verhaltnis Wanderungsstrecke des
Substanzfleckes (SS) zur Wanderungsstrecke des Losemittels (LL): Rf=SLRf=SL. Die RfRf-Werte sind bei gleichem
Plattenmaterial und gleicher Laufmittelzusammensetzung Stoffkonstanten.

(Quelle.: https://www.chemie-schule.de/KnowHow/Dunnschichtchromatografie, Mai 20169)

Sicherheit:

Sonstige Bestandteile

Salzgehalt von Lebensmittel

Versuch: Kochsalzbestimmung nach Mohr

Arbeiten unter dem Abzug mit persénlicher Schutzausriistung und Nitrilhandschuhen

Chemikalie

Piktogramm

H und P-Satze

Kaliumchromat
K2oCrOs

&
&

H315 Verursacht Hautreizungen

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.
H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H335 Kann die Atemwege reizen.

H340 Kann genetische Defekte verursachen (

H350i Kann bei Einatmen Krebs erzeugen.

H410 Sehr giftig fur Wasserorganismen, Langzeitwirkung.

P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille
tragen/im Abzug arbeiten

P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach

Gefahr Mdoglichkeit entfernen. Weiter ausspulen
P308+310 Bei Exposition oder falls betroffen: Sofort
GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, und Leitstelle anrufen P313 Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe hinzuziehen
Silbernitrat- H272 Kann Brand verstérken; Oxidationsmittel.
Losung
AgNOs H290 Kann gegenuber Metallen korrosiv sein.
H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschéaden
H410 Sehr giftig fur Wasserorganismen, Langzeitwirkung.
P210 Von Hitze, Funken, offenen Flammen, heilen Oberflachen sowie
anderen Zindquellen fernhalten. Nicht rauchen.
P220 Von Kleidung/.../brennbaren Materialien fernhalten/entfernt
aufbewahren. (Die vom Gesetzgeber offen gelassene Einfigung ist vom
Inverkehrbringer zu erganzen)
P260 Staub/ Rauch/ Gas/ Nebel/ Dampf/ Aerosol nicht einatmen.
Gefahr P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille

tragen/im Abzug arbeiten
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P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Mdoglichkeit entfernen. Weiter ausspilen

P370 BeiBrand: +P378 mit ABC zum Loschen verwenden.

P308+310 Bei Exposition oder falls betroffen: Sofort

GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, und Leitstelle anrufen

Essigséure H226 Flussigkeit und Dampf entziindbar.

C2H402 H290 Kann gegenuber Metallen korrosiv sein.

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere
Augenschaden

P210 Von Hitze, Funken, offenen Flammen, heilen Oberflachen sowie
Gefahr anderen Zundguellen fernhalten. Nicht rauchen.

P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille
tragen/im Abzug arbeiten

P301+330+331 BEI VERSCHLUCKEN: Mund ausspulen. KEIN Erbrechen
herbeifthren.

P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Mdoglichkeit entfernen. Weiter ausspulen

P308+310 Bei Exposition oder falls betroffen: Sofort

GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, und Leitstelle anrufen

Chemikalien:

Indikator (3% Kaliumchromat), Silbernitrat-Losung 0,1 M, destilliertes Wasser;Essigsaure

Geréte:

Waage, Becherglas 250 ml, Messkolben 250 ml, Rihrkern, Magnetrihrer, Trichter , Filter, Vollpipette 25 ml,
Peleusball, Erlenmeyerkolben 200 ml, Burette mit Stativ

Material: -
Vegane, vegetarische, fleischhaltige Lebensmittel

Durchfuhrung:

1. Min 100 Gramm der Probe im Becherglas einwiegen (genaue Einwaage notieren) und ggf.
zerkleinern
2. Zugabe von ca. 150 ml heilRem destillierten Wasser und ruihren fur ca 10 Minuten

3. Abkihlen und filtrieren der Losung in einen 250 ml Messkolben, auffillen mit destilliertem Wasser bis
zur Eichmarke

4. 25 ml dieser Losung werden mittels Vollpipette in den Erlenmeyerkolben tberfuhrt

