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Uber den Nachweis von nativem Eiweiss
mit pH-Indicatoren. ILY

Von Morizo ISHIDATE und Takeichi SAKAGUCHL

(Eingegangen am 7. Mirz 1942.)

Um den Mechanismus der Nachweisreaktion von nativem Eiweiss mit
Farbstoffen naher zu studieren, haben wir nun von neuem etwa 30 ver-
schiedene Farbstoffen, welche in bestimmtem pH-Bereiche einen deut-
lichen Farbumschlag aufweisen, mit derselben Reaktionsbedingung -wie
vorher untersucht. Hierbei erweisen sich die halogenierten Fluorescein-
abkémmlinge, Eosin, Cyanosin, Erythrosin, Phloxin, Rose Bengale, und
die halogenierten Oxyphenylmethanderivate wie Tetrabrombenzaurin und
Tetrabromrosolsdure, und noch dazu Hexanitrodiphenylamin (Aurantia)
als hoch empfindliche Indikatoren gegen Eiweissklassen. Dagegen auf
Pepton, Aminosduren sowohl auch auf die anderen makromolekiilaren
Substanzen zeigen sie weit geringere Affinitdt, weshalb sie fast ebenso
wie das Feiglschen Reagenz (Tetrabromphenolphthaleindthylester)
zweckmissige Eiweissindikatoren darstellen (vergl. Tafel 1 bezw. 2).
Die Anwendbarkeit dieser Farbstoffe zum Nachweis der Eiweissstoffe ist
damit eng verbunden, dass sie bekanntlich zum Farben von Seide und zum
Wolldruck Verwendung finden.

Es wird dieses Mal auch angenommen, dass die reaktionsfihigen
Farbstoffe ihre Umschlagsgebiete ausnahmslos in sauerer Seite besitzen.
So ist es nicht verwunderlich, dass unter den Phenolphthaleinabkémm-
lingen Phenolphthalein selbst (pH=8.8—10.0), sein Methylester (8.0-9.4)
und Tetrabromphenolphthalein (6.8-7.8) (I) gegen Eiweiss ganz negative
Reaktion ergeben, dagegen Tetranitrophenolphthalein (1.6-3.0) (III) wie
auch sein Ester (1.6-3.2) (IV) eine deutliche positive Reaktion aufweisen,
und Tetrabromphenolphthalein-dthylester sowie methylester (3.5-4.9)
(II) sehr wertvolle Indikatoren darstellen. Dieselbe Verhiltnisse weisen
auch die Fluorescein-derivate und die Oxyphenylmethanfarbstoffe auf.
Also in Gegensatz zu Fluorescein (3.6-5.6) und seinen Methylester
(4.0~6.2) bezw. Benzaurin (6.5-8.6) und Rosolsiure (6.9-8.0) sind ihre
halogenierte Abkommlingen Eosin (VI), Eosinmethylester (VII),
Cyanosin, Erythrosin u.s.w. bezw. Tetrabrombenzaurin (V) und Tetra-
bromrosolsiure stark reaktionsfiahiger.

Der Eintritt von Halogenen bezw. Nitrogruppen in die zwei Phenol-
kerne befordert die Dissoziation des betreffenden Phenols, infolgedessen
wird der Farbumschlag des Farbstoffs stark nach der saueren Seite hin
verschoben. Wenn einmal eines der beiden Hydroxyle methyliert wird,
so wandelt sich der Farbstoff in einen reaktionslosen Stoff um. Es ist
daher hochst wahrscheinlich, dass dieser geférderte Dissoziationsgrad des
phenolischen Hydrexyls zur Funktion der Eiweissreaktion eine wesent-
liche Rolle spielt. Ob das Carboxyl am Phthalsiurereste frei oder methyl-

(1) M. Ishidate und T. Sakaguchi, Ber., 74 (1941), 163.
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Indikator

Tetrabromphenol-
phthaleinmethyl-
ester (Aut.)

