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177. Fritz Reindel und Walther Hoppe: Uber eine Firbemethode
zum Anfirben ven Aminosiuren, Peptiden und Proteinen auf Papier-
chromatogrammen und Papierelektropherogrammen

[Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie Weihenstephan, der Technischen
Hochschule Miinchen]

(Eingegangen am 29. Mai 1954)

Durch Chlorieren von Papierelektropherogrammen bzw. Papier-
chromatogrammen unter genau beschriebenen Bedingungen gelingt
es, Aminosiuren, Peptide oder Proteine in die Chloraminderivate
iiberzufiihren. Diese werden dann mit o-Tolidin oder Benzidin in
essigsaurer Losung unter Zusatz von Kaliumjodid durch tiefblau bis
blauschwarz gefirbte Verbindungen am Papier dauerhaft angefirbt.
Die Empfindlichkeit der Methode betrégt 1.4 v Amino-Stickstoff/cem
(*/10000 m Amino-Stickstoff).

Vor etwa 1 Jahr versffentlichten wir eine vorldufige Mitteilung iiber eine
neune Firbemethode fiir EiweiB, Peptide und Aminossuren auf Papierchromato-
grammen und Elektropherogrammen!). Die nach der damals angegebenen
Arbeitsweise erzielten Fiarbungen befriedigten auch uns in der Folgezeit nicht
voll. Wir haben sie in der Zwischenzeit so verbessert, dafl sie nunmehr eine
duBerst empfindliche, reproduzierbare Firbemethode fiir die genannten
Korperklassen und dhnlich konstituierte Verbindungen darstellt.

Unter den zahlreichen, bekannt gewordenen Farbemethoden fiir Proteine, Peptide und
Aminosiuren auf Chromatogrammen bzw. Elektropherogrammen hat sich wohl die Far-
bung mit Amidoschwarz 10b nach W. Grassmann??) durch die breite Anwendungs-
moglichkeit, vor allem in den Kliniken, in vielen Fillen bewithrt. Die Methode gestattet
sogar, durch Messung der Lichtabsorption unmittelbar auf dem Papierstreifen Aussagen
iiber das relative Verhaltnis der Proteine zu machen. Niedrige Peptide und Aminosiuren
werden durch die Methode nicht erfalt. Das Hauptanwendungsgebiet der Grassmann-
schen Farbe- und Auswertungsmethodo ist das Gebiet der tierischen EiweiBstoffe, speziell
des Serumeiweiles.

Die Anfarbung der Aminosiduren, 2.Tl. auch die Anfirbung von niedrigen Peptiden,
mit Ninhydrin hat sich als sehr brauchbar erwiesen, zum mindesten fiir die qualitative
Feststellung der beteiligten Aminosiduren, da hier speziell die verschiedene Farbténung?)
eine willkommene Hilfe fiir die Identifizierung mancher Aminosiuren darstellt. Dagegen
ist die quantitative Bestimmung gerade wegen der verschiedenen Farbtone sehr schwierig,
so daB die an sich erwiinsehte unmittelbare Bestimmung der Farbintensitat auf den
Chromatogrammen selbst nur zu schwer reproduzierbaren Ergebnissen fiihrt, wiewohl
auch hicr eine Reihe von Arbeiten in dieser Richtung vorliegens.¢). Bessere Ergebnisse
erzielt man, wenn die durch Chromatographie getrennten Aminoséduren nach Zerschnei-
den des getrockneten Chromatogrammes eluiert werden und die Farbreaktion mit Nin-
hydrin im Eluat?#) durchfithrt und die Lichtabsorption in der Kiivette gemessen wird.
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Der Wunsch nach einer neuen Fiarbemethode fiir Aminosiuren, Peptide
und Proteine entstand in erster Linie infolge unserer ungiinstigen Erfahrungen
beim Arbeiten mit pflanzlichen Produkten, sowohl beim Arbeiten nach Grass-
mann als auch mit Ninhydrin. In den Pflanzensiften sind in der Regel nur
kleinere Mengen hochmolekularer Proteine vorhanden, neben gréSeren Men-
gen von Peptiden und Aminoséiuren, die aber speziell durch Amidoschwarz10b
nicht gefarbt werden. Die Anregung zu der neuen Methode ging von einer
Arbeit von H. N. Rydon und P. W. G. Smith?) aus, welche die Amino-
sduren, Peptide usw. auf dem getrockneten Chromatogramm durch Einhéingen
desselben in cine Chloratmosphire in Chloraminderivate iiberfiihren und diese
nach Entfernung iiberschiiss. Chlors durch einen Luftstrom durch Bespriihen
mit einer Jodkalistarkelosung durch blauschwarze Flecken sichtbar machen.
Obwohl diese Methode alle fiir uns wichtigen Korperklassen durch Farb-
flecken sichtbar macht und auch geniigend empfindlich ist, entsprach sie
nicht unseren Erwartungen, da einmal die Entfernung des tiberschiissigen
Chlors Schwierigkeiten macht, so daB das Papier auch an den Stellen, wo
keine Aminosdure sich befindet, einen erheblichen Blindwert aufweist, an-
dererseits die Chloraminderivate sich als nicht geniigend stabil erwiesen, um
eine lingere Behandlung des chlorierten Chromatogramms im Luftstrom zu
gestatten; geringe Mengen von Aminosduren kinnen so unerkannt bleiben.
Ein weiterer Nachteil ist die relativ schlechte Haltbarkeit der Farbflecken.

