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Peptidbindung

Die C-N-Bindung der Peptidbindung ist 0,132 nm lang. Sie weist Doppel bindungscharakter
auf, das heildt sieist kirzer als eine normale C-N-Einfachbindung. Grund hierfir ist die sp?-
Hybridisierung des Stickstoffatoms, durch die eine Mesomeriestabilisierung der
Peptidbindung moglichist.

Die Lange von 0,147 nm der C-N-Bindung, deren Kohlenstoffatom nicht an der
Peptidbindung beteiligt ist, entspricht der Lange einer normalen C-N-Einfachbindung.
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Die Bindungswinkel betragen 120°. Die Reste sind in Transform angeordnet. Diese
Konfiguration wird bevorzugt, da die Reste einen grof3en Raumbedarf haben, und so
moglichst weit voneinander entfernt sind. Die Peptidbindung ist planar und starr, die Bindung
ist also um die eigene Achse nicht frei drehbar. Grund hierfir ist, dass das Kohlenstoffatom,
das Stickstoffatom und das Sauerstoffatom der Peptidbindung sp>-hybridisiert sind. Die
Valenzstriche in der Skizze kennzeichnen die Sigmabindungen zwischen den Atomen. Die
freien py-Orbitale Uberlappen sich zu einer del okalisierten 8-Elektronenwolke. Die

Delokalisation der Elektronen fuhrt zur Ausbildung von mesomeren Grenzformeln.
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1.3.) Verantwortlich fir den réaumlichen Bau eines Polypeptids ist die Tertiarstruktur.
Stabilisiert wird die Tertidrstruktur durch:

o Esterbindungen zwischen freien Carboxylgruppen in Seitenketten und freien

Hydroxylgruppen.

R1—C—0O—R2
0 Peptidbindungen zwischen freien Carboxylgruppen in den Seitenketten und frelen

Aminogruppen in den Seitenketten.

Rl—C—ITI—RZ
H

o Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten.
R1—S—S—R2
o lonae Bindungen zwischen COO™ -Gruppen und NHs"-Gruppen.
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0 Wasserstoffbrickenbindungen zwischen stark positiv polarisierten

Wasserstoffatomen und stark elektronegativen Sauerstoffatomen.
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2.1.) Serin hat einen |EP von 5,68. Da Serin eine saure Hydroxy-Gruppe im Rest aufweist, die
polarisiert werden kann.*® Valin hat einen IEP von 5,96. Es handelt sich um eine Aminosaure
mit unpolarem Rest.® Lysin hat einen IEP von 9,74. Sie enthélt eine zweite Amino-Gruppe
im Rest. Diese NH,-Gruppe sorgt fur den stark basischen |1EP. Bel der Reaktion mit einer
Saure nimmt zuerst diese Amino-Gruppe im Rest ein Proton auf, bevor die COO™-Gruppe ein
Proton aufnimmt. Deshalb liegt Lysin bei einem stark sauerem pH-Wert als doppeltes Kation
Vor.

Die Struktur der Aminosauren bel einem pH = 9,74:

0 DerIEPvon Serinist niedriger als der gegebene pH-Wert. Serin liegt als Anion vor:

OH
0 DerIEPvon Valinist niedriger as der gegebene pH-Wert. Valin liegt als Anion vor:

o)
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CH,



o Der|IEPvon Lysinist gleich dem gegebenem pH-Wert. Lysin liegt als Zwitterion vor:

2.2.) Skizze 1 (von der Seite):

Minus-Pol Plus-Pol
1 |

Gleichstrom Elektrode
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Tragerstreifen
(aus Papier)

Elektrolytlésung
(Pufferlésung)



Skizze 2 (von oben):

|
Anion ——>
I
Zwitterion

I
<— Kation
|
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Startlinie

Minus-Pol Plus-Pol

Bei der Elektrophorese dient die Pufferldsung zum Einstellen und Aufrechterhalten eines
konstanten pH-Wertes. Ein Gemisch aus verschiedenen Aminosauren wird auf die Startlinie
des Tréagerstreifens aufgebracht. Je nach dem spezifischen |EP der Aminosauren, liegen diese
beim eingestellten pH-Wert entweder als Anion, Kation oder Zwitterion vor. Beim
Einschalten des Gleichstroms wandern die Aminosduren entsprechend ihrer Ladung nun zum
Plus-Pol, Minus Pol oder bleiben auf der Startlinie stehen. Wanderungsrichtung und -
geschwindigkeit der Aminosduren hangen von ihrer Ladung, ihrer Grof3e und der Stérke der
angelegten Spannung ab.*

Bei einem pH = 9,74 bleibt Lysin as Zwitterion auf der Startlinie stehen. Serin und Valin
liegen as Anionen vor und wandern Richtung Plus-Pol. Da die Molekiilmasse von Serin
kleiner ist als die von Valin, wandert Serin schneller und weiter alsValin.
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4) Ks (Glycin): 1,6 - 10°%°

Kg (Glycin): 2,5 - 10

Ks (Essigsaure): 1,75 - 10

K s (Monochlorethansaure): 1,36 - 10°

4.1.) In wassriger Losung liegt Glycin als Zwitterion vor. Es weist einen ampholyten
Charakter auf.
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Bei Zugabe von Base reagiert die NH3-Gruppe al's Sauregruppe, auf sie bezieht sich der Ks-
Wert.

0 0
+ _
H3N\C/C\Of + OH _—> HZN\C/C\O, + H),O
H2 H2
Zwitterion Base Anion Wasser

Bei Zugabe von Saure reagiert die COO -Gruppe a's basische Gruppe, auf sie bezieht sich der
Kg-Wert.