Eosin (Merck)
Phloxin (Merck)
Cyanosin (Graber)

Erythrosin (Mereck)
Rose Bengale
(Griiber)
Eosinmethylester
(Aut.)

Jodeosin (Takeda)
Tetranitrophenol-
phthalein (Aut.)
Tetranitrophenol-
phthaleinmethyl-
ester (Aut.)
Tetrabrombenz-
aurin (Aut.)

Tetrabromrosol-
sfure (Aut.)

Aurantia (Griiber)

M. Ishidate und T. Sakaguchi.

Tafel 1.

Umsch}.;%sigebiet Grenzkonzentration (%)
A

SauerFa?&alisch Ca,s_ein Hﬁ%‘:}g‘ &‘;; Gel;tin
giﬂ, - b‘ff:) 0.004 0.004 0.006 0.004
or‘;;‘,’g;m%g'm 0.0025 0.0025 0.005 0.005
fall,iﬁos" fgﬁ:’ 0.0005 0.0025 0.005 0.0025
forios . 0 0.0005 0.0025 0.005 0.005
faﬁiﬂo; f;,iﬂ 0.001 0.005 0.005 0.0025
foiios 2B 0001 0.0025 0.005 0.005
faditos” 20 0.005 0.005 0.005 0.005
org.':ge—' 58 001  0.005 0.005 0.01
M 33;12,:) 002 002 002 10
farbios ity] 005 002 005 02
gae'l?, ~ 54 0005 001 0.005 0.2
oaib- vigieth 001 001 0.005 0.005
orange
gi'l?, *‘ofaﬁ;)e 0.001 0.0025 0.005 0.005

*) Das Umschlagsgebiet wurde von uns colorimetrisch
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Verratlosung
des Indik. (A=
Alkohol, W=
Wasser)und der
geeign. Siure,

0.1% A
0.2N CH,COOH
0.19% W

0.1~ HCI

0.06"» W

0.1~ HC1
0.06% W

0.1 HCl1
0.05% W'

0.1N HCl
0.05% W

0.1N HC1

0.1% W

0.1N HC1

0.1% W

0.1N HCI

0.1% W

0.2N CH;COOH
0.1%9% W

0.2N CH,COOH

0.1% A

0.2N CH,COOH
0.04% W

0.2 N CH;COOH

0.06% W
0.1N HC1

mit der Pufferlbsung'

bestimmt.
Tafel 2.
) Grenzkonzentration (%
Indikator — A g S
i- tirke
Glyeyl- Glyko- Phenyl- Tyro- [-Trypto- o_: ummi
Nr. Pepton glyein  koll alanin sin phs;n Seife a::::' A '::;&?:: .
1 ....... 0.2 0.5 5.0 0.5 0.1 0.26 0.5 2.0 2.0(—)
2 ..., 0.2 1.0 2.0 1.0 0.7 0.05 0.5 0.5 2.0(=)
3 ... 0.056 025 1.0 1.0 0.1 0.25 1.0 025 2.0(=)
- 0.06 0.1 0.5 0.5 0.25 0.06 0.5 025 2.0(—)
5 ....... 0.06 0.5 2.0 1.0 0.3 0.25 0.5 0256 2.0(—)
6 ....... 0.06 025 1.0 1.0 025 0.25 0.5 0.5 2.0(—)
7 .v..... 005 25 2.0 1.0 0.1 0.1 0.5 0.5 2.0(—)
8 ceen 01 5.0 2.0 1.0 0.25 0.1 2.5 2.0 2.0(—)
11 ....... 025 2.0 5.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0(=)
12 ....... 0.1 1.0 1.0 1.0 1.0 0.5 0.2 0.5 2.0(—=)
13 ....... 0.1 0.5 1.0 1.0 0.025 0.05 0.5 0.5 2.0(=)

