
CHROMATOGRAPHISCH-SPEKTROPHOTOMETRISCHE 
TRYPTOPHANBESTIMMUNG 

M.STEFL und V.HORAK 
Chemisches /f/jtitut. Landwirtscha/tliche Hochschule, Prag-Suchdol 

2701 

Eingegangen am 24. Februar 1971 

Es wird eine Methode zur Tryptophanbestimmung durch direkte Fiirbung an Papierchromato
grammen mittels gepufferter Ninhydrinlosung bei AmmoniumionenuberschuB und nachfolgender 
Spektrophotometrie der Eluate des in den Cu-Komplex uberfuhrten Farbproduktes angefUhrt. 
Das Verfahren weist bei Maximalabweichungen von ± 3% eine hohere Empfindlichkeit auf als 
die bisher in der Literatur zitierten Methoden. Das Verfahren ermoglicht die Bestimmung von 
5 - 250 Ilg Tryptophan am Fleck des Chromatogramms. Es wird die Theorie der Methode erOrtert. 

Die Reaktion des Tryptophans mit Ninhydrin auf Papierchromatogrammen 1 oder in Losungen 2 

ist wenig empfindlich1. 3 . Bei den bisher genauesten Bestimmungen mit Hilfe eines automatischen 
Analysators werden an der Kolonne mit Sephadex4 oder StiirkeS 80 Ilg Tryptophan aufgetragen. 
Die in Losung genugend empfindliche Reaktion von Rhode6 mit p-Dimethylaminobenzaldehyd ist 
fUr die Bestimmung durch direkte Fiirbung auf Papierchromatogrammen nicht geeignet. Die 
ubrigen kolorimetrischen Methoden 7 -10 , 11 weisen gegenuber den angefUhrten keine Vorteile auf. 
Auch die direkte spektrophotometrische Bestimmung im Ultraviolettlicht erweist sich als un be
friedigend. Bei den Methoden, in denen Tryptophan mittels Papierchromatographie geteilt und 
danach durch Reaktion in Losung9 - 12 bestimmt wird, macht das standardmiiBige Ausschneiden 
der Flecken Schwierigkeiten. Der groBe Vorteil der voilstiindigen Fiirbung der Substanzen 
auf chromatographischem Papier beruht auf der Separierung des Farbfleckes. Es wurden bisher 
zahlreiche, ungefiihr gleiche Techniken der Aminosiiurebestimmung mittels dieses Verfahren 
ausgearbeitet, keine jedoch erwies sich als vollkommen zufriedenstellend 13, da die Bestimmungs
bedingungen in ihnen nicht standardisiert sind. Auch wurde bisher keine Theorie dieser Metho
den ausgearbeitet. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Tryptophanbestimmung durch Direktfarbung 
auf Papierchromatogrammen mit Hilfe gepufi'erter Ninhydrinl6sung bei Ammo
niomioneniiberschuB und nachfolgender Spektrophotometrie der Eluate des in den 
eu-Komplex iiberfiihrten Farbproduktes beschrieben. Es wird die Theorie der 
Methode er6rtert. 

EXPERIMENTELLER TElL UND ERGEBNISSE 

Chemikalien. Die verwendeten Chemikalien waren Erzeugnisse der Fa. Lachema, Tryptophan 
wurde von der Fa. Merck, Ninhydrin fUr Analysatoren vom Werk SNP, Ziar nad Hronom gelie
fert. Die analysenreinen Losungsmittel wurden destilliert , wobei die Siedepunktfraktion zur An
wendung gelangte. Das 96%ige Athanol wurde mit NaOH-Zusatz destilliert und mit 20% Wasser 
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sowie einigen Tropfen H 2S04 redestilliert, wobei die bei 78°C aufgefangene Fraktion her
angezogen wurde. 

Zur Chromatographie diente chromatographisches Papier Whatman No 2, das mit 300 ml 
O,OIM-HClje Bogen gewaschen und dann getrocknet wurde. Auf den Papieren wurde reines Try
ptophan gleichzeitig mit den freien Aminosauren der Blatter von zw6lf- bis achtzehn Tage alten 
Bohnengewachsen "Perlicka,,14 chromatographiert. Tryptophan (0,3-0,8 mg in 1 ml) wurde 
in 10- 2 M Ammoniak in 1 O%igem Isopropanol gel6st. Die L6sungen wurden bis zueinem Volumen 
von 50 III auf kreisf6rmige Flecke mit einem Durchmesser von 10 mm, iiber 50 III auf in die Lange 
gezogene, 2- 6 cm lange FJecke mit Zwischenraumen von 3 cm getropft. Die Tr6pfchen wurden 
im Strom kalter Luft getrocknet. Die Chromatogramme wurden nach den unteren Papierrand3 