5. Der pH-Wert wird mittels Essigsaure zwischen 6,5 und 10,5 eingestellt

6. Zugabe von 10 Tropfen Indikator

7. Ggf auffillen der |I6sung auf ca 100m zum besseren titrieren

8. Titrieren mit Silbernitrat-Losung auf dem Magnetrihrer bis zum Farbumschlag nach orangerot
Entsorqung:
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Vorlage mit einigen Tropfen verd. Salzsaure ansauern und mit einem Spatel Natriumhydrogensulfit versetzen.
Nachdem grines Chrom(lll) entstanden ist, in den Behélter fur anorganische Losungen

Hintergrund:

Bei einer Titration wird ein genau abgemessener Teil einer Probe in ein genau definiertes Volumen gelst.
Diese Losung enthalt dann den zu bestimmenden Stoff /Titranten, in diesem Fall Chlorid

Unter Rithren wird der Analysenlésung die Malllésung mit bekannter Konzentration (hier 0,1 M
Silbernitratlésung) zu getropft, diese enthalt den Titrator (hier Ag+)

Cl,,, + Agl,,, — AgCl |

fan)

Nach Erreichen des Aquivalenzpunktes (Punkt an dem die Menge des Titranten und Menge des Titrators
genau gleich sind), entsteht ein Farbumschlag. Es bildet sich im unseren Fall das orangebraune

Silberchromat

Cr[}i[:lq) + 2 Ag[;qj — Ag,CrQy |

Anhand des verbrauchten Volumens an MaRlésung kann man nun die Konzentration der Analysenlésung

bestimmen.

V (AgNO3) *c(AgNO3)
V (NaCl) -

C(NaCl) =
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Kohlenhydrate in Lebensmitteln

Versuch: Nachweis von reduzierenden Zuckern

Sicherheit:

Tragen von Handschuhen Nitrilhandschuhen, Laborbrille und Kittel

Reagenz Piktogramm H und P Satze
Fehlingsche H318 Verursacht schwere Augenschaden.
Lésung H410 Sehr giftig fur Wasserorganismen, Langzeitwirkung.

P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille tragen/im Abzug
arbeiten

P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter
ausspulen

P391 Verschuttete Mengen aufnehmen

26

Gefahr

Salzsaure H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschéaden
HCI H335 Kann die Atemwege reizen.
H290 Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.

P260 Staub/ Rauch/ Gas/ Nebel/ Dampf/ Aerosol nicht einatmen.

P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille tragen/im Abzug
arbeiten

P301+330+331 BElI VERSCHLUCKEN: Mund ausspuilen.P331 KEIN Erbrechen herbeifthren.
P305 + P351 + P338. BEI BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Gefahr Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter
ausspulen

P310 Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, oder ... anrufen

>

H290 Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.

Natronlauge
H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschéaden

NaOH

P280 geeignete Schutzhandschuhe /geschlossener Kittel/ Laborbrille tragen/im Abzug
arbeiten

P301+330 BEI VERSCHLUCKEN: P330 Mund ausspulen.

Gefahr P305 + P351 + P338. BEl BERUHRUNG MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser ausspulen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Maglichkeit entfernen. Weiter
ausspulen

P308 Bei Exposition oder falls betroffen:

P310 Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM, Arzt, oder ... anrufen

<>

Chemikalien:
Fehlingsche Losung |, Fehlingsche-Losung Il, Salzsaure, Natronlauge, pH-Papier, Aqua dest (Wasser)

Gerate:
je Probe 3 Reagenzglaser, Stander, Tropfpipetten, Heizplatte mit Wasserbad, Becherglaser, Thermometer
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Material:
Vegane, vegetarische, fleischhaltige Lebensmittel

Durchftihrung:

1. Ca.2 mlderjeweiligen Filtrate werden in die beschrifteten(l. 1a, 1b etc) Reagenzglaser
(1,2,3)tberfuhrt und mit ca. 8 ml Aqua dest verdunnt.