O
+ [l + + [l
H3N\C/C\Of + H,O _—>= H3N\C/C\OH + H,0
H2 H2
Zwitterion Saure Kation Wasser
Rechnung:

Nach Definition liegt fest, dass Ks- Kg = 10 betragt.
DaKs (Glycin) = 1,6 - 10 gilt: 1,6 - 10™ - Kg = 100: (1,6 - 10™)

-14
KB = LIO = 6,25><10'5
1,640

DaKg (Glycin) = 25 - 102 gilt: 2,5 - 1022 - Kg= 100 (2,5 - 10%9)

10"
ST 2502

=40
4.2)) Glycin: Ks (COOH) = 4 - 10°®

Essigsaure: Ks (COOH) = 1,75 - 10°
Der Ks-Wert von Glycin ist grof3er as der Ks-Wert von Essigsédure. Die COOH-Gruppe von
Glycin ist demnach stérker sauer als die COOH-Gruppe von Essigsdure. Grund dafUr ist, dass
die NH,-Gruppe des Glycins einen starken —|-Effekt auf die COOH-Gruppe austbt. Dadurch
wird das Anion leicht gebildet, und zusétzlich stabilisiert. Bei der Essigsaure hat der +-I-
Effekt der Methylgruppe einen gegenteiligen Effekt. Die Abgabe des Protons wird erschwert,

und das Anion kann nur unter hohem Energieaufwand gebildet werden.®
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3.1.) Merkmal eines ampholyten Molekiilsist, dass es sowohl als Sdure, als auch als Base
reagieren kann. Das hel (3t es kann sowohl Protonen abgeben, als auch aufnehmen. In

wassriger Losung liegt Glycin Uberwiegend als Zwitterion vor.

N _C H.N- cli
2 \C/ \OH -~ 3 \C/ \O*
H, X

Zwitterion

Beim Zwitterion des Glycins dient die NHs'- Gruppe als Sauregruppe, sie kann bei der
Reaktion mit einer Base Protonen abgeben.

9 9
H3N\C/C\Of + OH — HZN\C/C\O, + H,0O
H2 H2
Zwitterion Base Anion Wasser

Die COO-Gruppe des Glycins fungiert a's basische Gruppe, sie kann bel der Reaktion mit

einer Saure Protonen aufnehmen.®

O
+ ” + + ”
H3N\C/C\O, + HO _—>= H3N\C/C\OH + H),0
H2 H2
Zwitterion Saure Kation Wasser

3.2.) Isoelektrischer Punkt (IEP) = Der pH-Wert an dem eine Aminosaure tUberwiegend als
Zwitterion vorliegt.

|EP (Glycin): 6,0

|EP (Glutaminsure): 3,22

|IEP (Lysin): 9,74
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Glu——
|
Gly
|
~—Lys

?

Startlinie

Plus-Pol

(Pufferlésung eingestellt auf den pH = 6)

Wanderungsrichtung: Glycin:

Der IEP von Glycin entspricht exakt dem eingestellten pH-Wert der Pufferldsung, d.h.

Glycin liegt as Zwitterion vor und bleibt auf der Startlinie stehen.

Glutaminséaure:

Der IEP von Glutaminsdure liegt unterhalb des eingestellten pH-Wertes der PufferlGsung. Es

wird Base zum Zwitterion hinzugegeben. Glutaminsaure gibt zwei Protonen ab, und liegt

somit a's doppeltes Anion vor. Die Glutaminsdure wandert zum Plus-Pol.

1. Schritt:

O

I
/C\
HO™ "CH, C

|

NH,

Zwitterion

2.Schritt;

H C\CH:/C\Of

Lysin:

O 4+ OH =—]=

Base

Base

HZC\CH:/C\O*

Anion

doppeltes Anion

Wasser

Wasser



Der IEP von Lysin liegt Gber dem eingestellten pH-Wert der Pufferldsung. Das Zwitterion
wird angesauert und nimmt zwei Protonen auf. Lysin liegt somit as doppeltes Kation vor, und

wandert zum Minus-Pol.

1. Schritt:
HN- H,N
T + {He
2~ H30 -~ ZC\ HZO
¢ 9 o 9
H,CH_ CL - HZC\(H:/C\ B
I [
NH, NH,
Zwitterion Saure Kation Wasser
2. Schritt:
H,N HN<
T + THe
,C< + H,0 — ,Cw + HO
e 9 o 9
H,C.H_C. - HZC\H/C\OH
| + | +
NH, NH,
Kation Saure doppeltes Kation Wasser
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Die Bindungswinkel betragen 120°. Die Reste sind in Transform angeordnet. Diese

Konfiguration wird bevorzugt, da die Reste einen groflen Raumbedarf haben, und so
maoglichst weit voneinander entfernt sind. Die Peptidbindung ist planar und starr, die Bindung
ist also um die eigene Achse nicht frel drehbar. Grund hierfir ist, dass das Kohlenstoffatom,
das Stickstoffatom und das Sauerstoffatom der Peptidbindung sp>-hybridisiert sind. Die
Valenzstriche in der Skizze kennzeichnen die Sigmabindungen zwischen den Atomen. Die
freien py-Orbitale Uberlappen sich zu einer delokalisierten 8-Elektronenwolke. Die

Delokalisation der Elektronen fihrt zur Ausbildung von mesomeren Grenzformeln.
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Die Bindungsverhdtnisse in der Peptidbindung sind somit nicht klar definiert. Als Folge
weist die C-O-Doppelbindung (Lange: 123 pm) der Ketoform einen
Einfachbindungscharakter auf, das bedeutet sie ist [anger als eine normale Doppel bindung
(Lange: 122 pm). Die C-N-Einfachbindung (L&nge: 132 pm) der Ketoform hingegen weist
einen Doppel bindungscharakter auf, sieist kiirzer as eine normale Einfachbindung (L &nge:
147 pm).*

43.1)
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Esterbindung

4.3.2.) Der Reaktionsmechanismus der dieser Reaktion zugrunde liegt ist die
sdurekatal ytische Esterbildung:

Ausgangsprodukte:
HO E:l) 22 22 I HO“EZ R2
R1 —C— ~e
— ~c” T Cc+C—OH CTOH |=——
H, H, 2
Hexandisaure Ethandiol