Zeigt eine ganz negative Reaktion bei der betreffenden Konzentration.
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iert, ob der Phthalséiurerest halogeniert ist oder nicht, iibt keinen nennen-
swerten Einfluss auf das Wesen der Reaktion, mit der Voraussetzung
davon, dass duch Esterifizierung des Carboxyls der Umschlagsbereich des
betreffenden Farbstoffs sich nicht weiter hin verschiebt, was in der Regel
der Fall ist. Uberdies dass das Vorhandensein von der Carboxylgruppe
am Phthalsiurerest funktionell wenige Bedeutung hat, ist daraus ersicht-
lich, dass bromierte Benzaurin und Rosolsdure sich auch als die stark
reaktionsfahigen Farbstoffe vorstellen.

Br  Br NO; NO, Br  Br

[ | 0 | | 0 | O | 0
HO-\ HO |/ Y H@U\O/
B “Br NO \_NO, Br-_J. v “Br
- |
OR | UR OR

I: R=COOH III: R=COOH V: R=COOH
II: R=COOCH; IV: R = COOCH, VII: R = COOCH,
V: R=H

In der vorigen Abhandlung® haben wir schon die Annahme
gedussert, dass die Reaktionsintensitidt zwischen Protein und Indikatoren
viel mehr mit dem dissozierten Anteil des gelosten Proteinmolekiils als
mit der gesammten Konzentration der beiden Komponenten in Zusammen-
hang steht. Hiermit kann man den Mechanismus der Reaktion so
erkliaren, dass sich der alkalisch gefidrbte Fafbstoff vornehmlich an der
Stellung seines dissozierten Anions (Phenolanion und derartigen) mit
dem kathionischen Zentrum des dissozierten Eiweismolekiils verbindet,
wobei die Bindung genug bestidndig ist, in méssig saurer Losung noch einen
urspriinglichen alkalischen Farbton zu behalten. Die Bindungsform
diirfte wohl folgendermassen als eine ionische Verbindung angesehen -
werden sein, die einen verhiltnisméssig schwachen Dissoziationsgrad

besitzen.
+ -
NH;...... P: Proteinrest
124 I
COOH I: Indikatorrest

Bei der Ausfithrung der Tiipfelreaktion sauert man in der Regel das
gemisch von Eiweisslosung und Farbstoffen an. Sauert man dagegen
Eiweisslosung zuerst an und fiigt dann Farbstoffe hinzu, so wird die
Empfindlichkeit der Reaktion stark verringert. Diese Tatsache wiirde
fiir die erwdhnte Erkldrung eine wertvolle stiitze liefern kénnen.

Fast alle genannten Eiweissindikatoren zeigen auch eine #hnliche
Affinitat sowohl gegen kolloidale Silber-halogenide und-cyanide, als auch
gegen Silberion selbst. Es ist bekannt, dass Flourescein,® Dichlorfluore-
scein® und Eosin® bei Argentmetrie zum Adsorptionsindikator Anwen-

(2) Fajans u. Wolff, Z. anorg. allg. chem., 137 (1924), 221,
(3) Kolthoff u, Laur, J. Am. Chem. Soc., 51 (1929), 3273.
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dung finden und zwar die letzteren zwei wohl in schwach sauerer Ldsung
verwendet werden. Die Eiweissindikatoren lassen sich ohne weiteres in
mehr oder weniger sauerer Losung zals geeignete Adsorptionsindikato-
ren agufweisen, was darauf beruht, dass die am Titrationsende entstehende
Verbindung (AgClAg)*. (I)- bezw. (Ag).*1(I)- in méssig sauerem
Medium recht bestidndig ist, folglich die Losung bezw. die Féllung am
Titrationspunkt scharf angefarbt wird. Uber deren praktische Anwen-
dung werden wir spiter eingehend berichten. Dieses Verhalten der
Farbstoffe gegen Silbermizellen wiirde die Annahme weiter stiitzen, dass
bei der Eiweissreaktion der aktive Stellung im Proteinmolekiil eine positiv
geladene Stickstoffgruppe ist.