2. Die entstandenen Losungen werden gedrittelt-mittels Tropfpipette in die zwei weiteren beschrifteten
RG Uberfuhrt(1b, 1c etc)

3. Als positiv Kontrolle wird eine kleine Spatelspitze Fructose in 5 ml Aqua dest geldst und ebenfalls

gedrittelt

Zugabe von je 1 ml Fehling | und Fehling Il in Losungen in die Reagenzglaser 1,2,3, und 1a,2a,3a

Kurzes erhitzen der Probelésungen1,2,3 im Wasserbad

Notieren der Beobachtung im Vergleich mit 1a.2a.3a

Ansauern der Reagenzglaser 1b.2b.3.b mit HCI (Test durch pH-Papier-wird rot), kurzes erhitzen der

Losungen ), anschlieBend kurz abkihlen lassen

8. Die Losungen 1b,2b, 3b werden mittels NaOH alkalisch eingestellt (Uberpriifung mittels pH-Papier-
wird blau)

9. Versetzen der Proben 1b.2b.3b mit je 1 ml Fehling | und II, erneutes erhitzen und vergleich mit den
Lésungen der Gruppe B

No o ks

Beobachtungen:

Nummer Probe Nur Fehling Fehling nach
Ansauern

N

Entsorqung:
Das Reagenz darf nicht in dem Abfluss gelangen, Entsorgung im Sammelbehalter Anorganische Lésungen

Zur Durchfuhrung der Fehling-Probe verwendet man zwei Losungen als Nachweisreagenzien, die nach
Hermann Fehling als ,,Fehling I und ,,Fehling Il bezeichnet werden.

Die hellblaue Fehlingsche L6sung | ist eine verdiinnte Kupfer(ll)-sulfat-Lésung.
Die farblose Fehlingsche Losung Il ist eine alkalische Kaliumnatriumtartrat-Losung.

Nach Zzusammenfuhren gleicher Volumina beider Fehling-Losungen besitzt das Fehling-Reagenz aufgrund
der Komplexbildung der Cu(ll)-lonen mit den Tartrat-lonen eine charakteristische, dunkelblaue Farbe.Das
Tartrat hat die Aufgabe eines Komplexbildners: Durch die hohe Komplexstabilitat wird das
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Loslichkeitsprodukt des Kupfer(l)-hydroxids nicht mehr erreicht. Wenn die Kupfer(ll)-lonen nicht komplex
gebunden vorlagen, wirden die OH-lonen also mit den Kupfer(ll)-lonen zum schwerldslichen blauen
Kupfer(ll)-hydroxid Cu(OH)2 reagieren, und die eigentliche Nachweisreaktion wirde so nicht mehr
stattfinden.

2[C4H4O6]2—+Cu2++20OH-—[Cu(C4H30s)2] 4—+2H20 2[C4H4O¢]2—+Cu2++2 OH——[Cu(C4H306)2]4—+2H20
Salze der Weinsaure und Kupfer(ll)-lonen reagieren zum tiefblauen Kupfertartratkomplex und Wasser.

Nach der Zugabe der Testsubstanz wird die Losung erwarmt. Dadurch wird die Nachweisreaktion geman
der RGT-Regel beschleunigt. Die Monosaccharide werden in ihrer offenkettigen Form nachgewiesen, da
hier die Oxidierbarkeit der Aldehydgruppe genutzt wird, die in den Ringformen als Halbacetal gebunden ist.
Die offenkettige Form steht mit den verschiedenen Ringformen in einem chemischen Gleichgewicht. So
liegen zum Beispiel bei Glucose in wassriger Losung weniger als 0,1 % der Zuckermolekile in offenkettiger
Form vor.

Es erfolgt dann eine Reduktion der Kupfer(ll)-lonen erst zu gelbem Kupfer(l)-hydroxid (CuOH) und dann eine
Dehydratisierung zu Kupfer(l)-oxid (Cu20). Aldehyde werden nach Zugabe von Fehling-Reagenz zu
Carbonsauren oxidiert, wahrend das Kupfersulfat (CuSOa4) zu Kupfer(l)-oxid (Cuz20) reduziert wird und als
rotbrauner Niederschlag ausfallt.