1. Ausbildung der mesomeren Grenzformel:

o

OH
” |+ + > |+
{Rl—C—OH B — Rl—C—OH} + H - R1—C—OH
Katalysator
2. Addition von Alkohol:
Cl)H (l)H
RI—C—OH + HO—-R2 =—= R1—C—OH
H—C|)+
R2
3. Intermolekulare Protonenwanderung und Wasserabspaltung:
Cl)H (l)H Cl)H
RI—C—OH =—> Rl—Cl:—(|)+—H —>= RI1-C-0-R2 + H,0
H—cl)+ 0 H
R2 R2
4. Ruckflhrung des Katalysators und Mesomeriestabilisierung:
o P —— L R1—C—0—R2 + H
+ R1—C—0O—R2 =<—>= —C—0—
R1—C—0O—R2 =0 }
Katalysator

86/11/2



2.1.) Das Protein wird durch die Salzsaure saurehydrolytisch in die einzelnen Aminosauren

gespalten.!
T
C o C-___OH
C *» + n HO CIl —> n - N~
*JFN/H\clﬁf 3 c HNT PG
|
H O

2.2.) Definition: Isoelektrischer Punkt = Der pH-Wert an dem eine Aminosaure in wassriger

L 6sung Uberwiegend als Zwitterion vorliegt.

Aminosduren liegen in wassriger Losung al's Zwitterion vor.

| |
O O
{ HN_(|:_C// - H3N+ C_C/< _ }
] OH o
R R

Die COO™-Gruppe fungiert als basische Gruppe, und fangt bei Zugabe von Siure H*-lonen ab.

L0 . I

HN-C—C—0 + HO0 =—= H3N+—IC_IZ—C—OH + H,0
H

2 2

Zwitterion Saure Kation Wasser

Die NH3"-Gruppe fungiert als Sauregruppe, und gibt bei Zugabe von Base H'-lonen ab. Diese
H*-Ionen reagieren mit den OH-lonen zu Wasser.*

O
+ I _ _ [l _
HN—C—C—O0 4+ OH =—= HN—-C—C-O0 *+ HJO
H2 H2
Zwitterion Base Anion Wasser

So andert sich der pH-Wert einer Aminosaurel 6sung durch Zugabe von Base und Saure nur
wenig. Aminosauren haben eine Pufferwirkung.®

2.3)
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Peptidbindung

In beiden Fallen handelt es sich um Makromolekile deren Bausteine durch Peptidbindungen
verknupft sind. Diese Peptidbindungen sind starr und planar. Die Bindungswinkel betragen
120°. Die C-, N- und O-Atome der Peptidbindung sind sp>-hybridisiert. Die Atome sind durch
Sigmabindungen verkntpft. Die freien 8-Orbital e Uberlappen sich zu einer delokalisierten
Elektronenwolke, was zur Ausbildung von mesomeren Grenzformeln fiihrt.! Durch
Ausbildung von intermol ekul aren Wasserstoffbriickenbindungen kénnen sich mehrere

Makromolekiile zu groRReren Strukturen aneinanderlagern.®

. H ﬁ R3

R

|
* N C c *
\[\T/CH:\C/ \E/ \N/H\C%n/

S TR

H o] R2
<— Wasserstoffbriickenbindung
H O R2 H 0
o doe ]
- \ﬁ/ \T/ \ﬁ/ \C/C\
H
Il?l H O ||?3
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3.1.) Skizze 1 (von der Seite):

Minus-Pol Plus-Pol

Gleichstrom Elektrode

T

Tragerstreifen
(aus Papier)

Elektrolytlésung
(Pufferlésung)

Skizze 2 (von oben):

Anion ——>
I
Zwitterion
I
<— Kation
|

?

Startlinie

Minus-Pol Plus-Pol

Bei der Elektrophorese dient die Pufferldsung zum Einstellen und Aufrechterhalten eines
konstanten pH-Wertes. Ein Gemisch aus verschiedenen Aminosauren wird auf die Startlinie
des Tréagerstreifens aufgebracht. Je nach dem spezifischen |EP der Aminosauren, liegen diese
beim eingestellten pH-Wert entweder als Anion, Kation oder Zwitterion vor. Beim
Einschalten des Gleichstroms wandern die Aminosduren entsprechend ihrer Ladung nun zum

Plus-Pol, Minus Pol oder bleiben auf der Startlinie stehen. Wanderungsrichtung und -



geschwindigkeit der Aminosduren hangen von ihrer Ladung, ihrer Grof3e und der Stérke der
angelegten Spannung ab.*

3.2.) Alanin:
Der IEP von Alanin muss dem eingestellten pH-Wert der Pufferlésung entsprechen, damit

liegt Alanin als Zwitterion vor und bleibt auf der Startlinie stehen.

Glutaminséure:

Glutaminsdure weist zwei Carboxylgruppen auf. Der |EP von Glutaminsdure liegt unterhalb
des eingestellten pH-Wertes der Pufferl6sung. Es wird Base zum Zwitterion hinzugegeben.
Dadurch gibt Glutaminsdure zwel Protonen ab, und liegt als doppeltes Anion vor. Die

Glutaminsdure wandert zum Plus-Pol.

1. Schritt:
O
0 Il
/g\ . 7" "CH, O
HO” CH, O + OH <=——= O I I H,O
| I H,C.H C_ -
HZC\CH:/C\O, (|: o)
- NH,
NH3
Zwitterion Base Anion Wasser
2.Schritt:
O
ICI) [l
/C\CH 0 - o*/ \?HZ |C|) H,O
o 72 + OH —— H,CH_Co + 2
H,C.H C. - C
C [
([ NH2
NH3
Anion Base doppeltes Anion Wasser
Lysin:

Lysin weist zwei Aminogruppen auf. Der IEP von Lysin liegt somit Gber dem eingestellten
pH-Wert der Pufferldsung. Das Zwitterion wird angesduert und nimmt zwei Protonen auf.

Lysin liegt als doppeltes Kation vor, und wandert zum Minus-Pol.