Endlich wollen wir noch zufiigen, dass diese Affinitit des Protein
molekiils mit Farbstoffen, wenn auch in schwicheren Grad, auch nach
Desaminieren mittels Salpetrigsdure erhalten bleibt.

Beschreibung der Versuche.

1. Bestimmung der Grenzkonzentration der Eiweissarten (Tafel 1). Die Be-
stimmung wurde wie vorher miitels dor Tiipfelreaktion durchgefiihrt. Tetrabrom-
phenolphthalein (Umschlagsgebiet pH—=6.8-7.8), Phenoclphthaleinmethylester (8.0-9.4),
Fluorescein (3.6-5.6), Fluoresceinmethylester (4.0-6.2) lassen sich gegen 0.2%
Ovalbumin, Casein und 19% Gelatin-lssung, und Benzaurin (8.5-8.6), Rosolsiure
(6.9-8.0) und Dichlorindophenol (4.2-6.3) gegen 1% Ovalbumin, Casein, Hamoglobin
und 5% Gelatin als reaktionsnegativ erweiszan. Bei den folgenden Farbstoffreihen,
die in einer sauren oder alkalischen Seite ein Umschlagsgebiet besitzen, wurde die
Reaktion gegen 0.29% Ovalbumin auch als wirkungslos nachgewiesen: Alizarinrot,
Anilinbraun, Benzpurpurin B, Brilliant-Kresilblau, Buttergelb, Chrysoidin, Cyanin,
Hématoxylin, Indigocarmin, Neutralviolett, Nilblau A, Orang G, Patentblau A.
Protsil Sol. Pyronin G, S#urefuchsin und Wasserblau.

2. Tafel 2. ergibt die Grenzkonzentration des Peptons und der einigen Amino-
siiuren, und auch die Empfindlichkeiten gegen den einigen kolloidalen Ldsungen.
Wobei zeigt Pepton verhiltnisméssig hohere Affinitdt, was moglich darauf zuriick-
zufiihren ist, dass das Préparat noch gewissermassen Eiweiss enthilt.

8. Darstellung der Farbstoffen. Tetrabromphenolphthalin: Dargestellt nach
Baeyer(4). Die farblose Kristalle, umgeldst mehrmal aus Alkohol, schmelzen bei 294°.
(nach Baeyer: Schmp. 220-230°). C,,H,;,0,Br, Ber. Br 50.44, Gef. Br 50.48, 50.58.

Kaliumsalz des Tetrabromphenolphthaleinmethylesters: Hergestellt durch Oxyda-
tion des Tetrabromphenolphthalinmethylester mit alkalischen Ferricyankalium. Es
stellt ein tief blauviolettes, in Wasser schwer losliches Pulver dar. Das ausgangs-
material Tetrabromphenolphthalinesters wurde durch Bromierung des Phenolphtha-
linesters in Eisessig dargestellt. Es stellt prismatische Kristalle von Sehmp. 193°
(CyH,,0,Br,: Ber. Br49.18, Fef. Br 49.38).

chinoid-Tetrabromphenolphthaleinmethylester-monomethylither: Dargestellt durch
Einwirkung von Diazomethan mit Tetrabromphenolphthalein methylester in der
Aetherlésung. Das Substanz der Reinigung schwer zuginglich, schmilzt bei etwa
130-185° u, Zers., Cy,H,,0,Br,: Ber. Br48.29, Gef. Br 44.14.

Tetranitrophenolphthaleinmethylester.  Phenolphthalinmethylester wurde mit
konz. Schwefelsiure und Salpetersdure behandelt. Beim Zusatz von Wasser scheidet
der Nitrokérper ab, der beim Umlésen aus Eisessig einen gelblichen feinen Kristall
von Schmp. 266° liefert. C, H,,0,,N,; Ber. N 10.94, Gef. N 11.26.

(Pharmazeutisches Institut der kaiserl. Universitit Tokio.)

(4) Ber., 9 (1876), 1231,