Nicht zuletzt durch das Entstehen eines festen Produkts liegt das Gleichgewicht dieser Reaktion fast
vollstandig auf Seiten der Carbonsaure. Dadurch werden weitere Zuckermolekule in die offenkettige Form
Uberfuhrt, bis die Reaktion praktisch vollstandig abgelaufen ist:

a,B-Glucose (Halbacetal) = offenkettige Form (Aldehyd) —————-Oxidation Gluconsa“urea,p-Glucose
(Halbacetal) = offenkettige Form (Aldehyd) —Oxidation Gluconsaure 6

Redoxreaktion

Da die Oxidation der Probesubstanz durch Reduktion der Kupfer(ll)-lonen erfolgt, kann die Gesamtreaktion
wie bei allen Redoxreaktionen in eine Oxidations- und Reduktionsreaktion zerlegt werden. Dabei wird im
nachfolgenden Beispiel zur Vereinfachung nicht berticksichtigt, dass die Kupferionen eigentlich in einem
Komplex mit Tartrat-lonen (Kupfertartrat) vorliegen:

Oxidation:
R-CHO+20H-—R-COOH+H20+2e-R-CHO+20H-—R-COOH+H20+2e-
Eine Aldehydgruppe wird im basischen zur Carbonsaure oxidiert.
R-COOH+OH-—R-COO-+H20R-COOH+OH-—R-COO—-+H20

Da die Reaktion in alkalischer Umgebung stattfindet, wird die entstehende Carboxygruppe durch
Hydroxidionen zur Carboxylatgruppe im Sinne einer Saure-Base-Reaktion deprotoniert.

Reduktion:
2Cu2++20H-+2e——2 CuOH—Cu20|+H202Cu2++20H-+2e——2 CuOH—Cu20|+H20

Kupfer(l-ionen und Hydroxidionen reagieren zu Kupfer(l)-hydroxid, das weiter zu Kupfer(l)-oxid
dehydratisiert.

Redoxreaktion:
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2Cu2++R-CHO+50H-—Cu20|+R-COO-+3H202Cu2++R-CHO+50H-—Cu20|+R-COO-+3H20

Kupfer(l)-ionen und Aldehydgruppen reagieren im basischen Milieu zu Kupfer(l)-oxid, Carboxylaten und
Wasser. (Quelle https://www.chemie-schule.de/KnowHow/Fehling-Probe, Mai 2019)

Pa _ 3,91 -
R=CL b= Ui ey & HO + 2e
0 O
+7 +1
2 Cu*" ¢ 2o —_— 2 Ccut

+1__.-H ~2 > _ +3 l.-I::j'_' +1
R=C. = 200 0 OHT e REG o S0 s Z hEO
"'H.
o O

Kupfer{l )-oxid
{rot)

Quelle Chemiezauber.de

Reduzierende Wirkung von Zuckern:

Monosaccharide (Einfachzucker):

Viele Zucker liegen als Aldosen vor und haben somit eine reduzierende Wirkung. Der Grund dafur ist, dass
die Aldehydgruppe(-COH) zur Carbonsaure oxidiert wird. Obwohl Zucker verhaltnismagig ofter in der
Ringform vorliegen, kommt es immer wieder zur Ringdffnung, sodass die Zucker offenkettig vorliegen. In der
offenkettigen Form (der Fischerprojektion) liegt dann wieder die funktionelle Aldehydgruppe vor, an der sich
der Ring 6ffnet und schlief3t (siehe Ringschluss). Somit kann der Reaktionspartner reduziert werden, weshalb
man von der reduzierenden Eigenschaft von Zuckern spricht.