1. Schritt;

HN
ek
.
H.O B ——
HZC\E/C\ -
(-
NH,
Zwitterion Saure
2. Schritt;
H.N.
27~ + H30+ ~—
¢ 9
HZC\E/C\ -
(-
NH,
Kation Saure

3.3.) Es gibt sechs mdgliche Aminosduresequenzen:
AlaGlu-Lys
AlaLys-Glu
Glu-Ala-Lys
Glu-Lys-Ala
Lys-Ala-Glu
Lys-Glu-Ala

88/11/3

H.N
3 \Cl:Hz
2">CH, O 0
[ 2 1
HCH-C -
|
NH,
Kation Wasser
H.N-
3 \Cl:Hz
2"°CH, O Ao
[ 2 1
HC.H_C
2">c” TTOH
|
NH,
doppeltes Kation Wasser

3.1.) D- und L-Konfiguration bezeichnen die Stellung der Aminogruppe am chiralen

Kohlenstoffatom einer Aminosaure in der Fischerprojektion. Dabei steht D (lat.: Dextro) fr

rechts, und L (lat.: Laevus) fir links.™



L-Alanin

3.2)

D -Glutamins'aure‘

HO. 0O
C
H—-C—1NH,
H—C—H
H
D -Alanin
CH_NH,
CH,
CH,
ﬁ CH,
TN ZEN /i'

HO. 0
c
L]
H,N——C——H
H—C—H
H—C—H
H—C—H
H—C—H
NH,



3.3)
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Die Aminosauren sind tber Saureamidbindungen, so genannten Peptidbindungen,

miteinander verknupft. Diese Bindungen sind planar und starr. Die Bindungswinkel betragen
120°. Grund dafir ist, dass die C-, N- und O-Atome der Saureamidbindung sp?-hybridisiert
sind. Die Atome sind Uber Sigmabindungen verknlpft, die freien py-Orbitale tberlappen sich
zu einer delokalisierten d-Elektronenwolke. Die Delokalisation der Elektronen sorgt fir die

Ausbildung von mesomeren Grenzformeln.

| |
+ R1 N
R1 N -~ R1 N — NN
\C/ \RZ \C// \RZ } C|: R2
| B O—H
O O
Ketoform Enolform

Auch weist die C-O-Doppelbindung der Peptidbindung einen Einfachbindungscharakter. Sie
ist langer a's eine normale Doppelbindung. Die C-N-Einfachbindung dagegen weist

Doppelbindungscharakter auf. Sieist kiirzer al's eine normale Einfachbindung.*

3.4.) Das Molekill Biuret zeigt bei einer Reaktion mit Cu?*-lonen im Basischem eine
charakteristische rot-viol ette Farbung. Dafir verantwortlich ist die Komplexbildung der Cu?*-
lonen mit den S&ureamidbindungen, die in Biuret enthalten sind. Auch die Aminosdurenin
Proteinen sind tiber Sdureamidbindungen verknipft. Diese CO-NH-Bindungen kdnnen mit

Cu?*-lonen ebenfalls einen Komplex bilden, der zu einer rot-violetten Farbung fuhrt.**



89/1V/3

3.1)
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3.2)

0 0 o
0616<
G 0,132 nm

Die Bindungswinkel betragen 120°. Die Reste sind in Transform angeordnet. Diese

Konfiguration wird bevorzugt, da die Reste einen grof3en Raumbedarf haben, und so
maoglichst weit voneinander entfernt sind. Die Peptidbindung ist planar und starr, die Bindung
ist also um die eigene Achse nicht frei drehbar. Grund hierfir ist, dass das Kohlenstoffatom,
das Stickstoffatom und das Sauerstoffatom der Peptidbindung sp>-hybridisiert sind. Die
Valenzstriche in der Skizze kennzeichnen die Sigmabindungen zwischen den Atomen. Die
freien py-Orbitale Uberlappen sich zu einer delokalisierten 8-Elektronenwolke. Die

Delokalisation der Elektronen fuhrt zur Ausbildung von mesomeren Grenzformeln.

Ketoform Enolform



Die Bindungsverhatnisse in der Peptidbindung sind somit nicht klar definiert. Als Folge
weist die C-O-Doppelbindung (Lénge: 123 pm) der Peptidbindung einen
Einfachbindungscharakter auf, das bedeutet sie ist |&nger a's eine normale Doppel bindung
(Lange: 122 pm). Die C-N-Einfachbindung (L&nge: 132 pm) der Peptidbindung hingegen
weist einen Doppelbindungscharakter auf, sieist kiirzer as eine normale Einfachbindung
(Lé&nge: 147 pm). Die Bindung des Stickstoffs mit dem C-Atom das nicht an der
Peptidbindung beteiligt ist entspricht in ihrer Lange einer normalen Einfachbindung (Lange:
147pm). Da dieses C-Atom nicht von der delokalisierten Elektronenwolke betroffen ist,

werden seine Bindungsverhéltnisse durch die Ausbildung von Mesoformen nicht beeinflusst.

3.3.) Verantwortlich fir den raumlichen Bau eines Polypeptidsist die Tertidrstruktur.
Stabilisiert wird die Tertiarstruktur durch:?
o Esterbindungen zwischen freien Carboxylgruppen in Seitenketten und freien

Hydroxylgruppen.

R1—C—O0—R2
o Peptidbindungen zwischen freien Carboxylgruppen in den Seitenketten und freien

Aminogruppen in den Seitenketten.
@)
Rl—g— N—R2
)

o Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten.
R1—S—S—R2

o lonae Bindungen zwischen COO™ -Gruppen und NHs"-Gruppen.

?I H
R1I—C—O H—ITI+—R2
H

0 Wasserstoffbriickenbindungen zwischen stark positiv polarisierten
Wasserstoffatomen und stark elektronegativen Sauerstoffatomen.



0 Van-der-Waal”sche Anziehungskréfte zwischen unpolaren Seitengruppen.

| |
Rl—(|3—H ——————————————— H—C|:—R2
H H
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3.1)) Skizze 1 (von der Seite).
Minus-Pol Plus-Pol
i 1
Gleichstrom Elektrode

T

Tragerstreifen
(aus Papier)

Elektrolytlésung
(Pufferlésung)

Skizze 2 (von oben):

|
Anion ——>
I
Zwitterion
I
<—— Kation
|

?