hin mit O,OlM-HClentwickelt, worauf das L6sungmittel im Verlaufvon 24 Stunden aus dem Papier 
verdampft wurde. Die Chromatogram me wurden in Polyathylensackchen im Dunkeln aufbewahrt. 
Wie sich bei der Untersuchung der Farbungsbedingungen zeigte, hat neben der Feuchtigkeit des 
Papiers und der Ninhydrinkonzentration15 die Ammoniumionenkonzentration sowie die Kon
zentration und der pH-Wert des Puffers einen groBen EinfluB auf die Farbungsintensitiit und die 
Bestimmungsfehler. Zur Farbung der Chromatogramme diente eine gepufferte athanolische 
Ninhydrinl6sung. Es wurde eine Reihe von Puffern iiberpriift. Als am geeignetesten erwiesen sich 
der K + -Succinatpuff::r, von den Ammoniumsalzen Ammoniumsuccinat, die in dem verwendeten 
Ninhydrinl6sungsmittel, dem 92%igen Athanol, geniigend 16slich sind. Es wurden zahlreiche Va
rianten verschiedener Ammoniumsalzkonzentrationen sowie Konzentrationen und pH-Werte 
des Puffers iiberpriift. Die Optimalvariante zeigte sich beim 0,05M Puffer mit dem pH-Wert von 
5,3 und 0,005M Ammoniumsuccinat. 

Fiirbungs- und MefJver/ahren. I Stunde vor dem Farben und wahrend des Farbens wird bei der 
Temperatur von 22- 26°C mit Wasserdampf auf 80- 85% relative Luftfeuchtigkeit gesiittigt. 
Die Chromatogram me werden 60 Minuten bei 60°C getrocknet und 60 Minuten bei 24- 25°C 
im Exsikkator fiber 10%igem Ammoniak (50 ml je 1 Chromatogramm) neutralisiert, woraus 3- 4 
Stunden bei 22- 26°C beliiftet und dann 60 Minuten bei 60°C getrocknet wird. Das letztere Trock
nen der Chromatogramme ist absolut erforderlich, und zwar einerseits zur Beseitigung freier 
Ammoniakspuren, andererseits, urn Verwaschung der Aminosauren im trockenen Papier mit der 
zur Farbung dienenden L6sung zu vermeiden. Dann werden die Chromatogramme durch die 
zur Fiirbung bestimmte L6sung gezogen. Die Herstellung von 100 ml L6sung (Optimalvariante 
mit Puffer beim pH 5,3): 76 mg Ammoniumsuccinat werden in 4 ml ammoniakfreiem Wasser 
gel6st, es werden 85,5 ml 96%iges Athanol, 0,5. ml Paraffinal, 4,38 ml 0,5M Bernsteinsaure in 96%
igem Athanol, 5,62 ml 0,5M-KOH in 96%igem Athanol und schlieBlich 100 mg Ninhydrin zuge
geben. Das GefaB wird mittels Polyathylenstopfens verschlossen und das Ninhydrin durch Schiit
teln gel6st. Fiir ein 56 X 65 cm-Chromatogramm sind 50 ml L6sung erforderlich. Das Chromato
gramm wird langstens eine Minute nach der L6sungsherstellung durchgezogen, 20 Minuten Ibei 
22- 26°C frei im Raum aufgehangt und danach zur Farbentwicklung in eine Vertikalglaskammer 
mit einer Lichtweite von 10 mm iiber 14M-NaOH 14-16 Stunden bei 25 + 1°C eingelegt. Die 
zur Farbung dienende L6sung wird durch EinfluB der Ammoniumionen bereits nach 5-6 Minu
ten braun. Das Paraffin61 verlangsamt die Verfarbung. Deshalb wird fUr jedes Chromatogramm 
eine frische Lasung hergestellt und die chromatographische Rille wird nach dem Durchziehen 
des Chromatogramms mit destilliertem Wasser abgespiilt und mit Filtrierpapier getrocknet. Die 
gefarbten Chromatogramme werden sofort in Polyathylensackchen verschlossen und dauernd 
im Dunkeln aufbewahrt. Durch Licht, Ammoniak und atmospharische Feuchtigkeit wird der 
Untergrund dunkel und die Farbenintensitat des Fleckens andert sich allmahlich. 