Disaccharide (Zweifachzucker):

Auffallig ist, dass die Fehlingprobe bei manchen Disacchariden auch positiv (z.B bei Lactose), aber bei
anderen negativ (Saccharose) verlauft. Entscheidend hierfur ist die glycosidische Bindung zwischen den
beiden Monosacchariden. Ist eines der beiden anomeren (frei drehbaren) Kohlenstoffe nicht an der
glycosidischen Bindung beteiligt, so ist die Ring6ffnung und Mutarotation mdaglich. Somit ist auch die
Fehlingprobe bei diesen Zuckern positiv, da die Zucker zu einem gewissen Anteil in der offenkettigen Form
vorliegen und die Aldehydgruppe oxidiert werden kann. Sind aber beide anomeren Kohlenstoffatome
miteinander glycosidisch verkniipft wie bei der Saccharose, so ist die Ringdffnung der Monosaccharide
nicht mehr mdglich und die Fehlingprobe reagiert negativ.
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CH,OH CH,OH

i cG——o0 W e N EH;OH " CH,OH
1 —
¢ H \ /H \ a-Form —— H/H \'I‘l H/E Ofr\]
Hé\OH H \ / \OH /OH \OH H/ C\ / \OH H/ \\
C —_— C HO
r'i OH H OH o E_SH W
offene Aldehydform
(kann oxidiert werden)
CH,0H GHOH CH ,OH CH LOH
c——o0 c———0
: E/A \'F' Vﬁ \f\,é? H/H \H H/ \OH
1 OH H \ / OH H e, ——— OH H \ / oM = B-Form
Ho\¢ \ / H Ho\ \c c/H
" °"' OH H OH H OH

reduzierende Zucker - Mechanismus der Umwandlung
Auf einen Blick reduzierende Zucker erkennen:

Will man lediglich anhand der Stukturformel eines Zuckers einordnen, ob er eine reduzierende Wirkung hat
oder nicht, so kann man einem einfachen Schema folgen. Generell kann man sagen, dass alle
Monosaccharide eine reduzierende Wirkung haben, da die Ring6ffnung maéglich ist. Auch alle 1,4-
glycosidischen gebundenen Disaccharide haben eine reduzierende Wirkung, da das erste (anomere)
Kohlenstoffatom des zweiten Monosaccharids nicht an der glycosidiaschen Bindung beteiligt ist. Zusatzlich
hilft uns die Suche nach einem Halb- bzw. Vollacetal. Liegt ein anomeres Kohlenstoffatom vor, so entsteht
immer ein Halbacetal (R-C-O-C-OH) und somit ist die Ring6ffnung mdaglich! Damit liegen Aldosen vor,
welche leicht reduziert werden kdnnen.

Maltose
,CH,0OH
5 (o]
H
H
3 1
OH H
OH
3 F
H OH

Glycosidische Bindung freies Halbacetal
Aceta => reduzierend

Halbacetal

Sind allerdings beide anomeren "C"-Atome miteinander verknupft, so entsteht ein Vollacetal (R1-C-O-C-O-C-
O-C-R2). Dann ist keine Ring6ffnung moglich, folglich kann auch kein freies Aldehyd vorliegen und der
Zucker hat keine reduktiven Eigenschaften. Eine Fehlingprobe ist dann zum Beispiel negativ!
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Glycosidische Bindung
Acetal
Kein freies Halbacetal!
=> nicht reduzierend
Vollacetal
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Schlussfolgerung: Liegt ein bei Kohlenhydraten ein Halbacetal vor, so ist auch ein anomeres
Kohlenstoffatom vorhanden und der Zucker ist oxidierbar (bzw. hat eine reduzierende Wirkung). Liegt bei
Disacchariden ein Vollacetal vor, so sind die beiden frei drehbaren Kohlenstoffatome miteinander
verbunden und kénnen nicht weiter oxidiert werden, weshalb der Zucker in diesem Fall keine reduzierende

Wirkung hat.

(Quelle: https://abitur-wissen.org/index.php/organische-chemie/457-organische-chemie-fehlingprobe-

reduzierende-eigenschaften-bei-kohlenhydraten, Mai 2019)
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