Startlinie

Minus-Pol Plus-Pol




Bel der Elektrophorese dient die Pufferldsung zum Einstellen und Aufrechterhalten eines
konstanten pH-Wertes. Ein Gemisch aus verschiedenen Aminosauren wird auf die Startlinie
des Trégerstreifens aufgebracht. Je nach dem spezifischen |EP der Aminosauren, liegen diese
beim eingestellten pH-Wert entweder als Anion, Kation oder Zwitterion vor. Beim
Einschalten des Gleichstroms wandern die Aminosauren entsprechend ihrer Ladung nun zum
Plus-Pol, Minus Pol oder bleiben auf der Startlinie stehen. Wanderungsrichtung und -
geschwindigkeit der Aminosauren hangen von ihrer Ladung, ihrer Grof3e und der Stéarke der

angelegten Spannung ab.*

3.2.) Glutaminsaure hat einen |EP von 3,22. Bei eéinem pH = 7,0 liegt Glutaminsdure als
doppeltes Anion vor, und wandert bei der Elektrophorese Richtung Plus-Pol .1®
1. Schritt:

O
o) [
¢ 7en, o ,
A - H.,O
HO CI: ) (I? + H,O (@) HZC\H/C\ ) + 3
HCHACS - ¢
- NH,
NH3
Zwitterion Wasser Anion Saure
2.Schritt;
@]
(l? [l
C ~""°CH, O .
P 2
- CH, O ; O I [l H.,O
°© nld |24 ¢ R0 = HCNH-Cs T
2 \C/ \O* |
[ NH,
NH3
Anion Wasser doppeltes Anion Séure
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4.1.) Bei der Spaltung des Peptids wurden zwei verschiedene Enzyme verwendet. Durch die
zwei unterschiedlichen enzymatischen Spaltprozesse entstehen unterschiedliche Teilstlicke.
Durch die Uberlappung gemeinsamer Sequenzanteile in den Bruchstiicken, |asst sich die

urspringliche Aminosauresequenz des Peptids rekonstruieren.



Tryptische Peptidfragmente:

Thr-Tyr-Val-Lys Ala-Gly-Trp-Gly-Lys
Chymotryptische Peptidfragmente:

Thr-Tyr Val-Lys-Ala-Gly-Trp Gly-Lys
Urspringliche Peptidsequenz:

Thr-Tyr-Val-Lys-Ala-Gly-Trp-Gly-Lys

4.2.) Unter Kettenkonformation versteht man die Raumstruktur die Proteine einnehmen.'’ Die
K ettenkonformation entspricht der Sekundérstruktur. Sie wird durch
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. Diese Wasserstoffbriickenbindungen bilden sich
zwischen dem Sauerstoffatom einer CO-Gruppe und dem Wasserstoffatom einer NH-Gruppe
aus.

0
I

/C\ /R

-<—— Wasserstoffbriickenbindung

Man unterscheidet zwischen zwel bevorzugten Raumstrukturen:

o Die a -Helix: Eine schraubenférmige Struktur die durch die Ausbildung von
intramol ekularen Wasserstoffbriickenbindungen entsteht.

o DieFaltblattstruktur: Diese Struktur kommt durch die Ausbildung von
intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen gestreckten
Polypeptidketten zustande.

Ob sich die a -Helix-Struktur oder die Faltblattstruktur ausbildet, hangt ausschliefdlich von

der Aminoséuresequenz, auch Primarstruktur genannt, des Proteins ab.”
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4.2.1.) Um die Biuretreaktion durchzufuhren, gibt man Kupfersulfat und Natronlauge im
Uberschuss zur Naturseide hinzu. Es zeigt sich bei der Reaktion mit Cu?*-lonen im Basischen
eine charakteristische rot-violette Farbung. Dafur verantwortlich ist die Komplexbildung der
Cu?"-lonen mit den Saureamidbindungen.

4.2.2.) Dadie Biuretreaktion mit Naturseide positiv verlauft, muss Naturseide
Saureamidbindungen aufweisen. Bei Naturseide handelt es sich daher um ein Protein.’
H 0 R3

Tl
C *
AN AN

IR NN
|

| |
H o| F|e2 H O

@
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3.1.1.) Die Losung ist im stark sauren Milieu klar. Durch die Zugabe von Base wird die

L 6sung langsam triib. Es bildet sich ein Niederschlag. Nachdem der neutrale pH = 7
Uberschritten ist, beginnt sich der Niederschlag aufzuldsen. Im stark Basischen ist die L6sung
wieder klar. Grund ist, dass Tyrosin eine Aminosaure mit polarem, ungeladenem Rest ist. Thr
|EP liegt bei 5,66. Im stark Sauren liegt Tyrosin als Kation vor, welches gut in Wasser [6slich
ist. Durch die Zugabe von Base erhoht sich die Zwitterionenkonzentration. Die Zwitterionen
ballen sich zusammen, und fallen als Niederschlag aus. Bei einem neutralen pH-Wert liegt
Tyrosin fast vollstandig a's Zwitterion vor. Durch eine weitere Basenzugabe bilden sich
Anionen. Die Anionen sind wieder gut in Wasser 10slich. Die Losung klart auf. Im stark

Basischen liegt Tyrosin fast vollstandig al's Anion vor.?

3.1.2.) Esgilt je kleiner der pKs-Wert, desto stérker ist die Saure.® Da die COOH-Gruppe den
kleinsten pKs-Wert hat, gibt sieihr Proton zuerst ab. Darauf erfolgt die Protonenabgabe der
NH;"-Gruppe. Da die OH-Gruppe den groften pKs-Wert hat, ist sie die schwéchste
Sauregruppe. Sie gibt ihr Proton zuletzt ab.