Als wesentliche Anderung gegeniiber der Methode von Rydon und Smith
chlorieren wir die Papierstreifen nicht im trockenen Zustand, sondern be-
feuchten mit einer Mischung von wilirigem Alkohol und Aceton und ent-
wickeln den eigentlichen blauen Farbstoff durch Baden der chlorierten Streifen
in einer essigsauren, schwachen Benzidinlosung. Bei dieser schon friiher?)
geschilderten Methodik gelingt es, auch einen Blindwert des Papiers vollig
auszuschalten und die Anfarbung wesentlich zu beschleunigen.

In unserer vorliufigen Mitteilung hielten wir chlordioxydhaltiges Chlor
(entwickelt aus KClO, und HCl) zur Erzielung schéner blauer Flecken fiir
notwendig; es hat sich gezeigt, daB dies nicht unbedingt der Fall ist. Ferner
konnten durch einen Zusatz von Kaliumjodid zur Losung des Tolidins bzw.
Benzidins mit allen Aminosidurekonzentrationen unlgsliche und weitaus dunk-
lere Anfiarbungen erzielt werden, wodurch die Empfindlichkeit gesteigert wird.
Ohne Kaliumjodid (Arbeitsweise der vorldufigen Mitteilung) war die Farbung
vornehmlich bei hoheren Konzentrationen recht betrichtlich 16slich und wurde
vom Losungsmittel zum Teil ausgewaschen.

Manche Beobachtungen, die wir bei der verbesserten Fiarbemethode mach-
ten, werden nur verstandlich, wenn man sich die Konstitution der durch Ein-
wirkung von Halogen auf Benzidin bzw. 0-Tolidin zu erwartenden geférbten
Yerbindungen vergegenwirtigt. Nach einer klassischen Arbeit von Schlenk??)
fithrt die Einwirkung von Chlor oder Hypochloriten (in unserem Falle Chlor-
aminen) auf Benzidin erst zum merichinoiden System, dann zu Diphen-

" %) H. . Rydon u. P. W. . Smith, Nature [London] 169, 922 [1952].
19 W. Schlenk u. A. Knorr, Liebigs Ann. Chem. 363, 313 {1908].
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chinondiimiden (II), bei weiterer Einwirkung von Chlor zu Diphenchinon-
dichlorimiden (I). Dementsprechend konnen bei der Anfarbung von Chro-
matogrammen Produkte ganz verschiedener Farbe und vor allem Ldslichkeit
in organischen Losungsmitteln bzw. Wasser entstehen, wobei die tiefblauen
merichinoiden Verbindungen die grofite Farbintensitdt zeigen. Bei der im
Versuchsteil beschriebenen Fiarbemethode werden die erwihnten Verbindun-
gen in umgekehrter Reihenfolge durchschritten. Im Augenblick des Einbrin-
gens des chlorierten Chromatogrammstreifens in das sehr verdiinnte Benzidin-
bzw. 0-Tolidin-Bad entstehen Verbindungen vom Typ I, die bei weiterer Ein-
wirkung von Benzidin bzw. o-Tolidin vielleicht iiber die Verbindung II schliel3-
lich in die tiefgefirbten merichinoiden Verbindungen iibergehen.