Von d ~n verschiedenen Elutionslasungen entsprach am besten 70- 7S%iges Athanol oder 
O,OOSM Veron1!lpuffer mit dem pH-Wert 7,0 in SO%igem Athanol (Tab. I). Zur Bestimmung diente 
die letztere Li)sung. Die Flecke mit Tryptophan und zwei bis drei verschiedene Teile im GraBen-
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ausmaB der Abschnitte mit Tryptophan werden aus der reinen Papierstelle (Blindversuche) aus
geschnitten, mit einer Prazision von ± 1 mg gewogen, in ein GefiiB (Reagenzglas, Schliffkolben) 
eingelegt und mit der erforderlichen Menge Elutionslosung begossen16. Das Wagen der Ab-

TARELLE I 

Farbstabilitat des Reaktionsproduktes von Tryptophan mit Ninhydrin 
10 /lg Tryptophan, 4 ml ElutionslOsung. Bestimmt auf Grund der Optimalvarianten. 

Elutionslosung 

A. I 000 nach der 
Elution, Std. Kation 

moljl 
0,5 

70%iges Athanol 252 
0,005M Veronalpuffer pH 7,0 235 
50%iges Athanol 

TABELLE II 

12 72 

250 252 Cu2 + , 0,p03 
236 234 Cu2 + , 0,003 

Cd2 +, 0,005 

Bestimmung von reinem Tryptophan auf Papierchromatogrammen 

A. 1000 nach Zugabe 
des Kations, min 

448 450 448 436 
419 420 415 405 
385 386 380 378 

Elutionslosung: 0,005M Veronalpuffer pH 7,0 in 50%igem Athanol. Bestimmt auf Grund der 
Optimalvariante; es wurde der Cu-Komplex gemessen. 

Chroma- J.Ig Tryptophan jAp 1000 aus Tropfchen Tropf-
ApQ 1000 je 10 pg 

chen- Tryptophan 
togramm 

4 nummer 0 ± Ap ±% 

1,66 4,98 16,66 66,66 
2- 4 428 + 6,7 + 1,57 

182 210 724 2860 7,8 - 1,82 
7,97 26,55 106,2 318,6 

1- 4 452 + 3,0 + 0,66 
363 1208 4712 14454 8,0 - 1,77 
1,68 8,38 41,9 167,6 335,2 

2- 4 410 + 8,0 + 1,95 
65 342 1 753 6784 12881 6,0 - 1,46 

1,68 8,38 41,9 167,6 503 
4 2-4 452 + 3,0 + 0,66 

118 377 1 888 7633 20606 2,0 -0,44 
1,68 8,38 41,9 251,4 

2- 4 417 --t- 3,3 +0,79 
103 377 1 743 10573 2,6 - 0,62 
1,68 8,38 41,9 167,6 503 

2-4 421 + 10,3 + 2,45 
89 359 1774 6880 18895 - 7,6 -1,81 

Arithmelischer Mille/wert 430 +22,1 + 5,14 
-19,9 -4,63 

Q Ap is! die Absorbanz, umgerechne! auf 4 ml Eluat. 
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schnitte ist notig, da das Papier entlang der gesamten Flache nicht das gleiche Gcwicht auf den 
einz~lnen Flacheneinheiten aufwcist . Die Gefaf3e werden mit Polyathylenstopfen verschlossen . 
Es muf3 im Dunkeln gearbeitet werden und die Eluate miissen auch im Dunkeln aufbewahrt 
w~rden. Die auf die Abschnitte entfallende Menge Elutionslosung wird nach folgenden Regein 
gemessen: a) Auf die leeren Abschnitte und auf die Abschnitte mit kleinen Tryptophanmengen bis 
80 mg werden 4 ml und bei allen weiteren 20 mg je 1 ml zugegeben. b) Auf die Abschnitte mit dem 
Farbprodukt des Tryptophans wird auf Grund der Farbintensitatsschatzung soviel Elutions
losung (4- 300 ml und mehr) abgemessen, daf3 die Absorbanz 0,600 nicht iibersteigt. Die Minimal
m::nge richtet sich nach a). Die Eluate werden nach dreif3igminutigem Stehenlassen zur Vermei
dung des Papierzerfransens durch Umkippen des Gefaf3es gemischt. Das Farbprodukt wird 
knapp vor dem Messen in den Cu-Komplex iibergefiihrt, dereine weit hohere Absorbanz gewahr
leist ~ t (Tab. I) . In die 1 cm-Kiivette des Spektrophotometers SF 4 werden 0,05 ml 0,5%ige Losung 
von CuC12 .2 H 20 in O,lM-HCI eingebracht und mit 3 ml Eluat iibergossen. Die U:isungen mischen 
sich dabei von selbst und die Farbe nimmt nach 10 Sekunden Maximalintensitat an . Es wird so
fort, spatestens nach 1- 2 Minuten, bei der Wellen lange 509 nm gegen die Elutionslosung ohne 
Kupfer gemessen . Der Kupferkomplex zeigt die Maximalabsorbanz beim pH-Wert 3,0, bei 
hoherem pH-Wert bildet er sich nicht, bei sehr niedrigem entfarbt er sich schnell. Beim optimalen 
pH-Wert vermindert sich die Farbintensitat nach 1-2 Minuten (Tab. I). 