H 9
’ +
G
2 NH; OH
Kation Wasser
H .0
HO C—C—C. + HO
H2 [ . 07
NH3
Zwitterion
H
HOOS—C—C\ 4+ HO —=
2 NH,
Anion
3.21)
0O CH, (@]
R e
H.N C N NS H S
|L |L o) HC—CH,
\ / CH,
Peptidbindung
3.2.2)

——>  Zwitterion
-

= Anion
-

O\
=

(?I

O\

I
2 NH,

doppeltes Anion

0 0

0 6

0

+

H,O

Saure

H.,O



Die Bindungswinkel betragen 120°. Die Reste sind in Transform angeordnet. Diese
Konfiguration wird bevorzugt, da die Reste einen grof3en Raumbedarf haben, und so
moglichst weit voneinander entfernt sind. Die Peptidbindung ist planar und starr, die Bindung
ist also um die eigene Achse nicht frei drehbar. Grund hierfr ist, dass das Kohlenstoffatom,
das Stickstoffatom und das Sauerstoffatom der Peptidbindung sp>-hybridisiert sind. Die
Valenzstriche in der Skizze kennzeichnen die Sigmabindungen zwischen den Atomen. Die
freien py-Orbitale Uberlappen sich zu einer delokalisierten 8-Elektronenwolke. Die

Delokalisation der Elektronen fuhrt zur Ausbildung von mesomeren Grenzformeln.

H H
R1 IL ~—= RI1 N. } — NN
\C/ \RZ \C// \RZ C|: Re
[ g o
Ketoform Enolform

Die Bindungsverhatnisse in der Peptidbindung sind somit nicht klar definiert. Als Folge
weist die C-O-Doppelbindung (Lange: 123 pm) der Peptidbindung einen
Einfachbindungscharakter auf, das bedeutet sieist |anger a's eine normale Doppel bindung
(Lange: 122 pm). Die C-N-Einfachbindung (L&nge: 132 pm) der Peptidbindung hingegen
weist einen Doppelbindungscharakter auf, sieist kiirzer a's eine normale Einfachbindung
(Lange: 147 pm).}
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Bei der Xanthoproteinreaktion handelt es sich um eine Substitutionsreaktion. Ein
Wasserstoffatom am Benzolring wird durch eine Nitrogruppe ersetzt:*2
Die Nitrierung von Phenol:*®
0 Startreaktion:

2HNO, — NO," + NO,”+ H,0

o Bildung des 6-Komplexes:

+
+ NO,* —— HO

OH NO. *+



0 Addition und Protonenabspaltung:

C+
HO@ —  HO + H
ON H

O,N

0 Regeneration des Ausgangsprodukts:

H + NO,” — HNO,

Bevorzugt wird ein Wasserstoffatom in ortho-Stellung substituiert:

HO

Es entsteht jedoch auch ein para-Nitrophenol:

HO@NOZ
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2.1)

0 0
H3N\C/C\O, HZN\C/C\Of
H, H,
Zwitterion Anion

Bel einem pH = 9,60 gilt: n (Zwitterion) : n (Anion) =1:1

Der pH-Wert steigt von 5,97 auf 9,60 => 9,60 — 5,97 = 3,63

Um den gleichen Wert sinkt der pH-Wert wenn gilt: n (Kation) : n (Zwitterion) =1: 1
Der pH-Wert sinkt auf => 5,97 — 3,63 = 2,34



2.2.) Bestimmung von Ks- und Kg-Wert:**

Ks (COCH):

Bel einem pH-Wert von 2,34 gilt n (Kation) : n (Zwitterion) =1: 1
Vergleichbar der Halbtitration gilt in diesem Fall pH = pKs=> pKs= 2,34
DapKs=—logKs =>Ks=10"™=> Ks=10"2*=457-10 % mol/l
Kg (NH):

Bel einem pH-Wert von 9,60 gilt n (Zwitterion) : n (Anion) =1:1

In diesem Fall gilt pOH = 14 — pH = pKg => pKg = 4,40

DapKg =—log Kg => Kg = 10 "B => Kz = 10 ~**° = 3,98 - 10 ~> mol/I

2.3.) Die NH»-Gruppe des Glycins tbt einen starken —|-Effekt auf die COOH-Gruppe aus.
Dadurch wird das Anion leicht gebildet, und zusétzlich stabilisiert. Bel der Essigsaure hat der
+-1-Effekt der Methylgruppe einen gegenteiligen Effekt. Die Abgabe des Protons wird
erschwert, und das Anion kann nur unter hohem Energieaufwand gebildet werden. Der Ks-
Wert von Glycin ist grof3er als der Ks-Wert von Essigsaure. Die COOH-Gruppe von Glycin
ist demnach starker sauer als die COOH-Gruppe von Essigsaure.®

Glycin:

i
HN. _C

2 ~OH

I0

Essigsdure:
O

H,C—C—OH
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3.1.) Alanin ist eine Aminosaure mit unpolarem, aliphatischem Rest. Die Aciditét der Saure-
Gruppe Uberwiegt die Basizitdt der Aminogruppe, der IEP liegt im leicht saueren Bereich.
Auf sie bezieht sich der gegebene IEP von 6,00.% Asparaginsaure weist eine zweite Carboxyl-
Gruppe im Rest auf. Bei der Zugabe von Base zum Zwitterion gibt zuerst diese Carboxyl-

Gruppe ein Proton ab, erst danach erfolgt die Protonenabgabe der NHs-Gruppe. Im



Basischen liegt Asparaginsaure als doppeltes Anion vor. Dadurch ist der IEP von
Asparaginsaure sehr niedrig. Auf sie bezieht sich der gegebene |IEP von 2,77.1

3.2.) Skizze 1 (von der Seite):

Minus-Pol Plus-Pol

Gleichstrom Elektrode

T

Tragerstreifen
(aus Papier)

Elektrolytlésung
(Pufferlésung)

Skizze 2 (von oben):

Anion ——>
I
Zwitterion
I

<— Kation
|

?