N N N_w.
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I:. R=Cl II: R=H

Wesentlich ist, daBl die gebildeten Farbstoffe unldslich in organischen Lo-
sungsmitteln und Wasser sind, so dal die Farbflecken auf den Chromato-
grammen ihren Ort nicht veréindern, oder ausgewaschen werden. Diese Be-
dingung wird durch Zusatz von Kaliumjodidlésung zum Farbbad mit Sicher-
heit erfiillt, wodurch sofort bei Benzidin tiefblaue, bei Tolidin noch tiefer
gefirbte blauschwarze unlésliche Farbstoffe auf véllig weilem Grund ent-
stehen. Auf dem Papier erzeugte Flecken mit 1/ 44, 7 Aminosidureldsung (bei
einigen Aminosiuren im nassen Zustand des Papieres !/, 7) lassen sich
noch deutlich erkennen. Die Flecken bleichen bei lingerem Liegen etwas aus;
aullerdem wird der ungefiirbte Teil des Papiers im Laufe der Zeit schwach
gelb. Diese Nachfiarbung lat sich, wie wir festgestellt haben, durch Waschen
mit 2-proz. Essigsiure weitgehend verhindern.

Diese Firbemethode hat gegeniiber dem Ninhydrin den Vorteil der gro-
Beren Empfindlichkeit und besseren Haltbarkeit, sie ist aullerdem wesentlich
billiger, was fiir manches wissenschaftliche Institut, das viele Chromato-
gramme und Elektropherogramme pro Tag anzufertigen hat, von nicht ge-
ringer Bedeutung ist.

Die Abbildungen 1-3 (S.1106) stellen einige Aufnahmen mit der neuen
Firbemethode dar.

Es liegt nahe, diese Methode nicht nur zur qualitativen Erkennung der Aminoséiuren,
Peptide und Proteine zu verwenden, sondern sie auch nach der quantitativen
Seite hin auszubauen. Es wire z.B. moglich, die Auswertung durch Bestimmung der
Lichtdurchlassigkeit der Farbflecken unmittelbar auf dem Chromatogramm vorzunehmen
in Anlehnung an die Arbeitsweise von Grassmann mit Amidoschwarz 10b oder nach
G. Schwuttke!l,12) durch Reflexionsmessungen. Auf Grund unserer bisherigen Erfah-
rungen kann man bereits sagen, daB eine quantitative Auswertung nach dieser Rich-

tung wegen der groBen Empfindlichkeit nur in einem Konzentrationsbereich von ca.
m/50 —m/2000 moglich ist, da nur hier Proportionalitdt zwischen Aminosiurekonzen-

1) F. Pruckner, M. von der Schulenburg u. G. Schwuttke, Naturwissenschaf-
ten 88, 45 [1951].
12) G. Schwuttke, Z. angew. Physik 5, 303 [1953).
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Abbild. 1. Papierelektropherogramme,
angefarbt mit Amidoschwarz 10B?:3)
(1,2,3) bzw. Benzidin (1a, 2a, 3a)

1, 1a ebenso 2, 2a und 3, 3a sind stets
unter gleichen Bedingungen herge-
stellte Elektropherogramme von Ro-
senkohlblitter-PreBsaft. Puifer bei
allen Versuchen m/,, Borax-Citronen-
sdure, py 8.0. Papier: Schleicher &
Schiill 2043b.
1, La 200 Volt 5 Stdn.; 2, 2a 160 Volt
12 Stdn. (Auftragstelle Mitte)
3, 3a 200 Volt 5 Stdn. (Auftragstelle
links).
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Abbild. 3. Papierchromatogramme, angefirbt
mit Tolidin-Kaliumjodid-Losung

Papier: Schleicher & Schiill 2043 b

Entwickler: sek. Butanol, Eisessig, Wasser =

16:4:5

Zeit: 26 Stdn., absteigend (1-4) 40 Stdn.,

absteigend (5—6)

Aminosiduren von oben nach unten:

1 Ornithin, Glycin, Prolin, a-Amino-buttersiure,
Phenylalanin

2 Histidin, Glutaminséure, Alanin, Valin, Leucin

3 Arginin, Glutaminsdure, Prolin, «-Amino-
huttersiure

4 Ornithin, Alanin, - Amino-buttersaure, Methio-
nin, Leucin

5 Hefehydrolysat

o Glycin
8 Lysin { Glutaminsaure,

Leucin

Alanin, Prolin, a-Amino-buttersiure

Abbild. 2. Farbtiefe ver-
schiedener Aminoséiure-
konzentrationen mit To-
lidin - Kaliumjodid - Ld-
sung. a) Glycin, b) Glu-
taminsaure, c¢) Histidin

{ Valin
| Methionin
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tration und Lichtabsorption gegeben ist. Wir priifen ferner die Moglichkeit, ob sich die
auf Papier gebildeten Chloramine nach Zerschneiden des Chromatogrammes durch Ein-
tragen in Kaliumjodidlosung jodometrisch bestimmen lassen. Die Arbeiten in dieser
Richtung sind aber erst in der Entwicklung begriffen.