Die Methodegestattet die Verwendung des Fleckens an den Chromatogram men 
mit 5 - 250 Ilg Tryptophan . Bei diesem weiten Konzentrationsbereich ist es angezeigt, 
die Eichkurve auf Grund der umgerechneten Absorbanzen Ap, die auf das niedrigste 
verwendete Volumen der Elutionslosung (4 ml) bezogen wurden, zu konstruieren. 
Die Ap-Werte werden durch MuItiplizieren der Absorbanzen A mit dem Koeffizien
ten x = ml EluatJ4 gewonnen. Aus den Ap-Werten der Blindabschnitte wird die 
Ncigung ihrer Eichkurve berechnet: 

tg ct. = LAp der Blindabschnitte/Img del Abschnitte . 

Die Gewichte der Abschnitte mit den Aminosauren werden mit dem tg ct.-Wert 
multipliziert und der gewonnene Ap-Wert wird von dem des Eluats aus den Abschnitten 
mit Tryptophan subtrahiert, wodurch der Ap-Wert des Tryptophans als solchen 
gewonnen wird. Die Eichkurve ist, entsprechend Ap = 0,15 bis 10,0 (Tab. II), bei der 
Optimalvariante im Bereich von 6 - 250 Ilg Tryptophan linear. Die Ergebnisse sind 
als arithmetische Mittelwerte dreier Bestimmungen (Fleckenzahl der untersuchten 
Proben je ein Chromatogramm) mit den Absolutabweichungen angefUhrt. Als 
Prazisionskriterium sind die Fehler der Aminosaurebestimmungen am automatischen 
Analysator genommen (3%). 

Bei der Zusammenstellung der Standardkurve fUr jedes Chromatogramm betra
gen die Abweichungen yom arithmetischen Mittelwert dreier Wiederholungen maxi
mal ± 3%. Durch Konstruktion der Standardkurve fUr eine beliebige Anzahl von 
Analysen auf verschiedenen Chromatogrammen betragen die Abweichungen ± 5% 
(Tab. II). Die Bestimmungen werden wahrend zweier Monate an verschiedenen Tagen 
wiederholt. Bei Anderung der Amoniumsuccinatkonzentration, der Konzentration 
und des pH-Wertes des Puffers der zur Farbung dienenden Losung wird der Bestim-
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mungsfehler erh6ht und die Absorbanz vermindert. Zur Uberpriifung der Methode 
wurde d~r Gehalt an freiem Tryptophan in Blattern von zw61f bis achtzehn Tage 
al :en Buschbohnenpflanzen bestimmt. Auf den Papieren wurden stets drei Flecke des 
Standards und drei der Probe chromatographiert. Bei der Optimalvariante waren 
die Bestimmungsfehler die gleichen wie bei den Standardsubstanzen, bei den nicht~ 
optimalen Varianten erhOhten sie sich wieder (Tab. III). 

TABELLE III 
Bestirhrhung von freiem Tryptophan in Blattern von Buschbohnenpflanzen 

Tr6pfch~n auf die Chromatogramme 50- 800~!' Chromatographiert wurde mit Standard
substanzen auf d! n Chromatogrammen (Tab. II). Es kam die optimale Bestimmungsvariante zur 
AQw~ndung. 

gefunden Tryptophan, mg % im Rohmaterial 
Probe 

Chroma- der Tr6pfchen arithmeti- ± Abweich.ungen 
tbgtammfl 

Blatter scher Mittel-
wert absolut % 

15,23 15,85 15,38 15,49 + 0,36 + 2,32 
- 0,26 -1,68 

13,21 12,70 12,87 12,93 + 0,28 + 2,17 
- 0,23 -1,78 

10,28 10,71 10,68 10,56 + 0,15 + 1,42 
-0,27 - 2,56 

10,56 10,36 10,25 10,39 + 0,17 - 1,64 
- 0,14 - 1,35 

10,53 10,19 10)6 ± 0'17 ± 1,64 

a Die 'Nummern der Chromatogram,TI! entspr~chen dene~ in Tabelle II. 
I: ":' 