Startlinie

Minus-Pol Plus-Pol

Bel der Elektrophorese dient die Pufferl6sung zum Einstellen und Aufrechterhalten eines
konstanten pH-Wertes. Ein Gemisch aus verschiedenen Aminosauren wird auf die Startlinie
des Trégerstreifens aufgebracht. Je nach dem spezifischen |EP der Aminosauren, liegen diese

beim eingestellten pH-Wert entweder als Anion, Kation oder Zwitterion vor. Beim



Einschalten des Gleichstroms wandern die Aminosauren entsprechend ihrer Ladung nun zum
Plus-Pol, Minus Pol oder bleiben auf der Startlinie stehen. Wanderungsrichtung und -
geschwindigkeit der Aminosauren hangen von ihrer Ladung, ihrer Gréf3e und der Stéarke der
angelegten Spannung ab.*

Man stellt einen pH = 6 ein. Beim gegebenen pH-Wert liegt Alanin als Zwitterion vor, und
bleibt auf der Startlinie stehen.

Der |EP von Asparaginsaure liegt unterhalb des eingestellten pH-Wertes. Die Aminosaure

gibt ein Proton ab, und wandert al's Anion zum Plus-Pol.

3.3.1.) Es gibt sechs mdgliche Aminosauresequenzen, die durch die Verknipfung von Alanin
und Serin zu einem Tripeptid entstehen kénnen:

Ala-Ala-Ser

AlaSer-Ala

Ser-Ala-Ala

Ser-Ser-Ala

Ser-Ala-Ser

AlaSer-Ser

3.3.2.) Die Strukturformel eines Tripeptids mit der Aminosauresequenz Ala-Ala-Ser
OH

H, T @) (|:H2

C
f|3 AT AN -

H;N |C| | | |
o) CH, H O
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3.1.) Im Abschnitt (1) liegt Glycin als Kation vor:
ICI)

H,NS _C.

C OH

H

2

Im Abschnitt (V) liegt Glycin als Anion vor:



i
HN. _Co -
c” o
H2

3.2.1.) Ermittlung von Ks und Kg-Wert:'

Ks (COCH):

Aus dm 1. Wendepunkt wird ersichtlich, dass bei einem pH-Wert von 2,34 gilt
n (Kation) : n (Zwitterion) =1:1

Vergleichbar der Halbtitration gilt in diesem Fall pH = pKs=> pKs= 2,34
DapKs=—logKs =>Ks=10"™=> Ks=10"2*=457-10 % mol/l

Kg (NH):

Aus dem 3. Wendepunkt wird ersichtlich, dass bei einem pH-Wert von 9,60 gilt
n (Zwitterion) : n (Anion) =1:1

In diesem Fall gilt pOH = 14 — pH = pKg => pKg = 4,40

DapKg =—log Kg => Kg = 10 "B => Kz = 10 ~**° = 3,98 - 10 ~> mol/I

3.2.2.) Bei eéinem pH = 2,34 und bei einem pH = 9,60 hat die Aminosaure eine Pufferwirkung.
Der Kurvenverlauf andert sich in diesen pH-Bereichen nur langsam. Was bedeutet, dass sich
der pH-Wert der Aminosaurel 6sung in diesen Bereichen durch Zugabe einer begrenzten

Menge an Saure oder Base nur geringfiigig andert.®

3.3.) Isoelektrischer Punkt (IEP) = Der pH-Wert an dem eine Aminosaure fast ausschliefdlich
in zwitterionischer Form vorliegt.?

Aus dem Diagramm lasst sich ein IEP (Glycin) = 5.97 ablesen. Rechnerisch l&sst sich der IEP
mit der Formel pKszKSZ bestimmen.**

DapKs; (Glycin) = 2,34 und pKs, (Glycin) = 9,60 => |EP (Glycin) = w =597
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2.1)) Skizze 1 (von der Seite).

Minus-Pol Plus-Pol

Gleichstrom Elektrode

T

Tragerstreifen
(aus Papier)

N

Elektrolytiésung
(Pufferlésung)

Skizze 2 (von oben):

|
Anion ——>
I
Zwitterion
I
<— Kation
|

?

Startlinie

Minus-Pol Plus-Pol

Bei der Elektrophorese dient die Pufferldsung zum Einstellen und Aufrechterhalten eines
konstanten pH-Wertes. Ein Gemisch aus verschiedenen Aminosauren wird auf die Startlinie
des Tréagerstreifens aufgebracht. Je nach dem spezifischen |EP der Aminosauren, liegen diese
beim eingestellten pH-Wert entweder als Anion, Kation oder Zwitterion vor. Beim
Einschalten des Gleichstroms wandern die Aminoséuren entsprechend ihrer Ladung nun zum

Plus-Pol, Minus Pol oder bleiben auf der Startlinie stehen. Wanderungsrichtung und -



geschwindigkeit der Aminosduren hangen von ihrer Ladung, ihrer Grof3e und der Stérke der
angelegten Spannung ab.*

2.2.1.) Isoelektrischer Punkt (IEP) = Der pH-Wert an dem eine Aminosdure fast
ausschliefdlich in zwitterionischer Form vorliegt.?

| |
| 0 : P
= - H.N—C—C }
H,N—C—C .
{ i oH 3 | o
R R

Glutaminsdure ist eine saure Aminosaure. Das heif3t sie weist eine zweite Sduregruppe, eine
COOH-Gruppe, im Rest auf. Diese zweite Sauregruppe gibt, genau wie die NH3z"-Gruppe des
Zwitterions, bei der Zugabe von Base ein Proton ab. Was dazu fuhrt das Glutaminsédure im
Basischen als doppeltes Anion vorliegt. Dadurch ist der |EP von Glutaminsaure ziemlich
niedrig, er betragt etwa 3,22.%°

2.2.2.) Wanderungsrichtung:*

Alanin:
Der IEP von Alanin entspricht dem eingestellten pH-Wert der Pufferl6sung, damit liegt
Alanin als Zwitterion vor und bleibt auf der Startlinie stehen.