Beschreibung der Versuche

Methodikder Anfarbung: Es lassen sich nur solche Chromatogramme bzw. Elektro-
pherogramme anfirben, bei welchen Losungsmittel bzw. Salze verwendet wurden, die die
Anfarbung nicht behindern. Veronal z.B. scheidet als Puffersalz aus, bei Phenol sind
besondere Bedingungen zu beachten.

Bei Verwendung von Lésungsmittelgemischen, wie z.B. Butanol-Wasser-Essigsiure
zur Papierchromatographie, kann die Farbung unmittelbar dann erfolgen, wenn die
Chromatogramme lufttrocken geworden sind, das gleiche gilt fiir Elektropherogramme,
wenn man Borax-Citronensiure oder Acetatpuffer verwendet.

Zur Fiarbung benétigte Losungen

1) Alkohol-Aceton = 1:1 4) Gesittigte Losung von o-Tolidin
2) 2-proz. Essigsiure oder Benzidin in 2-proz. Essigsiure
3) m/20 Kaliumjodid 5) n/10 Kaliumpermanganat

6) 10-proz. Salzsidure

Durchfiihrung der Anfarbung: Die lufttrockenen Papierchromatogramme bzw.
Elektropherogramme (bei Phenol muB8 man fiir die vollkommecne Entfernung des Lo-
sungsmittels sorgen) werden mit besonderer Vorsicht gegen Verschmutzung mit Alkohol-
Aceton (1:1) befeuchtet und das iiberschiissige Befeuchtungsmittel mit sauberem Filter-
papier abgesaugt. Dann wird der feuchte Streifen auf einen mit feinen, senkrechten
Glasspitzen versehenen Glasrost gelegt, welcher sich in einer flachen Glaswanne befindet.
In die Wanne werden hierauf 10 ccm (bei einer WannengroBe von 8 x 40x5 em Hohe,
sonst entsprechend mehr!) 2/10 KMnO, und 10 cem 10-proz. Salzsaure gegeben und die-
selbe mit einem Deckel verschlossen. Durch leichtes Bewegen der Wanne (5 Min., Wek-
ker!) wird das Chromatogramm bzw. Elektropherogramm chloriert und dann sofort in
eine Lésung gebracht, welche aus 1 Tl. /20 KJ und 1 Tl gesittigter Losung von o-Toli-
din in 2-proz. Essigsiure besteht; durch Bewegen der Flissigkeit wird fiir sofortige voll-
kommene Benetzung gesorgt*). Nach ca. 1, hichstens aber 2 Min., ist die maximale
Farbtiefe erreicht; der Streifen wird aus dem Bade herausgenommen und zweimal kurze
Zeit in jeweils einer frischen Losung von 2-proz. Essigsiure gewaschen. Die Essigsiure
wird mit Filterpapier, das gleich einem Loschpapier verwendet wird, abgesaugt und das
Chromatogramm dann an der Luft getrocknet. Bei Verwendung von Benzidin an Stelle
von o-Tolidin werden fiir 5 Tle. gesittigter Benzidinlésung in 2-proz. Essigsdure 1 TI.
m/20 KJ verwendet. Der dabei entstehende Niederschlag ist ohne Bedeutung fiir die
Anfirbung. Das Baden in der Benzidinlésung mufll bis zur maximalen Farbtiefe ent-
sprechend lingere Zeit erfolgen. Obwohl die Methode der Anfiarbung bei Verwendung
von o-Tolidin empfindlicher ist, ist die Haltbarkeit der Anfarbung mit Benzidin besser.
Legt man auf besonders haltbare Farbungen Wert, ist die Aufbewabrung im Dunkeln zu
empfehlen.

*) An Stelle des Badens in einer Schale kann das Chromatogranim auch mit der Tolidin-
Losung bespriiht werden, wobei die verschiedenen Farbstufen (gelb, orange, rot und
schlieBlich blau) im Sinne der Arbeit von Schlenk!?) es erlauben, die Konzentration
der Aminosduren informativ abzuschatzen.