PISKUSSION 

Es 'wirdvon dem wahrscheinlichsten Schema der Reaktion des Ninhydrins mit 
Aminosauren; bei der die Streckersche Reaktion verlauft, ausgegangen. Das freie 
Ammoniak reagiert mit einem Ninhydrinmolekiil und einem Hydrindantinmolekiil 
zur Enol- und Ketoform des Diketohydrindilen-diketohydrindamins. Die Enolform 
des Produktes gibt mit dem Ammoniumion ein intensiv blauviolettes Salz17

, zu dessen 
Entstehen zwei Ammoniumionen erforderlich sind. Werden der zur Farbung dienen
den L6sung keine Kationen zugegeben, beispielsweise18 , k6nnen das atmospharische 
Ammoniak sowie die Kationen aus dem Papier und dem Extrakt des biologischen 
Materials unterschiedliche Farbintensitat des Produktes der Aminosaure mit Nin
hydrin verursachen. Den L6sungen werden daher Kupfer(II)-19 oder Cadmium(II)
Kationen20 zugegeben. Ais Verfahrensgrundlage der Farbung der Aminosauren 
mit Ninhydrin in L6sungen unter Hydrindantinzugabe21

, 22 oder bei alteren Arbeiten 
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unter Zugabe reduzierender Substanzen23 ,24 ist die quantitative Umsetzung des 
aus der Aminosaure in Freiheit gesetzten Ammoniaks bei Ninhydrin- und Hydrin
dantiniiberschuB anzusehen. Dieses Prinzip kann zum Farben auf Chromatogrammen 
nicht herangezogen werden, da die Ammoniakspuren im Papier Nachdunkeln des 
Untergrunds verursachen. Die Grundlage der vorgeschlagenen Methode beruht 
auf der quantitativen Umsetzung des in der Reaktion der Aminosaure mit Ninhydrin 
entstandenen Hydrindantins in Gegenwart eines Dberschusses von Ninhydrin 
und Ammoniumionen. Bei der Optimalfeuchtigkeit des Papiers und beim optimalen 
pH-Wert des Puffers bleibt der Untergrund des Papiers hell. Fiir je eine Flachenein
heit muB das Vielfache an Reagentien mit Bezug auf die Aminosauremaximalkonzen
tration inmitten des Fleckens des relativ gr6Bten Tr6pfchens bereitgestellt werden . 
In l %iger L6sung ist der Ninhydrinmoliiberschu13 ausreichend 15

. Zur Erh6hung 
der Ammoniumionenkonzentration erwies sich als sehr vorteilhaft die Entwicklung 
von Chromatogrammen mit O,OlM-HCI, wobei sich Tryptophanhydrochlorid bildet, 
das bei der Neutralisierung mit gasf6rmigem Ammoniak die Ammoniumionen 
bindet; 

FOOH 

R-CH + 2 NH3 

'NH2 .HCl 

FOO- NH4 + 

R- CH 

\ NH2 + NH4 + Cl-

Mit dem Molekiil des bei der Reaktion des Tryptophans mit Ninhydrin in Freiheit 
gesetzten Ammoniaks befindet sich in der Stelle der Aminosaure das Dreifache der 
Ammoniumionen. Durch Zugabe von O,005M Diammoniumsuccinat wird die 
Optimalgrenze der Bedingungen erreicht, die zur quantitativen Umsetzung des 
Hydrindantins im weiten Bereich der Tryptophankonzentration im Tr6pfchen 
erforderlich ist. Dieses Prinzip kann zur Farbung der Aminosaure in L6sungen nicht 
herangezogen werden, da in ihnen die Ammoniumionen mit Ninhydrin unter Ver
fiirbung reagieren. Bei Reaktionen auf Papierchromatogrammen ist die Standard i
sierung des AmmoniumionengehaItes im Reaktionsmedium vorteilhafter als dessen 
Beseitigung. Bei direkter Farbung der Substanzen auf den Papierchromatogrammen 
mu13 maximale Farbintensitat der Flecken und Minimalfiirbung des Papierunter
grunds erreicht werden. Zur Gewinnung reproduzierbarer Ergebnisse miissen samtli
che Bedingungen, u.zw. die Papierfeuchtigkeit und Konzentration der Reagentien 
je Flacheneinheit15 sowie auch der Typ, die Konzentration und der pH-Wert des 
Puffers standardisiert werden. In den bisherigen Arbeiten wurden bei diesen Methoden 
keine Puffer verwendet, wodurch sich einer der Fehler- und Mi13trauensfaktoren 
ergibt13

. 
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