Glutaminsdure:

Glutaminsaure weist zwei Carboxylgruppen auf. Der |EP von Glutaminsdure liegt unterhalb
des eingestellten pH-Wertes der Pufferlésung. Es wird Base zum Zwitterion hinzugegeben.
Dadurch gibt Glutaminsdure zwei Protonen ab, und liegt as doppeltes Anion vor. Die

Glutaminsaure wandert zum Plus-Pol.



1. Schritt:

O
0O Il
¢ . om0
- b — H.O
HO (|3H2 ﬁ + OH O HZC\H/C\ ) 2
HZC\CH:/C\ - CI: .
- NH,
NH3
Zwitterion Base Anion Wasser
2.Schritt;
O
ﬁ [l
/C\CH 0 o*/ \(|:Hz ﬁ H.O
o 72 + OH —— H,C.H_C - + 2
H,C. H_C. - C
C [
|+ NH,
NH3
Anion Base doppeltes Anion Wasser

Lysin:
Lysin weist zwei Aminogruppen auf. Der IEP von Lysin liegt somit Gber dem eingestellten
pH-Wert der Pufferldsung. Das Zwitterion wird angesduert und nimmt zwei Protonen auf.

Lysin liegt als doppeltes Kation vor, und wandert zum Minus-Pol.



1. Schritt:

H,N H,N
2 \?Hz 3 \cl:H2
+
H.O > H.O
T R 2
HZC\E/C\ o Hzc\é/c\o,
[+ I,
NH, NH,
Zwitterion Saure Kation Wasser
2. Schritt:
HaN- H,N-
3 \$H2 3 \cl:H2
+ _—
C + H,O + H.O
" g g T T g 2
H,CH. CL - HZC\H/C\OH
(- I,
NH, NH,
Kation Séaure doppeltes Kation Wasser

2.3.) Am Anfang ist die wassrige Ldsung von Phenylalanin trib. Grund ist, dass Phenylalanin
an ihrem |EP a's Zwitterion vorliegt. Die Zwitterionen ballen sich zusammen, und fallen as
Niederschlag aus.

Probe 1: Die Losung klart auf. Durch die Zugabe von Saure nimmt die COO™-Gruppe des
Zwitterions ein Proton auf, und liegt somit als Kation vor. Die Kationen stol3en sich ab, sie
ballen sich nicht mehr zusammen, und sind gut in Wasser |6dlich.

Probe 2: Die L6sung klart auf. Durch die Zugabe von Base gibt die NH3"-Gruppe des
Zwitterions ein Proton ab, und liegt somit als Anion vor. Die Anionen stof3en sich ab, sie
ballen sich nicht mehr zusammen, und sind gut in Wasser |6dlich.

Probe 3: Die Losung bleibt triib. Phenylaanin liegt weiterhin als Zwitterion vor.?

98/1V/2
2.2.2.) Propansaure besteht aus zwei Teilen. Einem aliphatischem, unpolarem Rest und einer
polaren Carboxyl-Gruppe. Zwischen den Carboxyl-Gruppen der Propanséuremol ekile bilden

sich Wasserstoffbrickenbindungen aus. Diese Wasserstoffbriickenbindungen sind nicht sehr



stabil. Sie kbnnen mit relativ niedrigem Energieaufwand gel 6st werden. Der Schmel zpunkt
von Propansaure ist sehr niedrig, sieist bei Raumtemperatur fliissig.™

PR
H—C—C—C~O—H
H H

—<— Wasserstoffbrickenbindung

Glycin hat eine zwitterionische Struktur. Zwischen den COO™-Gruppen und den NHs'-
Gruppen der Zwitterionen bilden sich ionale Bindungen aus. Dadurch entsteht eine
Kristallgitterstruktur. Dieses Kristallgitter ist sehr stabil, und kann nur unter hohem
Energieaufwand gel6st werden. Der Schmelzpunkt von Glycin ist relativ hoch, die
Aminosaure ist bei Raumtemperatur ein Feststoff.

| +

Y
N7 Re

<——— jonale Bindung

2!



2.3.1)

(|)H
9] CH,

N B e
HsN\(H://C\N H\ﬁ/N\CT:/ ~o
Mo
Peptidbindung

2.3.2.) Dieléangeren C-N-Bindungen entsprechen einer Lange von 0,147 nm. Die kirzeren C-

N-Bindungen entsprechen einer Lénge von 0,132 nm.

0 0 o
0676<
0 0,132 nm

Die Bindungswinkel betragen 120°. Die Reste sind in Transform angeordnet. Diese

Konfiguration wird bevorzugt, da die Reste einen grofden Raumbedarf haben, und so
moglichst weit voneinander entfernt sind. Die Peptidbindung ist planar und starr, die Bindung
ist also um die eigene Achse nicht frel drehbar. Grund hierfir ist, dass das Kohlenstoffatom,
das Stickstoffatom und das Sauerstoffatom der Peptidbindung sp>hybridisiert sind. Die
Valenzstriche in der Skizze kennzeichnen die Sigmabindungen zwischen den Atomen. Die
freien py-Orbitale Uberlappen sich zu einer delokalisierten 8-Elektronenwolke. Die

Delokalisation der Elektronen fihrt zur Ausbildung von mesomeren Grenzformeln.
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Die Bindungsverhdtnisse in der Peptidbindung sind somit nicht klar definiert. Als Folge
weist die C-O-Doppelbindung (Lange: 123 pm) der Peptidbindung einen
Einfachbindungscharakter auf, das bedeutet sieist |anger a's eine normale Doppel bindung
(Lange: 122 pm). Die C-N-Einfachbindung (L&nge: 132 pm) der Peptidbindung hingegen
weist einen Doppelbindungscharakter auf, sieist kiirzer as eine normale Einfachbindung
(Lé&nge: 147 pm). Die Bindung des Stickstoffs mit dem C-Atom das nicht an der
Peptidbindung beteiligt ist entspricht in ihrer Lange einer normalen Einfachbindung (Lange:
147pm). Da dieses C-Atom nicht von der delokalisierten Elektronenwolke betroffen ist,
werden seine Bindungsverhéltnisse durch die Ausbildung von Mesoformen nicht beeinflusst.



